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SOMMAIRE 

Plusieurs pays industrialisés, incluant le Canada, ont opté pour le développement des 
nanotechnologies étant donné le grand potentiel économique que cela représente. Au Québec, de 
nombreuses entreprises de production de nanoparticules (NP) sont déjà implantées et il y a fort à 
parier que d’autres suivront ce mouvement d’ici peu. Ce faisant, le nombre de travailleurs 
œuvrant dans les domaines des nanotechnologies en général ou dans la fabrication et synthèse 
des NP augmentera grandement dans les prochaines années. Il est donc capital de prévenir le 
développement de maladies et d'accidents du travail reliés aux NP dont la cause est souvent 
d'ordre inflammatoire. Des données scientifiques s’accumulent et démontrent des effets toxiques 
et indésirables de certaines NP dont nous ne connaissons ni la toxicité ni l’efficacité des moyens 
pour les contenir. L’inflammation est un des effets toxiques des NP les plus répertoriés dans la 
littérature scientifique. Des études in vivo au cours desquelles des NP sont administrées à des 
rongeurs par la voie pulmonaire, voie par laquelle les travailleurs seraient le plus susceptibles 
d’être exposés aux NP, rapportent un nombre élevé de cellules immunitaires de type neutrophile, 
chef d’orchestre de l’inflammation. En dépit de ce fait, il était curieux de constater que très peu 
de données étaient disponibles quant aux interactions directes entre les NP et les neutrophiles. 
Sachant qu’en plus de la voie d’inhalation, les NP peuvent atteindre la circulation sanguine à la 
suite d’une ingestion et d’un contact dermique, il devient donc plausible d’imaginer que les 
neutrophiles, les leucocytes les plus abondants dans le sang humain, puissent interagir avec des 
NP.  

Le présent projet visait à combler cette lacune. Ainsi, le premier objectif issu de cette 
problématique était de démontrer l'influence des NP sur la physiologie et sur les fonctions du 
neutrophile humain (volet in vitro). Le second objectif (volet in vivo) consistait à évaluer les 
effets des NP sur la réponse inflammatoire chez la souris. 

Pour le volet in vitro, des neutrophiles de donneurs sains consentants ont été fraîchement isolés 
puis traités avec une NP donnée afin d’évaluer les capacités modulatoires sur plusieurs fonctions, 
toutes reliées au processus inflammatoire. Pour le volet in vivo, le modèle de la formation d’une 
poche d’air chez la souris a été employé. Brièvement, de l’air stérile était administré de façon 
sous-cutanée afin de créer une poche dans laquelle une NP donnée a été administrée pour 
diverses périodes de temps et à diverses concentrations (paramètres choisis à partir des résultats 
in vitro). Les cellules colonisant la poche ont ensuite été dénombrées puis identifiées afin 
d’évaluer l’infiltration neutrophilique. 

En utilisant une approche expérimentale alliant à la fois les aspects in vitro et in vivo, nous avons 
été en mesure de déterminer quelles sont les NP qui affectent le plus la physiologie des 
neutrophiles et lesquelles provoquent une infiltration neutrophilique in vivo. Citons par exemple 
que, in vitro, le CeO2, le TiO2 et le ZnO provoquent des effets différentiels sur la phagocytose et 
la dégranulation des neutrophiles et que les NP d'argent (Ag) (dépendamment du diamètre) 
induisent une mort atypique des neutrophiles. Le ZnO et le TiO2 activent les neutrophiles et 
retardent leur entrée en apoptose. In vivo, nous avons remarqué que le TiO2 et les dendrimères 
provoquent une infiltration neutrophilique tandis que d'autres pas, comme c'est le cas du 
fullerenol (C60(OH)n). 
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La somme des résultats nous démontrent qu’il est difficile de classifier les NP strictement selon 
leur potentiel pro-inflammatoire et qu’il est préférable de présenter un tableau plus nuancé dans 
lequel les effets provoqués par une NP donnée sur la physiologie des neutrophiles humains in 
vitro et sur la capacité d’induire une infiltration neutrophilique in vivo doivent être pris en 
considération. Incidemment, les effets des NP sont extrêmement variés. Il est démontré que les 
NP n’agissent pas toutes de la même façon in vitro et in vivo et qu’elles peuvent avoir des effets 
complètement opposés selon leur diamètre initial.  

Les retombées de ce projet effectué avec des cellules isolées d’individus sains permettront, par la 
suite, d’utiliser les cellules de certains travailleurs potentiellement exposés aux NP, afin d’étudier 
les fonctions des neutrophiles qui pourraient avoir des réponses fonctionnelles exagérées puisque 
déjà préactivées, un concept bien connu en matière d’inflammation. À l’inverse, si par exemple 
la fonction de phagocytose exercée par les neutrophiles de ces travailleurs s’avérait être 
diminuée, ces derniers pourraient être plus susceptibles aux infections, car cette fonction des 
neutrophiles a pour but d’ingérer les pathogènes et de les détruire. Ces observations, combinées à 
celles décrites par d’autres équipes étudiant d’autres facettes de la toxicité des NP, permettront 
d’aider les préventeurs lors de la prise de certaines décisions quant à la gestion des risques reliés 
à une exposition aux NP chez les travailleurs. 
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1.  INTRODUCTION 

1.1 Problématique 

Plusieurs pays industrialisés, incluant le Canada, ont opté pour le développement des 
nanotechnologies étant donné le grand potentiel économique que cela représente. Au Québec, de 
nombreuses entreprises de production de nanoparticules (NP) sont déjà implantées et il y a fort à 
parier que d’autres suivront ce mouvement dans les prochaines années. Ce faisant, le nombre de 
travailleurs œuvrant dans les domaines des nanotechnologies en général ou dans la fabrication et 
synthèse des NP augmentera grandement dans le futur. De plus, plusieurs autres compagnies 
achètent des NP afin de les introduire dans leurs procédés de fabrication.  
 
Grossièrement, nous pouvons distinguer trois principaux groupes de personnes/établissements 
potentiellement exposés aux NP au Québec, tout comme ailleurs: 

1. Les chercheurs, les étudiants et le personnel technique qui manipulent une variété 
extrêmement diversifiée de NP pour lesquelles il est souvent très difficile de prévoir si 
elles auront une application commerciale;  

2. Les producteurs de NP et tous ceux qui en achètent et les modifient; 

3. Les entreprises qui achètent des NP de toutes sortes pour les introduire dans leurs procédés 
de fabrication alors que nous ne connaissons pas exactement les risques potentiels qui y 
sont associés, ni les mesures de prévention à mettre en place. Il s'agit d'un secteur pour 
lequel nous ne connaissons pas très bien les produits mis en œuvre (et pour lequel le 
potentiel de risques pour la santé est probablement le plus important). 

 
Au Québec, on retrouve près de 250 entreprises qui œuvrent dans le domaine des 
nanotechnologies. Elles sont surtout spécialisées en recherche et développement (R-D) de 
nanotechnologies pour les industries de l'optique, des télécommunications, du bois, du transport, 
de l'énergie et des technologies vertes, de la microélectronique et du photonique, du secteur 
militaire ainsi que pour l'industrie médicale et pharmaceutique.1 De nombreux travailleurs 
œuvrent donc à la synthèse, à la transformation ou à l'utilisation des NP et leur nombre devrait 
augmenter au cours des prochaines années. À titre d’exemple, citons l'usine Kronos, inaugurée à 
Varennes en 1957, qui produit à même l'ilménite ore (roche-mère) le pigment TiO2 (rutile et 
anatase) et qui emploie environ 400 travailleurs dont plus de la moitié seraient exposés 
directement aux NP.2  
 
De l'autre côté, en R-D, quelques centres de recherche publics et privés emploient 265 
chercheurs et 142 technologues et accueillent plus de 1 000 étudiants.1   

1 Sources : www.nanoquebec.ca et www.metiersquebec.org/portraits/physique1.html [Dernière 
 consultation : 15 septembre 2014]. 

2 Source : http://kronostio2.com/en/manufacturing-facilities/varennes-canada [Dernière 
 consultation : 15 septembre 2014]. 

 

                                                 
 

http://www.nanoquebec.ca/
http://www.metiersquebec.org/portraits/physique1.html
http://kronostio2.com/en/manufacturing-facilities/varennes-canada
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Il est donc capital de prévenir le développement de maladies et d’accidents du travail reliés aux 
NP qui ont quasiment tous, à la base, une composante inflammatoire. Des données scientifiques 
s’accumulent et démontrent les effets toxiques et indésirables de certaines NP dont nous 
connaissons mal la toxicité et l’efficacité des moyens pour les contenir [1, 2]. 
 
 
1.2 État des connaissances 

C’est à cause de l’engouement fulgurant des secteurs industriels et du monde de la recherche 
pour les nanotechnologies et de l’utilisation croissante de nanomatériaux ou de NP qu’est née la 
nanotoxicologie [1-4]. Cette discipline a pour principal objectif d’évaluer les effets toxiques 
potentiels des NP sur la santé des vivants. À l’heure actuelle, la plupart des études publiées dans 
la littérature scientifique ciblent principalement l’exposition des poumons ou portent sur la 
relation des NP avec: 

i) une toxicité pulmonaire en utilisant des cellules cancéreuses immortalisées, comme des 
cellules A549 [5] ou 

ii) une inflammation chronique pulmonaire avec des modèles de rongeurs chez qui, par 
exemple, les NP sont administrées par inhalation, par voie intratrachéale, ou autres, et 
dont les cellules qui infiltrent les voies respiratoires sont dénombrées dans les lavages 
broncho-alvéolaires [6-10]. 

Dans la plupart des cas, et de façon très logique, les neutrophiles sont parmi les cellules les plus 
communément observées. En effet, les neutrophiles sont les cellules chefs d’orchestre de 
l’inflammation. Elles sont les premières à coloniser un site inflammatoire [11, 12], causant une 
inflammation aigüe. Ces cellules produiront des facteurs solubles, les chimiokines, qui vont 
attirer d’autres neutrophiles qui, collectivement, favoriseront une production accrue d’autres 
facteurs qui auront un pouvoir d’attraction sur les monocytes-macrophages et sur les 
lymphocytes. Cette dernière étape représente l’inflammation chronique où la participation de 
plusieurs cellules est nécessaire. Il devient alors important d’étudier la réponse inflammatoire en 
amont de l’inflammation chronique afin de prédire le développement de cette réponse 
inflammatoire chronique.  
 
À ce stade, il est important de mentionner que les neutrophiles sont des cellules matures, qui 
vivent environ 24 h, qui ne se divisent plus et qui se dirigent spontanément en apoptose (mort 
propre et programmée) après plusieurs heures. Présentement, la majorité des études in vitro 
effectuées en laboratoire incubent des cellules de toute origine avec des concentrations 
croissantes d’une NP donnée et en étudient les effets cytotoxiques incluant principalement leur 
capacité à diminuer la prolifération cellulaire et/ou à induire la mort par apoptose [13-17]. 
Curieusement, dans bien des cas, aucune mention n’est faite concernant l’effet de la NP étudiée 
sur la mort par nécrose, un état où les cellules ne sont absolument plus fonctionnelles. Bien que 
plusieurs types d’études se penchent sur la caractérisation des NP, très peu d’entre elles se 
concentrent sur leurs activités biologiques [18-21] et sur l’élucidation du mode d’action des NP. 
De plus, quoiqu’une NP donnée soit entièrement caractérisée à l’aide de nos technologies 
modernes, cette NP se retrouve transformée in vivo alors qu’elle pourra réagir avec plusieurs 
types de molécule; c’est le concept de la couronne. En effet, il est connu que plusieurs protéines 
interagissent avec les NP, modifiant ainsi leurs propriétés physicochimiques et biologiques [22, 
23].  
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Également, la plupart des études in vitro publiées dans la littérature scientifique testent les effets 
cytotoxiques de NP variées sur différentes lignées cellulaires immortalisées d’origine animale, 
pour la plupart, ou humaine. Cependant, très peu d’études ont eu recours à des cellules humaines 
primaires. Plus spécifiquement, il est curieux de constater qu’aucune étude approfondie ne traite 
du rôle des NP chez les neutrophiles humains, sachant leur importance dans l’inflammation, un 
des effets toxiques des NP les plus documentés dans la littérature scientifique [3, 24-28]. 
 
Pour ce qui est du volet in vivo, la majeure partie des études, à ce jour, est axée sur le domaine de 
l’inflammation pulmonaire avec divers modèles. Par exemple, il a été démontré, chez la souris, 
que des NP de silice activent les macrophages péritonéaux ainsi qu’une production de certaines 
cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α [29]. Lu et coll. (2009) ont 
récemment démontré que parmi une liste de treize NP, seulement l’alumina-2 et l’oxyde de 
nickel causaient une inflammation pulmonaire significative à la suite d’une instillation dans les 
poumons [30]. Fait intéressant, cette inflammation était mesurée par le dénombrement des 
neutrophiles se retrouvant dans les lavages broncho-alvéolaires. Il appert donc que certaines NP 
ont des effets pro-inflammatoires. Toutefois, ceux-ci demeurent très largement inconnus. 
 
La présente étude vise donc à remédier à cette situation en étudiant à la fois les interactions 
directes entre les NP et les neutrophiles humains, in vitro, et à déterminer le potentiel pro-
inflammatoire des NP, in vivo, en étudiant principalement une infiltration neutrophilique. 
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2.  HYPOTHÈSE  ET OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

Pour toutes les raisons mentionnées précédemment et devant le manque de données dans la 
littérature concernant les effets des NP sur les neutrophiles humains et sur l’établissement, in 
vivo, d’une réponse inflammatoire, l'hypothèse et les objectifs du présent projet sont: 

2.1 Hypothèse 
Les NP possèdent un potentiel pro-inflammatoire, à divers degrés, résultant de: 

1) La modulation à la hausse ou à la baisse de plusieurs fonctions des neutrophiles humains 
(expérimentations in vitro); 

2) L’infiltration neutrophilique lors de l’inflammation aigüe et une production accrue 
d’agents pro-inflammatoires (expérimentations in vivo).   

2.2 Objectifs 
Le présent projet est divisé en deux grands volets, comportant chacun des objectifs spécifiques 
visant, dans leur ensemble, à mener vers une classification des NP selon leur degré pro-
inflammatoire.  

 
Volet I - Procédures in vitro 
 

- Déterminer les effets cytotoxiques des NP chez les neutrophiles humains; 
- Évaluer les effets modulatoires des NP sur les fonctions des neutrophiles reliées à 

l’inflammation et déterminer leurs modes d’action. 

 
Volet II - Procédures in vivo 
 

- Évaluer la capacité des NP à induire une infiltration neutrophilique in vivo; 
- Quantifier et identifier les sous-populations leucocytaires attirées par le foyer 

inflammatoire. 
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3.  MÉTHODOLOGIE 

Comme mentionné précédemment, la méthode générale d’évaluation du potentiel pro-
inflammatoire d’une NP donnée fait appel à des volets in vitro et in vivo. Une description 
succincte des différentes procédures utilisées est présentée ci-dessous et illustrée à la figure 1.  

3.1 Sélection et caractérisation des nanoparticules 

Pour le présent projet, une attention particulière a été portée aux NP qui soulèvent un intérêt en 
matière de santé et de sécurité du travail. Les NP ont été sélectionnées parmi celles dont le 
potentiel d’utilisation était le plus important, non seulement au Québec, mais également à 
l’échelle mondiale. En effet, les NP étudiées ici sont parmi celles qui ont fait l’objet du plus 
grand nombre de publications scientifiques, comme le dioxyde de titane (TiO2), divers oxydes 
métalliques, l’argent (Ag), etc. [4, 31, 32, 35-37]. Une liste détaillée de toutes les NP qui ont été 
étudiées au cours de ce projet se retrouve au tableau 1. Malgré que plusieurs de ces substances 
ont déjà fait l’objet d’études portant sur leurs différents effets sur la santé, leurs mécanismes 
d’action sont encore largement inconnus [3, 33, 34]. 

Tableau 1 - NP étudiées dans ce projet. 

 NP Fournisseur 
1 AgNP2 US Research Nanomaterials, Inc. 
2 AgNP15 US Research Nanomaterials, Inc. 
3 AgNP20 Ted Pella, Inc. 
4 AgNP70 Ted Pella, Inc. 
5 Al2O3 Nanostructured & Amorphous Materials, Inc. 
6 AuNP20 Ted Pella, Inc. 
7 AuNP30 Ted Pella, Inc. 
8 AuNP70 Ted Pella, Inc. 
9 AuNP+* Sciventions, Inc. 
10 AuNP-* Sciventions, Inc. 
11 C60(OH)n BuckyUSA 
12 CeO2 Vive Nano, Inc. 
13 Dendrimères G0 Sigma-Aldrich® 
14 Dendrimères G1 Sigma-Aldrich® 
15 Dendrimères G2 Sigma-Aldrich® 
16 Dendrimères G3 Sigma-Aldrich® 
17 Diamants de synthèse Nanostructured & Amorphous Materials, Inc. 
18 Fe3O4 Sciventions, Inc. 
19 NTC Sigma-Aldrich® 
20 Palladium Sciventions, Inc. 
21 Points quantiques Thermo Fisher Scientific, Inc. 
22 SiO2 Nanostructured & Amorphous Materials, Inc. 
23 TiO2 Vive Nano, Inc. 
24 ZnO Vive Nano, Inc. 

 *chargé positivement ou négativement 



8 Procédures et évaluation du potentiel pro-inflammatoire des nanoparticules  - IRSST 
 
Avant d'effectuer les expériences permettant de répondre aux objectifs de cette étude, chacune 
des NP à l’étude a d’abord été caractérisée par diffusion dynamique de la lumière à l’aide d’un 
appareil de type Nanosizer (Malvern) afin d’obtenir la distribution de la taille ainsi que le 
potentiel zêta, et ce, en tenant compte du milieu dans lequel les NP étaient incubées. A titre 
d'exemple, le tableau 2, dans la section des résultats, présente les différentes tailles obtenues pour 
la NP de ZnO dans trois milieux comportant des compositions différentes. Dans certains cas, les 
NP ont été caractérisées par microscopie électronique en transmission par le service de 
microscopie électronique de l’Institut national de recherche scientifique (INRS) - Institut 
Armand-Frappier. Cette mesure a permis de confirmer la taille déterminée initialement à l'aide 
du Nanosizer ainsi que d'observer la présence ou l'absence d'agrégats. 

 
De plus, étant donné notre expertise dans le domaine de l’inflammation, les solutions mères des 
NP ont également été caractérisées en dosant la concentration des endotoxines à l’aide d’un kit 
commercialement disponible. Possiblement présentes dans les formulations des compagnies, ces 
endotoxines peuvent contaminer la solution mère et être très pro-inflammatoires, faussant ainsi 
l’interprétation des résultats. Nous avons également testé une contamination potentielle des NP 
en culture sur gélose avec le milieu LB (pour Lysogeny Broth), un milieu de culture nutritif, 
servant initialement à la culture bactérienne. Avant le début des expérimentations sur une NP 
donnée, nous nous sommes assurés que ces deux tests préliminaires (présence d'endotoxines et 
culture sur gélose) étaient négatifs afin que l'effet observé lors de notre expérimentation ne soit 
attribuable qu'à la NP testée et non à une forme de contamination externe.  
 
 
3.2 Volet I - Procédures in vitro 

Pour ce volet, les effets de chaque NP furent directement testés sur plusieurs fonctions cellulaires 
des neutrophiles humains. Pour ce faire, des neutrophiles extraits du sang de donneurs sains ont 
été fraîchement isolés puis traités avec une NP donnée. Les donneurs étaient recrutés par voie 
électronique par le biais d’un appel à tous envoyé aux employés et étudiants du centre de 
recherche. Chaque donneur devait fournir son consentement éclairé, en suivant la démarche 
autorisée par le comité d’éthique de la recherche de l’INRS-Institut Armand-Frappier. Hormis la 
nécessité d’être majeur, le seul critère de sélection des donneurs était que leur état de santé soit 
jugé acceptable selon l'évaluation faite par l’infirmière licenciée effectuant la prise de sang. Les 
donneurs faisaient partie d’un groupe d'hommes et de femmes adultes, âgés entre 20 et 65 ans, 
fumeurs ou non-fumeurs. Les donneurs de sang agissant sur une base volontaire et identifiés 
selon un code connu uniquement de l'infirmière, il n’est pas possible d'effectuer de corrélation 
entre des donneurs spécifiques et les résultats obtenus. Ainsi, un minimum de trois donneurs 
différents a été utilisé pour chaque type d'expérience in vitro et des tests statistiques ont été 
effectués afin d'évaluer si les résultats étaient significatifs ou non. Il est important de noter 
qu’aucun des prélèvements sanguins n'a été effectué chez le personnel manipulant des NP 
(chercheurs, étudiants, personnel technique) car ces personnes représentent un groupe cible 
important dont nous réservons la participation à un projet ultérieur.  
  
Les neutrophiles humains ont été fraîchement isolés à partir du sang des donneurs. Ces 
neutrophiles ont été incubés avec une NP donnée et plusieurs fonctions importantes de ces 
cellules en relation avec l’inflammation ont été étudiées. Au préalable, nous avons vérifié si 
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chacune des NP testées causait la nécrose cellulaire par cytologie, selon la méthode d'exclusion 
au bleu de trypan. Les tests fonctionnels suivants ont été effectués avec la plupart des NP:  

 

i) Changements de morphologie cellulaire  

Les neutrophiles humains ont été incubés (10x106 cellules/mL) dans du RPMI 1640 contenant 
10 % de sérum autologue pendant 24 heures en présence du témoin négatif (Hank's balanced salt 
solution [HBSS]), du témoin positif provoquant un retard d'apoptose (granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor [GM-CSF]), de la Viscum album agglutine-1 (VA), un puissant 
inducteur d'apoptose ou en présence des NP. L'apoptose des cellules a été évaluée par cytologie à 
l’aide de la microscopie optique par l'apparition d'un noyau pycnotique caractéristique par 
opposition au noyau polylobé en condition non apoptotique.  

ii) Évaluation du pourcentage d'apoptose par modulation de l'expression des 
phosphatidylsérines (PS) et du récepteur CD16 

Les neutrophiles humains ont été incubés pendant 24 heures en présence de HBSS, de GM-CSF, 
de la VA ou des NP. Par la suite, ils ont été incubés avec l'annexine-V ou l'anticorps CD16 
pendant 30 minutes à 4 oC. L'apoptose a été évaluée par l'apparition à la surface cellulaire des PS 
traduite par une augmentation de la liaison de l’annexine-V marquée à un fluorochrome. La 
diminution en fluorescence du récepteur CD16, couplé également à un fluorochrome, témoigne 
d'une augmentation d'apoptose. Dans les deux cas, l'intensité de la fluorescence a été mesurée par 
cytométrie en flux.  

iii) Production de produits dérivés de l’oxygène en mesurant l’oxydation de la sonde CM-
H2DCFDA (5- [et-6]-chlorométhyle-2',7'-dichlorodihydrofluorescéine diacétate) 

Les neutrophiles humains ont été incubés en présence du HBSS contenant 10 µM de CM-
H2DCFDA pendant 15 minutes à 37 oC. Les cellules ont été lavées puis incubées en présence de 
HBSS, du témoin positif phorbol myristate acetate (PMA) ou des NP pendant 15, 30 et 60  
minutes. L'oxydation de la sonde a été quantifiée par cytométrie en flux. 

iv) Dégranulation en mesurant l'expression de molécules de surface (CD63, CD66b et CD35) à 
l’aide d’anticorps spécifiques pour chacun des marqueurs de granules ainsi que la présence 
de myéloperoxydase (MPO), de matrice métalloprotéinase (MMP)-9 et d'albumine dans le 
surnageant 

Les neutrophiles humains ont été incubés pendant 30 minutes en présence de HBSS, du témoin 
positif formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine (fMLP), provoquant la dégranulation, ou des 
NP. Suivant cette activation et afin de prévenir les liaisons non spécifiques, les cellules ont été 
incubées dans du PBS-20% sérum autologue pendant 30 minutes sur glace. Par la suite, elles ont 
été incubées avec les anticorps CD63, CD66b et CD35, puis le fluorochrome. L'analyse de 
l'expression de ces récepteurs fut évaluée par cytométrie en flux. Parallèlement, après leur 
stimulation avec les agents pendant 30 minutes, les cellules ont été centrifugées puis le 
surnageant a été conservé. Les protéines ont été séparées selon leur poids moléculaire dans un 
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gel de polyacrylamide. L'expression de MPO, de MMP-9 ou d'albumine a été détectée par 
immunobuvardage de type western avec des anticorps spécifiques.  

v)  Zymographie (activité enzymatique de la gélatinase)  

Les neutrophiles humains ont été incubés pendant 30 minutes en présence de HBSS ou des NP. 
Les cellules ont été centrifugées et les surnageants ont été conservés. Un aliquot de 30 μL 
(surnageant de 50,000 cellules) a été mélangé à 10 μL de tampon non dénaturant et les protéines 
ont été séparées par électrophorèse sur un gel d'acrylamide contenant 0,2 % de gélatine. Les gels 
ont été lavés puis incubés toute la nuit dans un tampon de digestion. Ils ont, par la suite, été 
colorés au bleu de Coomassie 0,1 %. L'activité gélatinase a été observée par la présence de zones 
blanches correspondant à la dégradation de la gélatine. 

vi) Phagocytose déterminée en mesurant la quantité de globules rouges de mouton opsonisés et       
 ingérés par les neutrophiles 

Des globules rouges de moutons ont été opsonisés avec une dilution 1:2000 d'IgG de lapin anti-
globules rouges pendant 45 minutes à 37 oC. Les neutrophiles humains ont été incubés avec les 
agents (HBSS, GM-CSF ou NP) pendant 30 minutes à 37 oC. Les cellules ont été lavées puis 
incubées avec les globules rouges de moutons opsonisés (ratio 1:5) pendant 15 minutes à 37 oC. 
Les cellules ont été centrifugées pendant 10 minutes. Un choc osmotique a été appliqué au culot 
afin de faire éclater les globules rouges n'ayant pas été phagocytés par les cellules. Les cellules 
ont été lavées puis remises en suspension afin d'être observées au microscope optique. 

 

3.3 Volet II - Procédures in vivo 

Pour ce volet, le modèle de la formation d’une poche d’air chez la souris a été employé. 
Brièvement, de l’air stérile (3 cc) a été administré aux jours 0 et 3 de façon sous-cutanée au 
niveau dorsal afin de créer une poche dans laquelle une NP donnée, son diluant seul (HBSS) ou 
le témoin positif (lipopolysaccharides [LPS]) a été administré au jour 6 pendant 2, 3, 6 ou 9h, à 
des concentrations de 10, 50, 100, 200 ou 500 μg/mL (choix basés en grande partie sur les 
résultats in vitro). Les exsudats (cellules colonisant la poche d'air) ont été récupérés avec 5 mL 
de HBSS-EDTA. La quantité de leucocytes totaux a été évaluée par le dénombrement cellulaire 
effectué à l'hématimètre. Les populations cellulaires présentes dans les exsudats ont été 
identifiées par microscopie optique en observant plus de 300 cellules par souris. Un pourcentage 
de neutrophiles colonisant chaque poche d'air a ainsi été estimé puis comparé avec le HBSS. La 
quantité totale de neutrophiles présents dans la poche d'air a été calculée à partir de ces deux 
observations.  
 
Il est à noter que le modèle de formation d’une poche d’air murine est un excellent modèle pour 
étudier une réponse inflammatoire in vivo. Contrairement au modèle d’inflammation pulmonaire 
fréquemment utilisé dans la littérature, qui consiste par exemple en une instillation d’un agent 
par la trachée, on recourt au modèle de la poche d’air pour comprendre le processus 
d’inflammation dans son ensemble, et non simplement relié ou associé à une inflammation 
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pulmonaire qui est particulière. Récemment, le modèle de la poche d’air a été reconnu par un 
regroupement de plusieurs chercheurs comme étant un excellent modèle pour évaluer la toxicité 
potentielle des NP [2]. Les auteurs spécifient même que ce modèle devrait faire partie d’une 
approche standard pour évaluer la toxicité potentielle des NP.    
 

 

Figure 1 – Schéma résumant les deux approches expérimentales ayant servi à évaluer le 
potentiel pro-inflammatoire des NP. 
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4.  RÉSULTATS 

4.1 Volet I – In vitro 

Le tableau 2 démontre une caractérisation typique par la méthode de la diffusion dynamique de 
la lumière effectuée sur une NP sélectionnée. Puisque les effets des NP sur les neutrophiles sont 
observés dans des milieux différents (en fonction du type d'expérience, in vitro ou in vivo), il est 
important d'effectuer cette caractérisation avant l'expérimentation et ce, pour chaque milieu de 
culture utilisé. Ceci permet de pouvoir dresser un profil des différentes tailles et de la distribution 
des NP présentes dans le milieu, pouvant ainsi expliquer les résultats divergents.  

Tableau 2 - Influence des conditions expérimentales sur la taille et le potentiel zêta des NP 
de ZnO a. 

Milieu RPMI-1640 RPMI-1640 + 10 % sérum HBSS 
T (°C) 22 37 22 37 22 37 

Diamètre b 
(nm) 

 

7,2 ± 0,7 
(58,0 ± 5,8) 

6,7 ± 0,6 
(52,7 ± 4,7) 

271,3 ± 220 
(49,0 ± 2,0) 

596 ± 83,6 
(48,4 ± 3,7) 

57,2 ± 78,2 
(59,6 ± 18,9) 

6,7 ± 0,7 
(54,3 ± 7,0) 

76,0 ± 17,3 
(26,1 ± 2,6) 

63,4 ± 10,4 
(33,1 ± 2,7) 

171,8 ± 247 
(41,2 ± 5,8) 

31,1 ± 3,5 
(38,4 ± 7,4) 

2,9 ± 1,3 
(30,0 ± 3,1) 

61,6 ± 14,0 
(35,0 ± 4,4) 

0,8 ± 0,5 
(13,3 ± 4,3) 

1,8 ± 1,2 
(14,3 ± 2,1) 

858,2 ± 148 
(7,3 ± 5,3) 

6,6 ± 3,2 
(9,5 ± 5,7) 

4,8 ± 8,4 
(8,6 ± 14,8) 

1,2 ± 0,8 
(10,8 ± 2,9) 

Potentiel 
zêta (mV) -8,31 ± 0,8 -6,1 ± 1,4 -9,5 ± 0,4 -9,5 ± 5,7 -8,5 ± 1,2 -6,9 ± 0,8 

a Les nombres en caractères gras représentent la moyenne de la taille ± écart-type (n=3) alors que ceux entre 
parenthèses représentent la proportion (%) des NP avec le diamètre correspondant. 
b Les NP peuvent se présenter sous plusieurs diamètres différents dans un même milieu.  
T = température  
 
Après avoir caractérisé chacune des NP par diffusion dynamique de la lumière et s’être assuré 
que ces dernières ne sont pas contaminées, des tests de viabilité cellulaire ont été effectués afin 
de déterminer les concentrations idéales à utiliser pour étudier les fonctions cellulaires des 
neutrophiles. Les concentrations de NP utilisées étaient normalement comprises entre 0 et 
500 μg/mL. En général, moins de 5 à 7 % de nécrose a été observée pour toutes les NP testées, et 
ce, uniquement aux plus fortes concentrations (> 200 μg/mL) pour une période de traitement de 
24 h. Pour des fins de comparaison et de standardisation, nous avons effectué tous nos tests avec 
des concentrations de 100 µg/mL, parfois en incluant en parallèle des concentrations moindres 
ou plus élevées.  

L’ensemble des résultats obtenus pour le volet I, portant sur les interactions NP-neutrophiles 
humains in vitro, sont synthétisés au tableau 3. Certains types d'expériences cités dans ce tableau 
n’ont pas été réalisés pour chacune des NP. Seuls les résultats des tests effectués apparaissent au 
tableau. Bien que les NP suivantes, NTC, diamants de synthèse, SiO2, Al2O3, C60(OH) et 
AuNP+, furent évaluées au regard de leur morphologie, leur viabilité et l'apoptose des 
neutrophiles humains, aucune modulation n'a été observée. Ces résultats n'ont donc pas été 
incorporés dans le tableau afin d'éviter d'alourdir davantage celui-ci. 
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Tableau 3 -  Synthèse des résultats portant sur les effets différentiels des NP sur la 
physiologie des neutrophiles humains. 

NPa Test effectué Effet Commentaire 

AgNP2 
Morphologie  Agglutination, taille 

augmente Amas de cellules 

Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

AgNP15 
Morphologie  Agglutination, taille 

augmente Amas de cellules 

Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Très rapide (en quelques heures) 

AgNP20 

Morphologie  Moins ronde, taille 
augmente 

Témoigne d’une activation des neutrophiles. 
NP internalisées rapidement 

Viabilité/cytotoxicité Nécrose (5-7 %)  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 
Dégranulationb Augmente MMP-9, albumine 
ROSc Augmente Non significatif 

AgNP70 

Morphologie  Taille augmente Quelques NP internalisées 
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Diminue Effet anti-apoptotique 
Dégranulation Aucun Pas de MMP-9 ni albumine 
ROS Aucun  

AuNP20 
Morphologie  Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

AuNP70 
Morphologie  Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

AuNP- 
Morphologie  Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

CeO2 

Morphologie  Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Diminue Léger effet anti-apoptotique 
Dégranulation Augmente Augmente CD66b, CD63 MMP-9, gélatinases 
ROS Augmente  
Phagocytose Augmente  Modérément 

Dendrimères 
G0 

Morphologie Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Nécrose (30 %)  

Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

Dendrimères 
G1 

Morphologie Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Nécrose (40 %)  

Apoptose Légère augmentation 
non significative  
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NPa Test effectué Effet Commentaire 

Dendrimères 
G2 

Morphologie Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Nécrose (45 %)  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

Dendrimères 
G3 

Morphologie Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Nécrose (45 %)  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

Fe3O4 
Morphologie  Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

Palladium 
Morphologie  Aucun  
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Augmente Effet pro-apoptotique 

TiO2 

Morphologie  Forme irrégulière Témoigne d’une activation des neutrophiles 
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Diminue Effet anti-apoptotique significatif 
Dégranulation Augmente Augmente CD66b, CD63, MMP-9, gélatinases 
ROS Augmente Effet inflammatoire possible 
Phagocytose Augmente  

ZnO 

Morphologie  Forme irrégulière Témoigne d’une activation des neutrophiles 
Viabilité/cytotoxicité Aucun  
Apoptose Diminue Important effet anti-apoptotique 

Dégranulation Augmente Augmente CD66b, CD63, MMP-9, gélatinases 

ROS Aucun  
Phagocytose Augmente  Modérément 

a Les NP ont toutes été testées à une concentration de 100 μg/mL. 
b La dégranulation a été évaluée de différentes façons: i) par l’expression de certains marqueurs des granules à la 
surface des neutrophiles (CD35, CD63 et CD66b); ii) par l’expression de certaines protéines libérées dans les 
surnageants (MPO, MMP-9, albumine); et iii) en étudiant l’activité enzymatique des gélatinases libérées des 
granules. 
c Dérivés réactifs de l’oxygène  

Vert:  Propriétés inflammatoires basées sur la libération d’agents pro-inflammatoires et/ou sur la capacité à retarder 
l’entrée des cellules en apoptose, ce qui favoriserait leur persistance et augmenterait le nombre total de neutrophiles 
pouvant causer de l’inflammation.  
          Propriétés anti-inflammatoires basées sur le fait que l’élimination des neutrophiles est souhaitée pour réguler 
le nombre relativement constant de neutrophiles en conditions normales, limitant des désordres inflammatoires.  

 

Afin de démontrer l'ampleur de certaines données présentées au tableau 3, des résultats 
d'activation cellulaire par test de dégranulation (libération de protéines contenues dans les trois 
types de granule et activité enzymatique démontrée par zymographie) obtenus avec des 
neutrophiles humains traités pendant 30 minutes avec diverses NP sont présentés aux figures 2 et 
3 [35]. 
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Figure 2 – Libération de la MPO, la MMP-9 et l'albumine par les neutrophiles humains 
après une exposition avec les NP de CeO2, ZnO ou TiO2. L'analyse de densitométrie a été 
réalisée sur les bandes obtenues et les résultats (moyenne  ± erreur-type, n ≥ 3) sont exprimés en 
valeur de densité intégrée (integrated density value ou IDV). Ctrl: Témoin négatif (HBSS); 
fMLP: Témoin positif; * p < 0,05 par rapport à Ctrl.  
 
 

 
Figure 3 – Les NP de CeO2, ZnO et TiO2 augmentent l'activité gélatinase des neutrophiles 
humains mesurée par zymographie. L'analyse de densitométrie a été réalisée sur les zones 
blanches obtenues et les résultats (moyenne ± erreur-type, n=5) sont exprimés en densité relative. 
Ctrl: Témoin négatif (HBSS); fMLP: Témoin positif; * p < 0,05 par rapport à Ctrl. 
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Les figures 4 et 5 présentent des effets inverses sur l'apoptose des neutrophiles en présence de 
deux NP différentes. Ainsi, l'AgNP20 induit l'apoptose tandis que le ZnO la retarde par rapport au 
niveau normal de base [36, 37].  

 

 
Figure 4 – Induction de l'apoptose des neutrophiles avec les NP d'Ag20. Les neutrophiles 
humains ont été incubés pendant 24 heures en présence de 100 μg/mL (A et B) ou d’une 
concentration croissante (C et D) d'AgNP20. L'apoptose des cellules a été évaluée par cytologie à 
l’aide de la microscopie optique (A, B et C) par l'apparition d'un noyau pycnotique 
caractéristique (flèches noires) par opposition au noyau polylobé en condition non apoptotique 
(flèches blanches). En D, l'apoptose a été évaluée par l’annexine-V (moyenne ± erreur-type, 
n=4). Ctrl: Témoin négatif (HBSS); GM: GM-CSF (65 ng/mL); VA: Viscum album agglutinine-
1 (1 μg/mL); * p < 0,05 par rapport à Ctrl. 
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Figure 5 – Les NP de ZnO retardent l'apoptose des neutrophiles. Les neutrophiles humains 
ont été incubés pendant 24 heures en présence de doses croissantes de NP de ZnO et l'apoptose 
des cellules a été évaluée (moyenne ± erreur-type, n ≥ 3) par cytologie à l’aide de la microscopie 
optique. Ctrl: Témoin négatif (HBSS); GM: GM-CSF (65 ng/mL); ATO: trioxyde d'arsenic, 
puissant inducteur d'apoptose (5 μM); * p < 0,05 par rapport à Ctrl. 

 
 
4.2 Volet II – In vivo 

Pour le volet in vivo, nous avons utilisé le modèle de la poche d'air murine, tel que présenté 
précédemment dans la méthodologie. Grâce au dénombrement et à l'identification des cellules 
présentes dans l'exsudat, nous étions en mesure d'évaluer le potentiel inflammatoire de ces 
dernières. L'inflammation étant un phénomène plutôt complexe, nous avons décidé de tester 
différents temps (2 h, 3 h, 6 h et 9 h). Les résultats obtenus pour ce volet II sont synthétisés au 
tableau 4. Les statistiques du tableau ont été produites en utilisant l'analyse de la variance 
(ANOVA à un facteur) suivie d'un test de comparaisons multiples de Dunnett. * p < 0,05; ** 
p < 0,01; *** p < 0,001 par rapport au témoin HBSS. 
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Tableau 4 – Effets des NP sur l'infiltration neutrophilique in vivo. 

Temps Agent 
Nbre 
de 

souris 
(n) 

Conc. 
de 

l'agent 
(µg/mL)   

Infiltration leucocytaire par poche d'air 
Leucocytes 

totaux  
(x 106) 

% de 
neutrophiles 

Neutrophiles 
(x 106) 

2h 

HBSS (3) - 0,87 ± 0,1 44,9 ± 11,0 0,41 ± 0,14 
LPS (2) 1 2,0 ± 0,2* 75,7 ± 2,6 * 1,51 ± 0,09 *** 

AuNP- (4) 500 1,2 ± 0,1 37,9 ± 5,0 0,46 ± 0,11 
Fe3O4 (4) 500 2,1 ± 0,2 ** 49,3 ± 4,7 1,0 ± 0,05 ** 

3h 
 

HBSS (10) - 0,6 ± 0,1 47,1 ± 2,2 0,29 ± 0,07 
LPS (4) 1 4,9 ± 0,7 *** 87,3 ± 2,2 *** 4,36 ± 0,65 *** 

AgNP20 
(3) 10 1,0 ± 0,19 48,9 ± 2,4 0,49 ± 0,1 
(3) 50 0,88 ± 0,13 49,7 ± 10,4 0,47 ± 0,14 
(3) 100 1,2 ± 0,3 48,7 ± 1,9 0,6 ± 0,17 

C60(OH)n (6) 100 1,0 ± 0,2 66,0 ± 2,4 0,68 ± 0,15 
Dendrimères 

G0 
(5) 100 0,69 ± 0,1 47,0 ± 2,3 0,38 ± 0,04 
(5) 500 1,6 ± 0,2 57,6 ± 2,8 0,89 ± 0,13 

Dendrimères 
G1 

(5) 100 1,7 ± 0,8 52,8 ± 4,9 1,4 ± 0,78 
(4) 500 2,2 ± 0,9 * 60,7 ± 2,3 * 1,47 ± 0,86 

Dendrimères 
G2 

(6) 100 1,2 ± 0,2 64,0 ± 3,4 *** 0,82 ± 0,17 
(6) 500 1,1 ± 0,18 65,5 ± 1,1 *** 0,73 ± 0,12 

Dendrimères 
G3 

(5) 100 0,88 ± 0,19 62,6 ± 2,5 ** 0,61 ± 0,17 
(6) 500 2,01 ± 0,57 ** 69,5 ± 1,8 *** 1,45 ± 0,45 * 

6h 

HBSS (9) - 0,74 ± 0,16 43,2 ± 2,7 0,33 ± 0,07 
LPS (7) 1 9,98 ± 1,9 *** 80,2 ± 3,1 *** 8,06 ± 1,64 *** 

Al2O3 
(6) 50 0,63 ± 0,28 42,5 ± 5,3 0,3 ± 0,16 
(6) 100 0,88 ± 0,25 42,4 ± 2,8 0,4 ± 0,13 
(6) 200 0,72 ± 0,19 48,4 ± 6,6 0,38 ± 0,15 

AgNP20 
(3) 10 1,14 ± 0,73 76,3 ± 0,7 *** 0,86 ± 0,56 
(4) 100 2,98 ± 0,26 * 72,5 ± 3,5 *** 2,18 ± 0,27 * 

AuNP30 
(6) 100 1,42 ± 0,32 45,0 ± 6,7 0,73 ± 0,24 
(5) 250 2,17 ± 0,70 44,1 ± 6,4 1,05 ± 0,36 

AuNP- 
 

(5) 100 1,65 ± 0,37 56,8 ± 1,1 ** 0,93 ± 0,2 
(5) 500 3,47 ± 0,99 ** 71,0 ± 2,2 *** 2,52 ± 0,84 ** 

C60(0H)n (5) 100 0,67 ± 0,24 55,2 ± 4,2 0,36 ± 0,14 

NTC-Sigma 
(5) 50 0,99 ± 0,26 35,1 ± 5,0 0,39 ± 0,13 
(6) 100 1,05 ± 0,28 45,0 ± 4,1 0,50 ± 0,18 
(6) 200 1,05 ± 0,23 55,7 ± 3,7 0,59 ± 0,13 

NP de 
diamant 

(5) 50 1,15 ± 0,44 51,2 ± 8,0 079 ± 0,34 
(6) 100 1,70 ± 0,75 50,0 ± 7,1 0,93 ± 0,41 
(6) 200 1,48 ± 0,82 58,8 ± 3,3 0,98 ± 0,58 

Dendrimères 
G0 

(10) 100 0,83 ± 0,22 55,5 ± 1,8 0,55 ± 0,17 
(10) 500 0,95 ± 0,19 64,3 ± 3,0 0,58 ± 0,13 

Dendrimères 
G1 

(8) 100 1,08 ± 0,14 53,5 ± 2,5 0,57 ± 0,07 
(8) 500 1,56 ± 0,24 58,9 ± 2,3 0,95 ± 0,17 
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Temps 

 
Agent 

 
Nbre 
de 

souris 
(n) 

Conc. 
de 

l'agent 
(µg/mL)   

Infiltration leucocytaire par poche d'air 

Leucocytes 
totaux  
(x 106) 

% 
neutrophiles 

Neutrophiles 
(x 106) 

6h 

Dendrimères 
G2 (7) 100 1,81 ± 0,71 58,4 ± 2,3 1,11 ± 0,46 

Dendrimères 
G3 (6) 100 1,76 ± 0,54 64,5 ± 4,8 *** 1,23 ± 0,48 

Points 
quantiques 

(3) 50 0,95 ± 0,76 45,2 ± 12,0 0,65 ± 0,52 
(5) 100 0,93 ± 0,31 64,7 ± 5,8 * 0,63 ± 0,22 

SiO2 
(6) 50 0,65 ± 0,16 34,6 ± 4,0 0,26 ± 0,08 
(5) 100 1,74 ± 0,31 47,7 ± 3,6 0,86 ± 0,22 
(6) 200 1,37 ± 0,26 52,7 ± 4,0 0,75 ± 0,17 

TiO2 
(4) 50 3,400 ± 1,04 - - 
(4) 100 5,30 ± 0,350 91,0 ± 6,0 *** 4,80 ± 0,38 *** 
(4) 200 10,40 ± 1,080 - - 

9h 

HBSS (4) - 0,49 ± 0,21 53,8 ± 4,7 0,27 ± 0,12 
C60(0H)n (3) 100 0,39 ± 0,08 49,0 ± 2,5 0,17 ± 0,03 

TiO2 

(4) 50 3,350 ± 1,035 * 88,5 ± 2,9 *** 3,008 ± 1,010 
(3) 100 5,333 ± 0,353 *** 89,7 ± 1,7 *** 4,78 ± 0,306 * 
(4) 200 7,315 ± 1,990 *** 91,0 ± 0,8 *** 6,654 ± 1,808 ** 
(4) 500 3,900 ± 1,073 * 93,3 ± 1,2 *** 3,638 ± 0,998 

 Propriétés inflammatoires basées sur une inflammation leucocytaire principalement 
neutrophilique.  
 
 
Les figures 6 et 7 présentent des résultats de NP ayant significativement induit une infiltration 
leucocytaire dans notre modèle in vivo. 
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Figure 6 – Les AuNP- induisent un recrutement de leucocytes. La quantité de leucocytes 
totaux (moyenne ± erreur-type) retrouvés dans la poche d'air a été évaluée par dénombrement 
cellulaire. * p < 0,05; ** p < 0,01 par rapport au témoin HBSS. 
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Figure 7 - Les dendrimères de plusieurs générations induisent le recrutement de leucocytes. 
La quantité de leucocytes totaux (moyenne ± erreur-type) a été évaluée par dénombrement 
cellulaire. * p < 0,05; ** p < 0,01 par rapport au témoin HBSS. 
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5.  DISCUSSION 

S’il existe un secteur de recherche très dynamique, c’est bien celui de la caractérisation des NP. 
En effet, à titre d’exemple, plus de 6500 publications scientifiques portant sur le sujet ont été 
repérées en utilisant l’outil de recherche PubMed avec les termes ''characterization, 
nanoparticle''. Bien que plusieurs approches et techniques scientifiques existent afin de 
caractériser les NP, il est curieux de constater que bien souvent celles-ci sont caractérisées dans 
de l’eau ultra-pure pour ensuite être utilisées en laboratoire dans toutes sortes de conditions 
expérimentales ayant recours à des milieux de culture de compositions très diversifiées et 
complexes. Cette constatation nous a permis de redéfinir notre caractérisation des NP au cours 
du projet. À titre d'exemple et afin d'appuyer notre observation, le tableau 2 nous apporte 
effectivement un élément de discussion majeur concernant l'importance de caractériser les NP 
sous différentes conditions. En effet, la caractérisation d’une NP par diffusion dynamique de la 
lumière nous permet de constater que les données varient par le simple fait de caractériser la NP 
dans des milieux de culture de compositions différentes, par exemple HBSS (milieu pauvre en 
nutriments) par opposition à RPMI-1640 (milieu riche). La même observation est également 
valable lorsqu’on ajoute du sérum humain dans les cultures, pratique courante en laboratoire afin 
de maintenir les cellules en vie. Étant donné l’existence du phénomène de couronne c.-à-d. 
l’interaction protéines-NP lorsque les NP se retrouvent par exemple en milieux de culture ou 
dans les fluides biologiques humains, nous proposons de les caractériser dans les conditions les 
plus similaires possibles à celles utilisées pour effectuer un test donné. Ceci inclus également la 
température puisque, par exemple, la distribution de la taille des NP de ZnO diffère lorsque les 
mesures sont prises à 22 °C, température de la pièce, par rapport à 37 oC, température à laquelle 
les NP sont incubées avec les neutrophiles (tableau 2). Cependant, alors que la distribution de la 
taille change en fonction de ces facteurs, les valeurs pour le potentiel zêta sont beaucoup moins 
affectées. 

Il est intéressant de constater que pour le volet in vitro, certaines NP provoquent un changement 
de morphologie cellulaire chez les neutrophiles humains. En effet, il s’agit d’une façon rapide 
d’évaluer si une NP est un activateur des neutrophiles humains [38, 39]. Toutefois, l’inverse 
n’indique pas nécessairement qu’un agent n’est pas un activateur comme tel s’il n’induit pas de 
changements morphologiques apparents des neutrophiles. Il faut donc effectuer d’autres types 
d’expérience. Par exemple, les essais visant à mesurer les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) 
sont d’un grand intérêt, particulièrement dans la physiologie des neutrophiles qui sont connus 
pour être de grands producteurs de ROS. Bien qu’une augmentation des ROS est souvent 
associée avec une accélération du taux d’apoptose des neutrophiles [40, 41], il est curieux de 
constater que certaines NP comme le TiO2 et CeO2 augmentent la production de ROS, mais 
retardent l’entrée des cellules en apoptose à la même concentration de 100 μg/mL. Dans le même 
ordre d’idée, alors que le ZnO retarde l’apoptose, la production de ROS n’a pas été induite. Par 
contre, les AgNP20 suivent la logique des autres agents connus alors qu’on constate une 
augmentation de la production de ROS et une accélération de l’apoptose. Finalement, il est 
intéressant de constater que les AgNP70, tout comme le ZnO, n’augmentent pas la production de 
ROS et retarde l’entrée des neutrophiles en apoptose (tableau 3). Bien que les autres NP, 
nanotubes de carbone mono et multifeuillets, diamants, SiO2, Al2O3, C60(OH)n et AuNP+, ne 
modulent pas l’apoptose, leur production de ROS n’a pas été étudiée. Ceci est également 
applicable aux NP qui augmentent le taux d’apoptose des neutrophiles (AgNP2, AgNP15, AuNP-, 
AuNP20, AuNP70, palladium et Fe2O3). Toutefois, même sans l’obtention des résultats en ce qui 
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concerne la production de ROS, nous pouvons d’ores et déjà conclure qu’il n’y a pas 
d’association entre la production de ROS et la modulation de l’apoptose chez les neutrophiles 
humains. Le portrait final est beaucoup plus compliqué révélant simultanément les modes 
d’action complexes et (probablement) différents d’une NP à l’autre.  

Une autre fonction importante des neutrophiles est la dégranulation [39, 42]. Cette dernière doit 
être extrêmement bien contrôlée, car, en conditions normales, le but ultime est de favoriser la 
libération de médiateurs puissants à fort pouvoir dégradant pour, par exemple, combattre une 
infection bactérienne. Cependant, lors d’une dégranulation, principalement à la hausse, la 
libération des produits toxiques normalement séquestrés dans les granules des neutrophiles 
participe alors à l’amplification de la réponse inflammatoire plutôt qu’à sa résolution normale 
puisque ces produits se retrouvent dans le milieu extracellulaire et peuvent endommager les 
cellules avoisinantes. Dans la présente étude, bien que nous n’ayons pas étudié les effets de 
toutes les NP sur la dégranulation, nous avons démontré que certaines NP comme le TiO2, CeO2, 
ZnO et AgNP20 induisent cette fonction des neutrophiles humains alors que les AgNP70 ne 
modulent pas la réponse.  

Tel que présenté au tableau 3, qui illustre la synthèse des résultats portant sur le volet in vitro, il 
est clair que les NP agissent différemment sur la physiologie cellulaire des neutrophiles humains. 
Par exemple, certaines NP comme celles à base d’argent (AgNP15, AgNP20) accélèrent le taux 
basal d’apoptose des neutrophiles, alors que d’autres comme le ZnO et le CeO2 ont plutôt la 
capacité de retarder ce phénomène. De plus, il est important de noter que des NP dont seulement 
le diamètre initial diffère peuvent produire des effets complètement à l’opposé; c’est le cas des 
AgNP20 qui accélèrent l’entrée des cellules en apoptose alors que les AgNP70 la retardent. 

Alors que nos travaux sont toujours en cours, nous pouvons nous avancer sur le fait que les NP 
de TiO2 se sont avérées être en mesure d’activer la phagocytose des neutrophiles ainsi que celles 
de CeO2 et de ZnO, mais à un moindre degré. Il est clair que les NP de TiO2 possèdent un fort 
pouvoir activateur des neutrophiles.  

Pour le volet in vivo du projet, le tableau 4 illustre l’ensemble des données obtenues à ce jour et 
dans lequel on y constate que le potentiel inflammatoire de plusieurs NP a été évalué. En général, 
nous testons toujours des agents potentiellement inflammatoires après une période de six heures 
suivant l’administration du produit à tester, car il s’agit du temps normalement optimal pour 
évaluer une infiltration leucocytaire dans le modèle de la poche d’air [4, 31, 43-47]. Par la suite, 
le nombre de cellules recrutées dans la poche retourne à la normale, car il y a résolution de 
l’inflammation. Toutefois, nous avons effectué certaines expériences pendant des périodes de 
temps plus courtes et avons remarqué que des NP peuvent induire rapidement, après 2 h, une 
infiltration neutrophilique. C’est le cas des NP de type Fe3O4, mais pas des AuNP-. Après 3 h, 
nous avons également démontré que certaines NP, comme les dendrimères de génération 3 (G3), 
induisent aussi une infiltration neutrophilique. Toutefois, ceci ne semble pas être un phénomène 
généralisé puisque les NP de type dendrimère G0, G1 et G2, les NP C60(OH)n et AgNP20 
n’agissent pas de la sorte, à tout le moins aux concentrations étudiées. Après 6 h, alors que nous 
nous attendions à voir une infiltration neutrophilique pour un maximum de NP différentes, nous 
n’avons observé un tel effet qu’avec les AuNP- et les AgNP20 (tableau 4) et les NP de TiO2 
préalablement observés [31]. Toutefois, nous avons récemment documenté que le C60(OH)n peut 
amplifier la réponse d’un autre agent pro-inflammatoire comme les LPS [4]. Ceci indique donc 
que même si une NP donnée ne semble pas affecter la réponse inflammatoire par elle-même, elle 
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peut participer au processus inflammatoire en amplifiant la réponse d’un autre agent. Ceci 
représente une nouvelle façon de voir le rôle potentiel que pourrait exercer une NP donnée et 
ouvre les portes à d’autres études similaires, un domaine de recherche qui sera quasi inépuisable.  



26 Procédures et évaluation du potentiel pro-inflammatoire des nanoparticules  - IRSST 
 
  



IRSST -  Procédures et évaluation du potentiel pro-inflammatoire des nanoparticules 27 
 
6.  CONCLUSION 

 
Ce projet a permis de mieux comprendre le mode d’action de certaines NP en relation avec la 
physiologie des neutrophiles humains et la réponse inflammatoire qui est à la base d’un grand 
nombre de pathologies et de désordres (infections, fibrose kystique, maladie pulmonaire 
obstructive chronique, maladies auto-immunes, polyarthrite rhumatoïde, cancer). Sachant que 
certaines NP possèdent, à divers degrés, la capacité d’activer des neutrophiles d’individus sains, 
il est maintenant important d’étudier le comportement des neutrophiles des travailleurs 
potentiellement exposés aux NP. Bien que nous ayons initialement proposé de classifier les NP 
selon leur degré d’effet pro-inflammatoire, les résultats colligés ici nous permettent plutôt 
d’initier un tableau nuancé des effets variés des NP sur la physiologie des neutrophiles et sur leur 
capacité à induire une infiltration neutrophilique in vivo. Il est clair que les NP agissent de façons 
différentes. De plus, ce projet démontre que des NP dont seulement le diamètre diffère possèdent 
des effets biologiques très distincts et même opposés. Également, les résultats de la présente 
étude permettent de conclure que des NP d’une même catégorie possèdent des effets divers. Le 
mode d’action des NP est extrêmement complexe et diversifié, et peut varier selon la 
concentration étudiée. Des expériences additionnelles permettront de contribuer à l’avancement 
des connaissances en regard des effets des NP sur l’inflammation.  
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