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SOMMAIRE 

L’économie du Canada, comme celle de bien d’autres pays industrialisés, bénéficie du 
développement des nanotechnologies dont le fort potentiel peut être exploité dans plusieurs 
secteurs industriels. Un nombre croissant d’entreprises québécoises de production de 
nanoparticules (NP) est d’ailleurs déjà implanté et tout porte à croire que d’autres emboîteront le 
pas dans les années à venir. Ce faisant, non seulement le nombre de travailleurs œuvrant dans la 
fabrication et la synthèse des NP augmentera sensiblement, mais également le nombre de ceux 
qui seront appelés à en manipuler et à en transformer dans les domaines des nanotechnologies en 
général. Une des conséquences de cette situation est l’augmentation du nombre de personnes 
potentiellement exposées aux NP. Dans la littérature scientifique, de nombreux travaux 
rapportent des effets inflammatoires causés par l’inhalation de NP; le système respiratoire étant 
l’une des voies d’exposition aux NP les plus probables. En effet, il a été démontré, par exemple, 
que des NP comme les oxydes de zinc (ZnO) et de cuivre induisent un recrutement de cellules 
immunitaires de types éosinophiles (ÉO) dans les poumons des rongeurs. Ces cellules sont bien 
connues pour causer divers désordres et maladies pulmonaires comme l’asthme. Malgré ce fait, 
aucune donnée relative aux interactions entre les NP et les ÉO humains n’était disponible avant 
la réalisation du présent projet. De ce fait, le mode d’action des NP sur la biologie des ÉO était 
inconnu. En plus des voies respiratoires, les personnes peuvent être exposées par contact cutané 
et même par ingestion; les NP pouvant ainsi se frayer un chemin par la circulation sanguine ou à 
travers les divers tissus. 

Devant ces faits, l’hypothèse voulant que les NP puissent altérer la biologie des ÉO humains a 
été émise et le comblement de cette lacune a été retenu comme principal objectif du présent 
projet. Pour élargir le champ des connaissances et mieux comprendre le mode d’action des NP, 
des ÉO de donneurs sains et consentants ont été fraîchement isolés puis exposés à une NP 
donnée afin d’évaluer les capacités modulatoires de plusieurs fonctions, toutes reliées au 
processus inflammatoire. Parmi ces fonctions, la capacité des NP à affecter la production de 
dérivés réactifs de l’oxygène (ROS), le chimiotactisme, l’adhérence, l’apoptose et la production 
de certaines cytokines par les ÉO. 

En utilisant une approche expérimentale, il a été possible de dresser un tableau démontrant les 
effets différentiels des NP sur la biologie des ÉO humains. Ainsi, par exemple, les NP de 
dioxyde de cérium (CeO2) sont celles qui induisent le plus fortement la production de ROS alors 
qu’elles ne modulent pas l’apoptose. Ajoutons que les NP de dioxyde de titane (TiO2) sont celles 
qui augmentent le plus la capacité des ÉO à adhérer à un substrat cellulaire alors qu’elles n’ont 
pas ou peu d’effets sur la production de ROS et sur l’apoptose. 

L’ensemble des résultats démontre clairement qu’il est difficile de classifier les NP strictement 
selon leur potentiel à modifier l’une ou l’autre des fonctions étudiées. Il est préférable de 
présenter un tableau plus nuancé dans lequel les effets provoqués par une NP donnée sur la 
biologie des ÉO humains in vitro doivent être pris en considération pour en éclaircir le mode 
d’action. Les effets des NP sont donc extrêmement variés et la présente étude vise à démontrer 
qu’elles n’agissent pas toutes de la même façon. 

Les retombées de ce projet effectué avec des cellules isolées d’individus sains sont multiples. 
Les résultats permettront, par la suite, de justifier l’utilisation de cellules de travailleurs 
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potentiellement exposés aux NP, incluant les chercheurs, les étudiants et le personnel technique, 
afin d’étudier les fonctions des ÉO qui pourraient avoir des réponses fonctionnelles 
disproportionnées ou, à l’inverse, très faibles. Les résultats et les observations de cette étude, 
combinés à ceux qui seront décrits par d’autres équipes étudiant différentes facettes de la toxicité 
des NP, permettront d’aider à la prise de certaines décisions sur le plan de la gestion des risques 
liés à une exposition des travailleurs aux nanoparticules. 
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1. INTRODUCTION 

1.1 Problématique 

Les nanotechnologies accompagnent de plus en plus notre quotidien. En effet, l’utilisation 
croissante des nanomatériaux dans les secteurs industriel et médical a une influence directe sur 
l’exposition aux NP d’un bon nombre de travailleurs, mais également de la population en 
général1-4. Étant donné le potentiel économique indéniable des nanomatériaux pour les pays 
industrialisés, incluant le Canada, l’engouement à développer de nouveaux procédés par des 
moyens nanotechnologiques dans divers secteurs ne fera qu’amplifier l’implantation 
d’entreprises de production de NP au pays. De plus, il y a fort à parier que plusieurs compagnies 
acquerront des NP afin de les introduire dans leurs lignes de production, et ce, sans pour autant 
être en mesure d’éliminer ou de maîtriser les risques pour la santé de leurs employés. 
 
Le Québec ne fait pas exception et bien qu’un nombre restreint d’entreprises de production de 
NP soit implanté, il est plausible d’imaginer que ce nombre augmentera dans les années à venir5. 
La question de la prévention des accidents et des maladies liés aux NP prend alors toute son 
importance en raison des effets inflammatoires causés par l’inhalation des NP. En effet, bien que 
les dangers potentiels d’une exposition aux NP puissent résulter en des effets cytotoxiques, 
génotoxiques, et même en des cancers, les maladies inflammatoires sont les plus probables 
sachant que le système respiratoire représente une cible importante d’exposition des travailleurs. 
Il a déjà été démontré que plusieurs NP possèdent des propriétés pro-inflammatoires selon leur 
capacité à altérer la biologie des neutrophiles humains in vitro et en induisant une infiltration 
leucocytaire in vivo6-12. Les neutrophiles sont des cellules importantes dans l’établissement de 
l’inflammation. Ces travaux témoignent donc du potentiel inflammatoire des NP. De plus, il est 
fort probable que les NP constituent un facteur aggravant de certaines maladies pulmonaires 
comme l’asthme. Il n’est donc pas étonnant que les études se multiplient afin de mieux connaître 
les effets toxiques de certaines NP et leur mode d’action, ainsi que l’efficacité des moyens de les 
contenir 13-16. De fait, une bonne partie des études rapportées dans la littérature scientifique 
traitent du rôle potentiel des NP en relation avec des désordres/maladies inflammatoires 
pulmonaires, incluant les maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC), l’asthme, et la 
fibrose kystique 17,18. Par exemple, il a été démontré que des NP de dioxyde de titane (TiO2) 
induisent des symptômes de l’emphysème et qu’elles stimulent directement la sécrétion de 
mucine (protéine entrant dans la composition du mucus) par des cellules bronchiales 19. 
Également, il a été établi que des NP comme les oxydes de zinc (ZnO) et de cuivre 20 provoquent 
un recrutement d’ÉO dans les poumons des rongeurs 21. Une autre étude démontre que le TiO2 et 
des NP d’or aggravent l’inflammation pulmonaire dans un modèle d’asthme induit par les 
isothiocyanates chez la souris 22. 
 
Paradoxalement, certaines études, bien que leur nombre soit restreint, avancent que l’exposition 
de rats au TiO2

 23
 produirait des effets plutôt bénéfiques comme la diminution des symptômes de 

l’asthme allergique. Cela témoigne donc de la grande complexité à étudier et à déterminer la 
toxicité des NP. Le présent projet est axé sur l’étude des interactions entre les NP et les ÉO 
humains, des cellules qui jouent un rôle important dans l’asthme et autres désordres 
pulmonaires 24-27. D’où l’intérêt de connaître davantage la toxicité de certaines NP pour les 
cellules humaines primaires les plus susceptibles d’exercer un rôle pathogénique dans le 
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développement ou l’exacerbation de l’asthme ou autres désordres inflammatoires pulmonaires. 
Ces connaissances permettront de dresser une liste des NP en fonction de leur potentiel à activer 
ou non les fonctions cellulaires des ÉO. Cette liste pourra être utile dans plusieurs secteurs et 
faciliter l’évaluation des risques pour la santé des travailleurs exposés aux NP. 
 
1.2 État des connaissances 

Les ÉO sont des cellules bien connues pour leur rôle important de défense de l’organisme contre 
les helminthes (vers parasitaires). Cependant, des données plus récentes indiquent que ces 
cellules jouent un rôle extrêmement important dans la régulation de l’inflammation, 
principalement en raison de la capacité des ÉO à emmagasiner de puissants modulateurs 
inflammatoires préformés, comme certaines cytokines et certains facteurs chimioattractants 
(chimiokines)24,25,28,29. Chez l’animal, un nombre plus élevé d’ÉO a été observé dans les 
poumons à la suite de traitements avec différentes NP d’oxyde de cuivre et d’oxyde de zinc 21. 
Dans cette dernière étude, un fait très intéressant a été observé; les NP de zinc et de cuivre, mais 
pas les ions, ont induit une infiltration éosinophilique dans les poumons. Une étude récente 
démontre également qu’une administration intratrachéale de NP d’oxyde de nickel chez des rats 
provoque une arrivée massive d’ÉO observée dans les lavages broncho-alvéolaires et associée à 
une production d’éotaxine, une chimiokine qui joue un rôle de tout premier plan dans 
l'inflammation allergique 30. Gustafsson et coll. (2011) ont étudié les effets inflammatoires de NP 
de TiO2 administrées de façon intratrachéale chez le rat sur une période allant jusqu’à 90 jours 31. 
Les auteurs rapportent une présence accrue de diverses cytokines, incluant IL-1α, IL-1β, IL-2, 
IL-6, GM-CSF et la chimiokine CINC-1 (cytokine-induced neutrophil chemoattractant) dans les 
voies respiratoires aux jours 1 et 2 suivant l’instillation des NP, présence qui était accompagnée 
d’un influx d’ÉO et de neutrophiles. Alors que le nombre de neutrophiles demeurait élevé 
jusqu’au jour 30 post-instillation, celui des ÉO revenait au niveau de base après 8 jours. À 
l’inverse, une étude a démontré qu’une administration sous-cutanée de NP de type fullerène 
(nC60) dans un modèle d’inflammation de la peau par traitement à l’ovalbumine causait plutôt 
un effet anti-inflammatoire incluant une diminution du nombre d’ÉO dans les échantillons de 
peau 32. Il devient intéressant de constater, par ces observations, que les réponses aux NP sont 
complexes et que le dénombrement des ÉO est couramment utilisé comme marqueur de 
l’inflammation. Toutefois, les connaissances actuelles concernant les effets directs des NP sur les 
ÉO, particulièrement les effets potentiels sur leur biologie, sont incomplètes. 

Chez certains travailleurs qui ont développé des symptômes allergiques, il est bien documenté 
que le retrait de leur milieu de travail ou leur relocalisation résulte bien souvent en une 
diminution ou une disparition desdits symptômes. Portant plus précisément sur les ÉO, une étude 
récente de suivi, effectuée avec des individus souffrant d’asthme professionnel, démontre une 
baisse rapide de l’inflammation après le retrait de l’exposition 33. Bien que dans ce cas les 
individus ne semblent pas avoir été exposés à des NP, il est fort probable que dans un avenir 
rapproché, les mêmes observations soient rapportées dans la littérature chez des travailleurs 
exposés aux NP. Pour l’instant, cela demeure encore purement hypothétique. Toutefois, au moins 
deux études rapportent des troubles inflammatoires observés chez un travailleur exposé a des NP 
de nickel 34 et un autre exposé plutôt à des NP de carbone 35. Dans la première étude, un homme 
âgé de 38 ans, sans historique médical, a inhalé des NP de nickel alors qu’il en aspergeait des 
pièces composant une turbine; il est décédé 13 jours après cette exposition. L’autopsie a révélé 
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que la cause du décès était le syndrome de détresse respiratoire de l'adulte et des NP de nickel, 
dont le diamètre était en deçà de 25 nm, ont été observées par microscopie électronique en 
transmission (MET) dans les macrophages alvéolaires de l’individu. Alors que les taux normaux 
de nickel dans l’urine sont de l’ordre de 0,25-5,0 µg/L, ceux mesurés chez le travailleur exposé 
étaient de 780 µg/L 34. De plus, ses reins présentaient des évidences de nécrose tubulaire aiguë. 
Dans l’autre étude, une employée de bureau rapportait une perte de poids et des diarrhées 
sévères. Bien qu’une endométriose fût suspectée, les résultats de laparoscopie ont révélé la 
présence de nombreux points noirs sur le péritoine. Des agrégats de NP de carbone ayant un 
diamètre de 31-67 nm furent observés dans ses tissus par microscopie électronique à balayage et 
en transmission. Des biopsies du colon ont témoigné d’une maladie inflammatoire de l'intestin 
avec des signes de la maladie de Crohn, mais sans dépôt des NP. Bien qu’aucun trouble 
respiratoire n’ait été rapporté par cette employée, il a été conclu que les NP de carbone, utilisées 
dans les cartouches d’encre d’imprimante au laser, ont été véhiculées par les vaisseaux sanguins 
à la suite de l’inhalation des poussières par les poumons. Bien que dans ces deux études des 
individus présentent des troubles inflammatoires associés à une exposition à des NP, aucune 
allusion aux ÉO n’a été faite. Toutefois, ensemble, ces deux études renforcent le scénario 
probable que les expositions potentielles grandissantes des travailleurs aux NP pourraient 
générer plusieurs problèmes inflammatoires, incluant une participation des ÉO. 

Curieusement, bien que les ÉO soient des cellules importantes dans l’asthme et autres désordres 
pulmonaires, ainsi que dans le développement des cancers 36 et maladies inflammatoires de 
l’intestin 28, il existe une carence majeure dans la littérature quant aux interactions entre les ÉO 
humains et les NP. En fait, les données probantes quant au mode d’action des NP sont quasi 
inexistantes. Pourtant, le modèle le plus fréquemment utilisé présentement pour l’initiation de 
mécanismes pathogéniques induits par les NP est clairement celui des effets engendrés par 
l’inflammation, faisant de cette dernière la cible parfaite pour évaluer la toxicité des NP 37,38. 
Actuellement, la majorité des études in vitro effectuées en laboratoire consistent en l’incubation 
de cellules de lignées immortalisées d’origine animale (la majeure partie) ou humaine. Très peu 
d’études ont eu recours à des cellules humaines primaires et aucune étude approfondie ne traite 
de l’effet des NP sur les ÉO humains. Toutefois, comme mentionné auparavant, des résultats 
obtenus principalement par la présente équipe de recherche avec des neutrophiles humains, 
cellules importantes en matière d’inflammation, indiquent clairement qu’ils représentent une 
cible importante pour les NP 6,7,10,11,39-45. 





IRSST -  Activation des éosinophiles humains par des nanoparticules   5 
 

2. HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 

2.1 Hypothèse 

Dans un projet de recherche précédent, également subventionné par l’Institut de recherche 
Robert-Sauvé en santé et en sécurité du travail (IRSST) 12, il a été démontré que les neutrophiles 
humains peuvent répondre différemment à certaines NP, témoignant d’une certaine sélectivité 
initiée par l’interaction NP-neutrophiles. Partant de ce fait, l’hypothèse voulant que les ÉO 
humains soient susceptibles de répondre différemment à certaines NP a été émise. 

2.2 Objectifs 

L’objectif principal est de comprendre et d’établir comment les ÉO humains réagissent face à 
une activation par les NP in vitro afin d’en déterminer les modes d’action et d’approfondir les 
connaissances dans ce domaine. De façon plus spécifique, les objectifs sous-jacents visent : 

i. à établir quelles NP, parmi plusieurs types, vont activer les ÉO, afin d’en dresser une liste 
selon leur potentiel activateur; 

ii. à déterminer quelles fonctions des ÉO sont modulées à la hausse ou à la baisse par les NP;  

iii. à élucider si les ÉO sont affectés sans égard à la taille d’une NP donnée; 

iv. à vérifier s’il y a corrélation entre la capacité de certaines NP à moduler une fonction 
donnée des ÉO et la distribution de la taille ou le potentiel zêta des NP concernées. 
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3. MÉTHODOLOGIE 

3.1 Choix des nanoparticules 

Plusieurs types de NP étaient à la disposition de l’équipe de recherche. Pour le présent projet, le 
choix des NP présentées dans le tableau 1 découlait de travaux antérieurs 6,7,10,11,39-42,46-48, 
témoignant d’un certain potentiel pro-inflammatoire de ces dernières. Ce choix devenait évident 
pour des fins de comparaisons avec d’autres études et également parce que ces NP sont 
amplement étudiées en nanotoxicologie. En effet, étant largement utilisées en industrie et se 
retrouvant dans plusieurs produits faisant partie du quotidien, elles font partie des particules 
auxquelles les travailleurs de plusieurs secteurs risquent d’être exposés, ici ou ailleurs dans le 
monde. Bien que le présent rapport prenne en considération les résultats d’études précédentes 
concernant les propriétés pro-inflammatoires des NP les plus susceptibles d’être utilisées au 
Québec, le présent projet a permis d’étudier en parallèle des NP connues également pour être 
largement employées au niveau mondial, comme le dioxyde de titane (TiO2) et diverses NP 
d’argent 7,8,41. Malgré le fait que plusieurs de ces substances aient déjà fait l’objet d’études sur 
leurs effets sur la santé 2,18,49, leurs mécanismes d’action et leurs effets sur la biologie des ÉO 
humains sont encore largement inconnus. 

Tableau 1. Nanoparticules étudiées dans ce projet 

 NP Fournisseur 
1 AgNP15 US Research Nanomaterials Inc. 
2 AgNP20 Ted Pella, Inc. 
3 AgNP70 Ted Pella, Inc. 
4 Al2O3 Nanostructured & Amorphous Materials Inc. 
5 AuNP- * Sciventions Inc. 
6 AuNP+ * Sciventions Inc. 
7 AuNP70 Ted Pella, Inc. 
8 CeO2 Vive Nano Inc. 
9 Dendrimère G0 † Sigma-Aldrich 
10 Dendrimère G1 † Sigma-Aldrich 
11 Dendrimère G2 † Sigma-Aldrich 
12 Dendrimère G3 † Sigma-Aldrich 
13 Fe3O4 Sciventions Inc. 
14 Palladium Sciventions Inc. 
15 Platine Sciventions Inc. 
16 TiO2 (rutile) Sciventions Inc. 
17 ZnO Sciventions Inc. 

 * chargé négativement ou positivement 
 † Dendrimère poly(amidoamine) (PAMAM) 
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Au préalable, chacune des NP obtenues directement du manufacturier a été mise en suspension 
dans l’eau ultra-pure, à une concentration de 50 μg/mL, puis a été caractérisée par diffusion 
dynamique de la lumière à l’aide d’un appareil de type Nanosizer (Malvern). Cela a permis 
d’obtenir la distribution de la taille, le potentiel zêta ainsi que l’index de polydispersité. Cette 
concentration a été sélectionnée selon la littérature scientifique, où des cellules ont été incubées 
in vitro avec des concentrations de NP variant de 0-1000 μg/mL6,7,10,13,15 et certains résultats 
préliminaires ont indiqué que les concentrations étudiées n’induisaient pas la mort cellulaire par 
nécrose. 
 
3.2 Isolement des cellules 

Pour cette étude, les ÉO ont été fraîchement isolés à partir du sang d’individus sains faisant 
partie d’une banque de donneurs consentants fréquemment utilisée. Les prises de sang ont été 
effectuées par une infirmière dans un bureau de santé localisé dans le centre de recherche où se 
déroule la présente étude. Après l’isolation des granulocytes (fraction contenant principalement 
des neutrophiles + ÉO), la pureté des cellules des donneurs a été évaluée par cytologie, à la suite 
d’une coloration. En général, une présence d’ÉO variant entre 1-5 % est observée; le reste étant 
des neutrophiles. Bien que nos donneurs ne soient pas connus pour être asthmatiques ou 
rhinitiques, nous pouvons exceptionnellement observer un nombre plus élevé d’ÉO, mais ce 
nombre est toujours inférieur à 10 %. Lorsque la présence d’au moins 2 % d’ÉO était observée, 
la suspension cellulaire était reprise. Elle a été traitée pour purifier les ÉO et éliminer les 
neutrophiles par la technique de séparation négative, à l’aide d’anticorps couplés à des billes 
magnétiques, une technique régulièrement utilisée dans le laboratoire 50. 
 
3.3 Traitement des cellules  

Les ÉO ont été traités in vitro avec des concentrations croissantes d’une NP donnée (en général 
0-500 µg/mL), pour différentes périodes allant de 0 à 120 min pour les fonctions de production 
de radicaux libres, de chimiotactisme et d’adhérence, ou pendant 24 h pour les fonctions 
d’apoptose et de production de cytokines. En tout temps, des témoins négatifs (milieu de culture 
dans lequel les NP sont en suspension) et positifs ont été utilisés, incluant le phorbol-12-
myristate-13-acétate ou PMA (radicaux libres), les cytokines IL-5 (chimiotactisme), GM-CSF et 
TNF-α (adhérence) et la lectine de plante Viscum album agglutinine-I ou VAA-I (apoptose). Les 
effets des NP sur la viabilité cellulaire ont été vérifiés par la technique d’exclusion au bleu de 
trypan. Il est important de noter ici que les ÉO sont des cellules connues pour se diriger 
spontanément en apoptose lorsque mis en culture sans agents autre que du sérum. En effet, après 
24 h d’incubation, environ 30-50 % des cellules sont en apoptose et non pas mortes par nécrose 
alors qu’elles éclateraient. De plus, les cellules en apoptose excluent le bleu de trypan puisque 
leur membrane est préservée et, de ce fait, sont considérées viables. 
 
3.4 Vérification de l’interférence des NP dans les diverses techniques 

employées 

Certaines NP ont la capacité d’interférer avec des techniques utilisées en toxicologie permettant 
de mesurer différentes fonctions cellulaires 51,52. Par exemple, certaines techniques requièrent 
l’utilisation de fluorochromes pour obtenir des mesures d’intensité de fluorescence et ainsi 
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évaluer une fonction cellulaire donnée. Dans la présente étude, pour chacune des NP étudiées, il 
a été vérifié qu’en aucun cas elles n’interféraient avec les intensités des signaux obtenus par les 
différentes techniques utilisées (voir sous-section 3.6). Pour ce faire, certaines mesures/lectures 
ont été effectuées au préalable avec des solutions ne contenant que les suspensions des 
différentes NP étudiées, en absence de cellules. En aucun cas, une telle interférence pouvant 
diminuer ou augmenter l’intensité des signaux mesurés en laboratoire n’a été notée. 
 
3.5 Localisation des NP dans les cellules par cytométrie en flux et 

microscopie électronique en transmission 

La capacité des NP à pénétrer à l’intérieur des ÉO a été déterminée par cytométrie en flux. En 
effet, cette technique peut être utilisée pour déterminer si un type de NP pénètre à l’intérieur des 
cellules, en évaluant les niveaux de fluorescence d’une cellule et la granularité/complexité (SSC 
pour side scatter); plus la fluorescence est élevée plus la complexité des cellules est grande 53. 
Toutefois, cette technique doit être utilisée principalement lors des premiers moments de contact 
entre les NP et les cellules, c.-à-d. dans les premières 30 à 60 minutes. Par la suite, les résultats 
peuvent devenir difficiles à interpréter, générant des faux positifs. Les ÉO ont donc été incubés 
pendant 1 à 60 minutes dans 100 µg/mL d’une NP donnée. Au moment désiré, les tubes 
contenant les cellules et les NP ont été plongés dans la glace pour ensuite être centrifugés. Les 
surnageants ont été éliminés puis les culots ont été défaits et mis en suspension avec un tampon 
de solution saline au phosphate (phosphate buffered saline [PBS]) frais. Cette opération a été 
répétée trois fois afin d’éliminer les NP libres. Au terme de cette opération, l’intensité de la 
fluorescence des cellules (paramètre SSC) a été déterminée à l’aide d’un cytomètre en flux (BD 
FACSCalibur™). 
 
Cette approche a été utilisée pour des fins de criblage. Dans les cas où les résultats obtenus 
suggéraient que les NP étaient à l’intérieur des cellules, comme pour les AgNP15 et les AgNP20 
(voir sous-section 4.2), des observations par MET ont été effectuées pour confirmer leur 
présence. Pour ce faire, des ÉO fraîchement isolés ont été incubés en présence des NP pour une 
période s’échelonnant de quelques minutes à 24 h. Les ÉO ont ensuite été récupérés puis lavés 
trois fois avec un milieu tamponné avant d’être mélangés à des cellules AML14.3D10 (rapport 
1:5), afin d’obtenir un meilleur support pour la préparation des échantillons pour la microscopie 
électronique. Cette étape était nécessaire étant donné le nombre limité d’ÉO qu’un individu sain 
possède dans le sang ainsi que les faibles quantités de sang utilisées dans cette étude (50-60 mL). 
 
3.6 Fonctions étudiées 

Étant donné que, dans son ensemble, la présente étude portant sur les interactions ÉO-NP 
s’inscrit dans un créneau de recherche qui peut nécessiter des développements de connaissances 
pouvant s’échelonner sur plusieurs années, les résultats présentés dans ce rapport découlent des 
recherches effectuées seulement sur certaines fonctions. 
 
3.6.1 Production des dérivés réactifs de l'oxygène 

La production des dérivés réactifs de l'oxygène (reactive oxygen species [ROS]) peut être 
mesurée par différentes techniques. Dans le cas présent, la production de radicaux libres totaux 
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intracellulaire par cytométrie en flux a été mesurée à l’aide de la sonde CM-H2DCFDA, comme 
il a été préalablement détaillé 10. La production spécifique du superoxyde (O2

-) extracellulaire a 
été mesurée par spectrophotométrie 54, à l’aide de la technique de réduction du ferrocytochrome 
c. Pour ce faire, les ÉO (5 x 105 cellules/mL) en solution dans du Hank's balanced salt solution 
(HBSS), supplémenté avec du CaCl2 (1,6 mM) contenant ou non la superoxyde dismutase (SOD) 
(10 µg/mL) et du ferrocytochrome c (130 µM), ont été incubés en présence des NP indiquées 
(50 µg/mL) ou du PMA (0,05 µM) pendant 24 h à 37 oC. La réduction du ferrocytochrome c a 
été suivie à 550 nm et la concentration d’ions superoxydes produits a été calculée en soustrayant 
les puits correspondants avec et sans SOD, en utilisant le coefficient d’extinction molaire de 
21,1. 
 
3.6.2 Migration/chimiotactisme 

La technique ayant recours à une chambre de Boyden, un montage simple composé d’une 
chambre inférieure et supérieure séparée par une membrane poreuse, a été retenue. Brièvement, 
une NP donnée ou un témoin positif, l’IL-5 (à 100 ng/mL), est placé dans la chambre inférieure 
et la membrane y est déposée pour ensuite ajouter les ÉO dans la chambre supérieure. Après 
différentes périodes, la membrane est récupérée, colorée, montée sur une lame de microscope et 
le nombre d’ÉO accolés sur la membrane (partie faisant face à la chambre inférieure) est 
déterminé. 
 
3.6.3 Adhérence sur un substrat cellulaire 

La lignée de cellules endothéliales humaines, les EA.hy926 (American Type Culture Collection 
[ATCC]) peut être utilisée pour plusieurs passages, contrairement aux cellules endothéliales 
primaires ou celles de type HUVEC. Ces cellules endothéliales ont donc servi comme substrat et 
ont accueilli les ÉO préalablement marqués pendant 30 min avec 5 µM de calcéine-AM 
(Molecular Probes ®) et préalablement traitées avec un témoin négatif (milieu de culture), un 
témoin positif (cytokine GM-CSF ou TNF-α) ou une NP donnée 55. Par la suite, après trois 
lavages, les ÉO adhérés ont été dénombrés par microscopie à fluorescence. 
 
3.6.4 Apoptose 

Deux méthodes fréquemment utilisées en laboratoire ont été retenues pour évaluer le degré 
d’apoptose 7,50,54. La première, pour un premier criblage, consiste à dénombrer le nombre d’ÉO 
par cytologie, en microscopie optique; les cellules en apoptose sont aisément reconnaissables 
puisqu’elles rapetissent et que leur noyau bilobé caractéristique change complètement de forme 
pour devenir pycnotique. La seconde technique consiste à déterminer le nombre de cellules qui 
sont positives à l’annexine-V couplée à un fluorochrome, l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC-
Annexin-v), à l’aide d’un cytomètre en flux FACScan (BD Biosciences). 
 
3.6.5 Production d’analytes (cytokines et chimiokines)  

Les analytes présents dans les surnageants d’ÉO ayant été traités ou non avec une NP donnée ont 
été analysés par une approche utilisant une trousse nommée ELISArray (Multi-Analyte 
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ELISArray Kits, Qiagen). Cette technique permet de détecter simultanément la présence ou non 
de plusieurs analytes dans un même échantillon. Pour les expériences de criblage, différents 
surnageants de donneurs ont été mixés (3-5 donneurs différents) afin de fournir une bonne idée 
de la modulation ou non d’un analyte donné (cytokine, chimiokines). Nous avons sélectionné des 
trousses commerciales visant la détection des cytokines/chimiokines connues pour être 
importantes dans l’initiation et régulation de l’inflammation. Par la suite, la concentration des 
analytes dont la production a été plus importante a été confirmée et quantifiée séparément pour 
chaque donneur par la technique ELISA. 
 
3.7 Analyse statistique 

Les résultats ont été exprimés par une moyenne ± erreur type de la moyenne 56 (n≥3). Une 
analyse de la variance a aussi été effectuée (ANOVA à un facteur) et les différences de chacun 
des groupes par rapport au groupe témoin ont été examinées à l’aide du test de Dunnett utilisant 
GraphPad Prism (version 5.00 pour Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, États-Unis). 
Les données ont été considérées significatives avec une valeur de p < 0,05. 
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4. RÉSULTATS 

4.1 Viabilité cellulaire 

Après avoir caractérisé chacune des NP par diffusion dynamique de la lumière à la concentration 
de 50 µg/mL (moyenne ± SEM, n=3) (tableau 2), des tests de viabilité cellulaire ont été 
effectués afin de déterminer les concentrations idéales à utiliser pour étudier les fonctions 
cellulaires des ÉO. Ces concentrations de NP étaient normalement comprises entre 0 et 
500 μg/mL. En général, moins de 10 % de nécrose a été observée pour toutes les NP testées, 
jusqu’à des concentrations > 200 μg/mL, pour une période de traitement allant jusqu’à 24 h. Il 
est à noter que les ÉOs sont connues pour se diriger spontanément en apoptose et qu’après 
environ 24 h d’incubation, 30-50 % des cellules seront apoptotiques sans traitement. 

En se basant sur la littérature et pour fins de comparaison et de standardisation, la majorité des 
tests ont été réalisés avec des concentrations de 50 µg/mL, parfois en incluant en parallèle des 
concentrations moindres ou plus élevées (comme indiquée dans la description des résultats). 
Dans les conditions utilisées pour les analyses effectuées par diffusion dynamique de la lumière 
(dynamic light scattering, [DLS]), certaines NP montrent un diamètre plus élevé que 100 nm 
(tableau 2), indiquant la présence de plus gros agrégats. Toutefois, la possibilité qu’une 
désagrégation des NP ait lieu lorsqu’elles sont déposées dans les cultures cellulaires pouvant 
ensuite mener à des tailles plus petites ne peut être exclue. 

La figure 1 illustre des résultats typiques obtenus à la suite de l’évaluation de la viabilité 
cellulaire des ÉO traités avec des NP de dioxyde de cérium (CeO2) selon la technique 
d’exclusion au bleu de trypan, où il est aisé de constater que les NP ne sont pas très nécrotiques 
pour les cellules, avec un pourcentage de viabilité de plus de 90 %. 
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Tableau 2. Caractérisation des nanoparticules utilisées dans cette étude 

NP Diamètre 
(nm) 

% de NP dans la 
suspension 

Index de 
polydispersion 

Potentiel zêta  

AgNP15 
86,6 ± 26,2 
16,7 ± 18,6 

89,4 ± 12,1 
10,6 ± 12,1 

0,26 ± 0,03 -9,8± 0,2 

AgNP20 
34,9 ± 1,5 

1450, 0 ± 2512 
99,2 ± 1,4 
0,8 ± 1,4 

0,17 ± 0,006 -41,3 ± 1,7 

AgNP70 89,7 ± 1,5 100 0,18 ± 0,01 -50,0 ± 0,6 
Al2O3 481,2 ± 18,4 100 0,4 ± 0,04 -17,1 ± 0,9 

AuNP+ 189 ± 6,9 
7,5 ± 13,0 

99,3 ± 1,3 
0,7 ± 1,3 

0,3 + 0,008 - 5,5 ± 0,4 
 

AuNP- 46,7 ± 0,02 
3033 ± 2623 

95,7 ± 4,1 
4,3 ± 4,1 

0,5 + 3,6 -9,7 ± 2,3 

AuNP70 132,4 ± 1,4 100 0,1 ± 0,005 -9,5 ± 0,8 

CeO2 
90,9 ± 4,6 
10,8 ± 2,2 

83,2 ± 4,2 
16,8 ± 4,2 

0,5 ± 0,003 -15,9 ± 2,1 

Fe3O4 

767,3 ± 169 
11,2 ± 16,7 
3416 ± 2990 

71,6 ± 5,5 
26,4 ± 4,3 

2 ± 2,6 

0,9 ± 0,2 -17,7 ± 0,9 

PAMAM G0 
164,9 ± 156,7 

4,8 ± 6,9 
0,8 ± 1,4 

70,7 ± 7,4  
24,8 ± 2,7 
4,5 ± 7,8 

0,9 ± 0,09 -4,9 ± 1,5 

PAMAM G1 373,6 ± 115, 4 
0,8 ± 0,07  

78,6 ± 7,0 
21,4 ± 7,0 

0,9 ± 0,09 -0,9 ± 0,9  

PAMAM G2 246, 0 ± 61, 7 100 0,5 ± 0,1  -0,09 ± 0,9 

PAMAM G3 
273,4 ± 72,1  

4,2 ± 1,0 
0,5 ± 0,5 

54,6 ± 14,4 
33,0 ± 1,8 
9,7 ± 8,7 

0,8 ± 0,3 0,2 ± 1,9 

Pd 
277,6 ± 7,8 
32,0 ± 7,0 
7,7 ± 1,1 

83,5 ± 2,1 
12,4 ± 1,3 
4,1 ± 1,1 

0,6 ± 0,04 -8,4 ± 0,2 

Pt 34,0 ± 2,0 
1289 ± 2232 

99,3 ± 1,2 
0,7 ± 1,2 

0,4 ± 0,004 -8,8 ± 1,3 

TiO2 
77,7 ± 20,9 
8,0 ± 10,4 

90,4 ± 2,8 
9,7 ± 7,4 

0,3 ± 0,1 -11,1 ± 0,4 

ZnO 
70,4 ± 3,5 
11,5 ± 0,3 
3054 ± 310 

66,8 ± 3,6 
26,0 ± 1,7 

7,2 ± 2 

0,5 + 0,08 
 

-11,3 ± 0,4 
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Figure 1. Effet des nanoparticules de dioxyde de cérium (CeO2) 
sur la viabilité cellulaire des éosinophiles humains. 

Les ÉO humains ont été incubés pendant 24 heures en présence d’un milieu de culture (témoin) 
ou aux concentrations indiquées de CeO2 préparées avec le même milieu de culture. La viabilité 
cellulaire a été déterminée par la technique d’exclusion au bleu de trypan visant à dénombrer le 
nombre de cellules mortes ou nécrotiques apparaissant bleues sous le microscope. Les résultats 
(moyenne ± SEM, n=5) sont exprimés en pourcentage de cellules viables. 

4.2 Localisation des NP dans les cellules ÉO 

La cytométrie en flux a été utilisée pour cribler les NP susceptibles de pénétrer à l’intérieur des 
ÉO et pour ensuite confirmer ou non leur présence dans les cellules par MET. La figure 2 illustre 
le type de résultats obtenus. Selon cette technique, les NP d’argent (AgNP15, AgNP20, mais pas 
AgNP70) seraient à l’intérieur des ÉO. Toutefois, il a été impossible d’observer ces dernières 
(AgNP15 et AgNP20) à l’intérieur des ÉO par microscopie électronique (figure 3). Cependant, 
lors d’un projet antérieur, la présence de AgNP20 à l’intérieur des neutrophiles humains avait été 
confirmée 41. Également, il est à noter que les présentes données obtenues par cytométrie en flux 
indiquent que les AgNP de plus gros diamètre, comme les AgNP70, ne semblent pas pénétrer à 
l’intérieur des ÉO. Dans le même ordre d’idée, il a été rapporté que ces AgNP70, chez les 
neutrophiles, avaient plutôt tendance à demeurer près de la membrane cytoplasmique sans 
toutefois pénétrer à l’intérieur des cellules après quelques heures d’incubation 11. Ce n’est 
qu’après environ 24 h que la pénétration de quelques AgNP70 à l’intérieur de certaines cellules a 
pu être observée. Étant donné que plusieurs des fonctions étudiées dans la présente étude ne 
nécessitaient pas de longues périodes d’incubation avec les NP et que nous observons quand 
même certaines modulations des réponses cellulaires, il est préférable de véhiculer l’idée qu’il 
n’est pas nécessaire que les NP pénètrent à l’intérieur des cellules pour induire des effets 
biologiques. 
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Figure 2. Ingestion des NP par les ÉO humains, déterminée par cytométrie en flux. 
Les ÉO ont été incubés pendant 1 heure en présence de milieu de culture (témoin) ou en 
présence de 100 µg/mL des nanoparticules préparées avec le même milieu de culture. La 

complexité des cellules a été déterminée par cytométrie en flux en mesurant l’intensité de la 
fluorescence (paramètre SSC). Les résultats (moyenne ± SEM, n=3) sont exprimés en unité de 

fluorescence. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Absence de nanoparticules à l’intérieur des éosinophiles humains  
par microscopie électronique en transmission. 

Les ÉO ont été incubés en présence de 50 µg/mL de AgNP (15, 20 ou 70 nm) pour une période 
de 2 h et ont ensuite été récupérés puis lavés trois fois avant d’être mélangés avec des cellules 

AML14.3D10 (rapport 1:5) afin d’obtenir un meilleur support pour la préparation des 
échantillons pour la microscopie électronique. Cette étape était importante étant donné le 

nombre limité d’ÉO qu’un individu sain possède dans le sang. Le panneau A montre un ÉO plus 
ou moins bien conservé, mais ayant les granules caractéristiques des ÉO, alors que celui en B 
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montre un ÉO possédant un beau noyau. Dans les deux cas, aucune nanoparticule n’est 
observable à l’intérieur des cellules. ÉO, éosinophiles; AML, lignée cellulaire AML14.3D10; 

flèches, granules caractéristiques des ÉO; Mag, grossissement (« magnification »). 

4.3 Altération des fonctions des ÉO 

Le tableau 3 montre l'ensemble des données permettant d’examiner la capacité des NP à altérer 
certaines fonctions des ÉO humains, incluant : i) la capacité à élaborer des produits dérivés de 
l’oxygène (ROS); ii) le chimiotactisme; iii) l’adhérence; iv) l’apoptose; v) la production de 
certaines cytokines/chimiokines. Étant donné les contraintes et les limites à obtenir toujours un 
bon nombre d’ÉO pour effectuer les manipulations expérimentales, certains tests n’ont pu être 
effectués pour toutes les NP étudiées. 

Tableau 3. Effets différentiels des NP sur la biologie des éosinophiles humains 

NPa Test effectué Effetb Commentaire 

AgNP15 Cytokinesc ↑↑↑ RANTES  Légère baisse non significative : IL-
1α, IL-1β, IL-8 et MIP-1β 

AgNP20 ROSd ↑↑ Rapide, observable après 5 minutes 
Apoptose ↓  

Cytokines ↑↑ RANTES  
Aucun effet ou légère baisse non 

significative : IL-1α, IL-1β, IL-8 et 
MIP-1β 

AgNP70 ROS ↑ À partir de 30 minutes 
Chimiotactisme ↑↑  

Apoptose ↑↑↑ Ces NP sont les plus pro-
apoptotiques 

Cytokines ↑↑ RANTES  
Aucun effet ou légère baisse non 

significative : IL-1α, IL-1β, IL-8 et 
MIP-1β 

Al2O3 Chimiotactisme ↑↑↑ Très chimioattractant pour les ÉO 
Adhérence ↑  

AuNP- Chimiotactisme ↓  
Adhérence ↓ Léger 

AuNP+ Chimiotactisme ↑  
Adhérence ↑  

AuNP70 ROS ↑ À partir de 30 minutes 
Chimiotactisme ↑  

Adhérence ↑  
Apoptose Aucun  

CeO2 ROS ↑↑↑↑ Très puissant 
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NPa Test effectué Effetb Commentaire 
Chimiotactisme ↑↑  

Adhérence ↑  
Apoptose Aucun  

Cytokines ↑↑ IL-1β  
Aucun effet ou légère hausse non 

significative : IL-1α, IL-8, RANTES 
et MIP-1β 

Dendrimère 
G0 

Chimiotactisme ↓  
Adhérence ↑  
Apoptose Aucun  

Cytokines Aucun Aucun effet ou légère hausse non 
significative : IL-1β et IL-8 

Dendrimère 
G1 

Chimiotactisme ↑  
Adhérence ↑↑  
Apoptose Aucun  

Cytokines Aucun Aucun effet ou légère hausse non 
significative : IL-1β et IL-8 

Dendrimère 
G2 

Chimiotactisme ↓  
Adhérence ↑↑  
Apoptose Aucun  

Cytokines Aucun Aucun effet ou légère hausse non 
significative : IL-1β et IL-8 

Dendrimère 
G3 

Chimiotactisme ↓  
Adhérence ↑↑  
Apoptose Aucun  

Cytokines Aucun Aucun effet ou légère hausse non 
significative : IL-1β et IL-8 

Fe3O4 ROS Aucun Très légère baisse lorsqu’il y a un 
effet 

Chimiotactisme ↑↑  
Adhérence ↑↑  
Apoptose Aucun  

Cytokines Aucun 
Aucun effet ou légère baisse non 
significative : IL-1α, IL-1β, IL-8, 

RANTES et MIP-1β 
Palladium ROS Aucun Très légère baisse lorsqu’il y a un 

effet 
Chimiotactisme ↑↑↑ Très chimioattractant pour les ÉO 

Adhérence ↑  
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NPa Test effectué Effetb Commentaire 
Apoptose ↑  

Cytokines Aucun 
Aucun effet ou légère baisse non 
significative : IL-1α, IL-1β, IL-8, 

RANTES et MIP-1β 
Platine ROS Aucun  

Chimiotactisme Aucun  
Adhérence ↑  
Apoptose ↑↑  

Cytokines 
↑↑ IL-8 

(exceptionnellement 
non significatif) 

Aucun effet ou légère baisse non 
significative : IL-1α, IL-1β, 

RANTES et MIP-1β 
TiO2 ROS Aucun Très légère baisse lorsqu’il y a un 

effet 
Chimiotactisme ↑  

Adhérence ↑↑↑↑ 
Les NP de TiO2 sont celles qui 

induisent le plus l’adhérence des 
ÉO. 

Apoptose Aucun  
Cytokines Aucun  

ZnO ROS Aucun Très légère baisse lorsqu’il y a un 
effet 

Chimiotactisme ↓  
Adhérence ↑  
Apoptose ↓↓  

Cytokines ↑↑ IL-1β et IL-8 Augmentation non significative de 
IL-1α et MIP-1β 

a Les NP ont toutes été testées à une concentration de 50 μg/mL. 
b ↑, augmentation; ↓ , diminution. Le nombre de flèches indique l’intensité de la réponse étudiée 
et deux flèches ou plus correspond à un résultat significatif (p < 0, 05). RANTES, Regulated on 
Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted 
c Les résultats des cytokines ont tous été obtenus par la technique ELISA. 
d Dérivés réactifs de l’oxygène (reactive oxygen species [ROS]) 
Vert : Les effets les plus marquants sur la biologie des ÉO.  
 
 
Les sous-sections subséquentes présentent des exemples de résultats obtenus avec les différentes 
NP pour chacune des fonctions des ÉO étudiées soient : la production de ROS, le 
chimiotactisme, l’adhérence, l’apoptose et la production d’analytes. Ce sont des exemples 
représentatifs ayant été utilisés pour élaborer le tableau 3. 
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4.4 Production des dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) 

La figure 4 illustre le fait que peu de NP possèdent la capacité d’augmenter la production de 
ROS par les ÉO. Cependant, les NP de CeO2 s’avèrent être de puissants inducteurs de cette 
fonction; d’ailleurs, parmi toutes les NP testées, celles de CeO2 sont les plus puissantes pour 
provoquer la formation de ROS (tableau 3). Le mécanisme impliqué demeure toutefois encore 
inconnu. 
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Figure 4. Effets de certaines nanoparticules sur la production  
des dérivés réactifs de l'oxygène (ROS). 

Les éosinophiles humains ont été incubés en présence de 50 µg/mL des NP indiquées pour une 
période allant de 5 à 90 minutes. La production de ROS a été déterminée grâce à l’intensité de 
la fluorescence émise par la sonde CM-H2DCFDA. Les NP de CeO2 sont clairement celles qui 
induisent le plus la formation de ROS (barres rouges) par les ÉO. Les résultats sont exprimés 
par la moyenne de l’intensité de la fluorescence (mean fluorescence intensity [MFI]) ± SEM 

(n≥4). 
 
La capacité des NP à augmenter spécifiquement la production de superoxyde (O2

-) a également 
été étudiée en parallèle. Les résultats montrent qu’aucune NP ne possède cette capacité et même 
que certaines (AgNP20 et Pd) diminuent les niveaux de bases observés chez les cellules témoins 
non traitées (figure 5). Étant donné qu’aucune des NP étudiées dans cette étude ne module la 
production d’O2

-, les résultats ne sont pas inclus dans la production de ROS présentée au 
tableau 3. Ces expériences ont toutefois leur importance. En effet, elles permettent de conclure 
que la production totale de ROS observée en réponse aux CeO2 n’est pas reliée à une production 
spécifique d’O2

-. 
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Figure 5. Production de superoxyde (O2
-) en réponse à certaines nanoparticules. 

Les ÉO (5 x 105 cellules/mL) ont été incubés en présence des NP indiquées (50 µg/mL) ou du 
PMA (0,05 µM) pendant 24 h à 37 oC. La production de O2

- basée sur la réduction du 
cytochrome c a été mesurée telle que décrite dans la méthodologie (sous-section 3.6.1). 

4.5 Effets des NP sur le chimiotactisme des ÉO 

Contrairement à la production de ROS, plusieurs NP ont la capacité d’augmenter l’adhérence des 
ÉO (figure 6). Il est intéressant de constater que ce ne sont pas les NP de CeO2 qui provoquent 
les plus grands effets, mais plutôt celles de Pd. Cela indique qu’il n’y a probablement aucun lien 
entre la capacité d’induire une production de ROS et celle d’augmenter l’adhérence. 
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Figure 6. Effets de certaines nanoparticules sur le chimiotactisme 

La capacité des ÉO à exercer le chimiotactisme a été déterminée à l’aide d’une chambre de 
Boyden comme décrite auparavant. Les NP indiquées ont été déposées dans la chambre du bas 
alors que les ÉO l’ont été dans celle du haut, les deux étant séparées par une fine membrane 

poreuse pour une période de 30 minutes. À la suite d’une coloration de la membrane, le nombre 
de cellules adhérées au verso a été calculé. Les résultats sont indiqués en index par rapport au 
groupe témoin (aucune NP dans la chambre du bas) et représentent les moyennes ± SEM (n≥3). 

Tém
oin

PMA 4O3Fe
20

AgNP 70

AgNP 2
CeO Pd Pt

0

2

4

6

nm
ol

/1
06  c

el
lu

le
s



22 Activation des éosinophiles humains par des nanoparticules    - IRSST 
 

4.6 Capacité des NP à induire l’adhérence des ÉO 

Les résultats obtenus lors des expériences visant à déterminer la capacité des NP à induire 
l’adhérence des ÉO sur un substrat cellulaire révèlent que plusieurs NP augmentent cette 
fonction. En effet, la figure 7 illustre bien que la plupart des NP étudiées augmentent le nombre 
d’ÉO adhérés aux cellules EA.hy926. Seules les AuNP- diminuent légèrement la capacité des ÉO 
à adhérer. Les NP de TiO2 sont celles qui augmentent le plus l’adhérence des ÉO sur le substrat 
cellulaire. Il est à noter que les NP de CeO2 ne font qu’augmenter minimalement cette fonction 
des ÉO, suggérant que les ROS, dont la production est grandement stimulée par les NP de CeO2, 
ne jouent pas nécessairement un rôle dans la capacité des NP à augmenter l’adhérence. 

  

Figure 7. Capacité de certaines nanoparticules à augmenter  
l’adhérence des éosinophiles sur les cellules EA.hy926 

Les ÉO ont été fraîchement isolés, incubés en présence de milieu de culture (témoin négatif), des 
cytokines GM-CSF ou TNF-α (témoins positifs) ou des NP indiquées pour une période de 30 
minutes. Par la suite, les cellules ont été marquées avec la calcéine-AM pour 30 minutes et la 
capacité des ÉO à adhérer aux cellules EA.hy926 a été déterminée après une incubation de 15 
minutes. Les résultats sont exprimés en index (groupe testé/groupe témoin) et représentent les 

moyennes ± SEM (n ≥4). Les images illustrent le type de résultats observables sous le 
microscope à fluorescence où chacun des points verts représente une cellule ÉO adhérée aux 

cellules EA.hy926 (non visibles en fluorescence). 
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4.7 Modulation de l’apoptose par les NP 

Comme discuté auparavant, l’apoptose peut être évaluée par différentes techniques en 
laboratoire. La première technique utilisée dans le passé dans ce laboratoire pour évaluer les 
effets d’un nouvel agent sur l’apoptose est basée sur des observations morphologiques en 
microscopie optique. Cela est particulièrement important lorsqu’il s’agit de tester des NP 
pouvant interférer avec certaines techniques, ce qui n’est pas le cas lorsque des observations 
cytologiques sont utilisées. La figure 8 illustre que ce ne sont pas la majorité des NP testées qui 
peuvent altérer les niveaux de base de l’apoptose spontanée des ÉO humains. De plus, deux 
images contenues dans cette figure montrent la morphologie de cellules apoptotiques (A) et 
normales (B), facilement distinguable l’une de l’autre. Une autre technique couramment utilisée 
pour étudier l’apoptose est basée sur l’utilisation de sondes/marqueurs émettant un signal de 
fluorescence pouvant être déterminé à l’aide d’un cytomètre en flux. Les résultats présentés dans 
la figure 9 démontrent une bonne corrélation entre ces deux techniques en ce qui concerne les 
effets antiapoptotiques des NP de ZnO, lorsque testées à plusieurs concentrations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Modulation de l’apoptose des éosinophiles humains 
 par les nanoparticules. 

Les ÉO ont été incubés en présence de milieu de culture (témoin) ou des NP indiquées pour une 
période de 24 h. Par la suite, les cellules ont été récupérées, cytocentrifugées sur des lames puis 

colorées. Le nombre d’ÉO en apoptose a été calculé. Les résultats sont exprimés en % de 
cellules en apoptose et représentent les moyennes ± SEM (n≥3). Les images en A (ÉO + Pt) et B 

(Témoins ÉO sans NP) illustrent des résultats typiques obtenus indiquant des cellules en 
apoptose (flèches noires) et normales non apoptotiques (flèches blanches). 
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Figure 9. Détermination de l’effet antiapoptotique  
des nanoparticules de ZnO par cytologie (A) et par cytométrie en flux (B). 

Les ÉO ont été incubés en présence de milieu de culture (témoin), de l’agent proapoptotique 
VAA-I ou des concentrations indiquées de NP de ZnO pour une période de 24 h. Par la suite, les 
cellules ont été récupérées et le taux d’apoptose a été évalué par cytologie (A) et par cytométrie 

en flux en calculant le nombre de cellules positives à FITC-annexine-v (B). Les résultats sont 
présentés par les moyennes ± SEM (n=5 pour A et n=4 pour B). 

4.8 Production d’analytes par les ÉO en réponse aux NP 

Dans la présente étude, la technique utilisée permettait de déterminer si une NP donnée pouvait 
augmenter simultanément la production de plusieurs analytes pour fins de criblage. Il s’agit 
d’une technique semi-quantitative. Les résultats présentés dans la figure 10 sont un exemple de 
l’utilisation de cette technique où il est aisé de constater que les NP agissent de façon différente 
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en augmentant la production de différents analytes, témoignant ainsi de la complexité de leur 
mode d’action. Après criblage servant à identifier plusieurs analytes dont la production est 
augmentée par une NP donnée, la technique ELISA a été utilisée pour permettre de quantifier la 
concentration d’un analyte spécifique. La figure 11 illustre les résultats obtenus à l’aide de 
trousses commerciales permettant de mesurer spécifiquement les concentrations d’IL-8, 
RANTES et IL-1β dans les surnageants. Collectivement, ces résultats indiquent que le potentiel 
pro-inflammatoire de certaines NP peut s’expliquer, du moins partiellement, par la production de 
médiateurs de l’inflammation dont plusieurs sont des chimiokines connues pour attirer des 
cellules aux sites inflammatoires. 

Figure 10. Criblage de la production de cytokines par les éosinophiles en réponse aux NP. 
Les ÉO (5 x 105 cellules/mL) ont été incubés pendant 24 h en présence ou en absence des 

nanoparticules (50 µg/mL) indiquées et les surnageants d’au moins trois donneurs différents ont 
été récoltés puis mélangés, pour ensuite être utilisés afin de détecter simultanément la présence 
de diverses cytokines inflammatoires (AgNP20 et Fe3O4) ou communes (ZnO et CeO2) à l’aide du 

kit Multi-Analyte ELISArray de QIAGEN. Les résultats sont exprimés en index (groupe 
traité/groupe témoin). 
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Figure 11. Quantification de la production des cytokines IL-8, RANTES et IL-1β  
par les ÉO humains en réponse à certaines NP. 

Les ÉO ont été incubés pendant 24 h en présence de milieu de culture (groupe témoin ou T), ou 
des NP indiquées (50 pg/mL) et les surnageants de donneurs différents ont été récoltés, puis 
utilisés séparément pour quantifier la production des cytokines IL-8, RANTES et IL-1β par 

ELISA. Les résultats sont exprimés en pg/mL selon une courbe standard établie avec la trousse 
ELISA et représentent des moyennes ± SEM (n =3). 
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5. DISCUSSION 

L’objet de cette étude portait sur les interactions directes entre différentes NP et les ÉO humains 
afin de mieux comprendre comment elles affectent la biologie des ÉO et ainsi contribuer à 
l’avancement des connaissances dans ce domaine de recherche très peu documenté. En effet, 
avant d’initier ce projet, aucune donnée scientifique n’était disponible. Pourtant, la littérature 
comprend plusieurs études démontrant que le nombre d’ÉO augmente dans les poumons et dans 
les lavages broncho-alvéolaires chez les rongeurs soumis à des expositions aux NP in vivo. 
Notons que dans ces études, les NP sont administrées par inhalation, instillation nasale ou 
intratrachéale, la voie respiratoire étant l’une des plus probables voies pour une exposition aux 
NP chez les travailleurs 21,30,57-59. En fait, le nombre d’ÉO est grandement utilisé comme 
marqueur d’inflammation; plus le nombre est élevé, plus l’effet inflammatoire est prononcé. 
 
Comme le montre le tableau 3, qui illustre la synthèse des résultats, les NP agissent 
différemment sur la physiologie cellulaire des ÉO humains, et ce, pour chacune des fonctions 
testées dans cette étude. Par exemple, certaines NP comme celles de CeO2 induisent fortement 
une production de ROS alors que d’autres l’augmentent peu (AgNP70) ou pas (ZnO). Les NP 
Al2O3 augmentent de beaucoup la capacité des ÉO à effectuer le chimiotactisme alors que celles 
de TiO2 n’ont pas ou très peu d’effets. Par contre les NP de TiO2 sont celles qui possèdent la plus 
grande capacité à induire l’adhérence des ÉO sur un substrat cellulaire. Pour ce qui est de la 
capacité à moduler le niveau d’apoptose spontanée des ÉO, les NP de Pt l’accélèrent alors que 
celles de ZnO l’inhibent fortement. Finalement, en ce qui concerne la production de cytokines, 
toutes les AgNPxx induisent fortement la production de la chimiokine CCL5 (RANTES) alors 
que la plupart des autres NP qui augmentent la production de cytokines ciblent plutôt l’IL-1β 
et/ou l’IL-8 (CeO2 et ZnO). Rappelons ici, qu’un premier criblage pour identifier les analytes a 
été fait par ELISArray nous permettant de distinguer les cytokines et chimiokines les plus 
susceptibles à être modulées en réponse aux NP. Par la suite, la production des cytokines IL-β, 
IL-8, RANTES et MIP-1β a été systématiquement quantifiée puisqu’elles jouent toutes un rôle 
important en matière d’inflammation. 
 
Les exemples de données obtenus des analyses par DLS présentant les diamètres, l’index de 
polydispersion et les valeurs du potentiel zêta (tableau 2) ne permettent pas de faire de 
corrélation entre l’un ou l’autre de ces paramètres et un effet donné d’une NP. Les expériences 
effectuées à l’aide de la cytométrie en flux (figure 2) et de la MET (figure 3) ne permettent pas 
de conclure que les NP pénètrent ou non à l’intérieur des ÉO. Toutefois, ce constat ne doit pas 
être interprété comme si les NP doivent être à l’intérieur d’une cellule pour induire ou moduler 
une action biologique quelconque, incluant une cytotoxicité. Par contre, il est vrai qu’en 
médecine, il devient important de déterminer si les NP utilisées comme vecteur pénètrent ou non 
certains types cellulaires ciblés lorsqu’ils y acheminent des médicaments. Par exemple certaines 
cellules cancéreuses pourraient être la cible d’une drogue transmise par l’intermédiaire d’un 
nanovecteur afin qu’elles soient tuées. 
 
Présentement, les techniques se raffinent de plus en plus pour déterminer si une NP pénètre à 
l’intérieur d’une cellule. Par exemple, des systèmes d’imagerie en 3D (3D Enhanced Darkfield 
Imaging System, CytoViva Inc.) seront certes d’une utilité dans ce domaine. Dans la présente 
étude sur la toxicité potentielle des NP, cette information ne revêtait pas un caractère important. 
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En ce sens, les tests de viabilité cellulaire effectués démontrent très bien qu’aucune des NP 
étudiées dans les conditions expérimentales utilisées ne présentait une capacité à induire de façon 
significative la nécrose cellulaire. Il est bien de rappeler ici que les cellules apoptotiques sont 
considérées viables lorsque la viabilité cellulaire est évaluée par la technique d’exclusion au bleu 
de trypan. 
 
Un des objectifs secondaires de ce projet était de déterminer si le diamètre d’une même NP 
pouvait avoir des effets différents. En effet, il est connu que les propriétés physicochimiques des 
NP, incluant le diamètre initial, puissent modifier largement les effets biologiques observés après 
une exposition aux NP, qu’elle soit in vitro ou in vivo 60-63. En général, les NP ayant un plus petit 
diamètre sont présentées dans la littérature comme étant plus toxiques 61, principalement en 
référence avec des études dans lesquelles les NP sont administrées par la voie pulmonaire; les 
NP ayant un plus petit diamètre pouvant pénétrer plus profondément l’arbre respiratoire 64,65. 
Toutefois, à l’inverse, d’autres études indiquent que certaines NP ayant un petit diamètre 
auraient moins l’occasion d’atteindre le poumon profond66,67. Plusieurs travaux doivent donc être 
effectués afin d’augmenter les connaissances dans ce domaine. 
 
Avant la présente étude, les effets différentiels liés au diamètre des NP sur la biologie des ÉO in 
vitro n’avaient jamais été examinés. Par exemple, pour les NP d’argent, si l’on compare des 
AgNP20 avec des AgNP70 provenant de la même compagnie (Ted Pella Inc.), il ressort que les 
AgNP70 étaient de puissants accélérateurs d’apoptose alors que les AgNP20 avaient plutôt 
tendance à retarder le phénomène. Pourtant, ces deux NP augmentaient la production de ROS et 
celle de la cytokine RANTES, à des niveaux légèrement différents. Il est intéressant de constater 
que dans des travaux antérieurs effectués chez les neutrophiles humains, il a été démontré que 
ces mêmes NP avaient des effets différentiels selon leur diamètre, mais les résultats n’étaient pas 
les mêmes que ceux observés dans le cas présent avec les ÉO. En effet, chez les neutrophiles, les 
AgNP20 sont de très puissants accélérateurs de l’apoptose 41 alors que les AgNP70 retardent 
significativement ce processus biologique 11. C’est donc dire que, pour compliquer davantage le 
mode d’action des NP, le diamètre n’est qu’une variable parmi d’autres, et que les effets 
biologiques sont même différents d’un type cellulaire à l’autre. Pourtant, les ÉO et les 
neutrophiles sont des cellules très voisines; elles sont issues d’une cellule commune de la lignée 
myéloïde et toutes deux connues pour exercer des rôles dans l’inflammation. Quatre types de NP 
d’une même classe, les dendrimères PAMAM G0, G1, G2 et G3 ont aussi été étudiés. Ces NP 
ont toutes un diamètre < 5 nm. Ce diamètre minuscule a fait en sorte que les analyses par DLS 
n’ont pu être réalisées puisque le seuil limite de détection de l’appareil était ≥ 10 nm. Ces NP ont 
toutes les mêmes effets sur la biologie des ÉO. Elles n’ont aucune capacité à moduler les niveaux 
d’apoptose des ÉO ni leur production d’analytes. Toutefois, de légères différences ont été 
observées en ce qui concerne la capacité des dendrimères PAMAM à augmenter l’adhérence et à 
induire le chimiotactisme (tableau 3). 
 
Une des limites de la présente étude est le fait qu’il est difficile, voire impossible, de reproduire 
l’inflammation in vitro en y étudiant, par exemple, un seul type cellulaire. Bien que plusieurs 
modèles inflammatoires in vivo utilisés pour déterminer les effets pro-inflammatoires des NP ont 
été développés chez les rongeurs, il est connu que les ÉO de souris sont fonctionnellement 
différents des éosinophiles humains 68. 
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Une autre limite de l’étude est qu’il est présentement difficile d’extrapoler les résultats obtenus 
en traitant des cellules avec des concentrations de l’ordre du µg/mL. En effet, très peu de 
données sont disponibles concernant la détection de NP en milieu physiologique. Toutefois, une 
étude rapporte qu’une concentration de 10 µg/mL de AgNP correspondrait approximativement à 
une charge totale cellulaire, chez un travailleur ayant été exposé sur une période de 74 semaines 
(8 heures/jour, 5 jours/semaine)69. Donc, bien que d’apparence élevée, une telle concentration 
pourrait être atteinte après plusieurs années d’exposition ou à la suite d’une exposition aiguë 
accidentelle. De plus, bien que la vaste majorité des études utilisent des concentrations de l’ordre 
du µg/mL pour des expériences in vitro, il est difficile de comparer les effets de différentes NP, 
car pour une même concentration massique, le nombre final de NP/cellule peut varier 
passablement. Pour ces raisons et surtout pour en apprendre davantage sur les mécanismes 
d’action des NP, la poursuite d’études sur les interactions entre les NP et les ÉO humains in vitro 
apparaît souhaitable. En parallèle, des expériences plus complexes in vivo seraient aussi 
d’intérêt, non seulement pour connaître ce qu’il advient des NP après administration, mais 
également sur la possibilité d’interaction NP-ÉOs in vivo. 
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6. CONCLUSION 

Cette étude a permis de combler, du moins partiellement, une lacune dans la littérature 
scientifique concernant les effets biologiques que peuvent avoir des NP sur la biologie des ÉO 
humains. En effet, les résultats présentés ici constituent un avancement des connaissances dans 
un domaine peu étudié. Ils indiquent que les ÉO réagissent différemment d’une NP à l’autre, 
témoignant de la grande complexité des études portant sur leurs modes d’action. De plus, en 
relation avec des travaux antérieurs 6,7,10,12,42, les résultats actuels montrent que les effets des NP 
peuvent même être à l’opposé d’un type cellulaire à un autre. En effet, alors que les AgNP70 
augmentent l’apoptose des neutrophiles11, ces mêmes NP retardent plutôt l’apoptose des ÉOs (ce 
rapport). Sachant maintenant que certaines NP possèdent, à divers degrés, la capacité d’activer 
des ÉO isolés à partir d’individus sains, il serait intéressant d’étudier la biologie des ÉO isolés de 
travailleurs potentiellement exposés aux NP, en les activant avec des agonistes classiques comme 
les cytokines IL-5, GM-CSF, etc., afin de les comparer avec des ÉO d’individus non exposés. 
 
De plus, ce projet démontre que des NP de même nature, mais de diamètre différent génèrent 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 produisent des effets divers. Le mode 
d’action des NP est extrêmement complexe et diversifié, et il 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 et pourraient favoriser une 
meilleure compréhension des risques pour la santé des travailleurs. 
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