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PREAMBULE

Le présent rapport a été établi sur la base des informations fournies a I'INERIS,
des données (scientifiques ou techniques) disponibles et objectives et de la
réglementation en vigueur.

La responsabilité de I'INERIS ne pourra étre engagée si les informations qui lui ont
été communiquées sont incompletes ou erronées.

Les avis, recommandations, préconisations ou équivalent qui seraient portés par
I'INERIS dans le cadre des prestations qui lui sont confiées, peuvent aider a la
prise de décision. Etant donné la mission qui incombe a I'INERIS de par son
décret de création, I'INERIS n'intervient pas dans la prise de décision proprement
dite. La responsabilité de I'INERIS ne peut donc se substituer a celle du décideur.

Le destinataire utilisera les résultats inclus dans le présent rapport intégralement
ou sinon de maniére objective. Son utilisation sous forme d'extraits ou de notes de
synthese sera faite sous la seule et entiere responsabilité du destinataire. Il en est
de méme pour toute modification qui y serait apportée.

L'INERIS dégage toute responsabilité pour chaque utilisation du rapport en dehors
de la destination de la prestation.
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RESUME

L’utilisation croissante du dioxyde de cérium sous forme nanomeétrique augmente
les risques d’exposition des populations aussi bien professionnelles que via
'environnement. Les caractéristiques différentes de chaque forme de
nanoparticule de CeO2 sont a l'origine d’une variabilité des effets observés et ne
permettent pas dans I'état actuel de déterminer une Valeur Toxicologique de
Référence avec une incertitude raisonnable. Dans un but de prévention et a des
fins exploratoires, il est proposé dans le présent rapport d’élaborer une valeur
repére qui n'est pas une valeur toxicologique de référence mais une estimation
pouvant aider le gestionnaire de risque.

Pour les expositions par voie respiratoire, les effets des nanoparticules de
CeO2 restent encore peu étudiés. Plusieurs études ont montré que pour des
expositions aigués et subaigues le principal effet décrit est une atteinte pulmonaire
de type inflammatoire avec des effets cytotoxiques a [lorigine de lésions
histopathologiques généralement réversibles. Ces effets sont également retrouvés
dans les premiers résultats de la seule étude disponible pour des expositions sub-
chronique et chronique. Aucune donnée relative aux résultats de Il'analyse
anapathologique n’est encore publié. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en
évidence des altérations de biomarqueurs pour d’autres types d’effets, en
particulier des effets neurologiques.

Pour les effets a seuil de dose, la valeur préliminaire proposée est 20 ng.m-=3. Il
s’agira de revoir cette valeur lors de la publication de 'ensemble des résultats de
I'étude.

Cette valeur est développée a partir de I'étude de Keller (2015) en retenant
comme effet critigue une augmentation du nombre de neutrophiles et une
cytotoxicité pulmonaire. La dose critique est une NOAEC de 0,1 mg.m=3. Un
facteur d’incertitude de 900 est appliqué.

Pour les expositions par voie orale, seules deux études qui ont évalué le
potentiel génotoxique des nanoparticules de CeO:z sont disponibles, ce qui ne
permet pas la proposition d’une valeur pour cette voie d’exposition.
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1. INTRODUCTION

Le dioxyde de cérium sous forme nanométrique (nanoCeQO2) est de plus en plus
utilisé dans diverses applications du fait de ses propriétés spécifiqgues. Cette
utilisation croissante augmente le risque d’exposition des populations aussi bien
professionnelle que générale. Compte tenu de ce contexte, le ministere en charge
de I'environnement a chargé I'INERIS de réaliser une étude bibliographique en
vue de proposer une valeur repere en toxicologie pour ce composé. |l s’agit d’une
valeur préliminaire qui ne doit pas étre confondue avec une valeur toxicologique
de référence (VTR).

La premiere étape de ce travail a donc été la réalisation d’une recherche
bibliographique (INERIS, 2017) afin d’identifier les données disponibles relatives
aux effets sur la santé de I'exposition au nanoCeOo.. Elle a été réalisée avec les
mots clé : « ceria AND toxicology », « ceria nanoparticles AND toxicology » et «
ceria oxide nanoparticles AND toxicology » sur les bases de données PubMed et
ScienceDirect et a permis de sélectionner 27 études correspondant a
46 expérimentations différentes (INERIS, 2017). Ce travail a été réalisé en
s’appuyant également sur plusieurs documents de synthése (Afssaps, 2011 ;
ECHA, 2015 ; EFSA, 2016 ; HEI, 2001 ; IARC, 2010 ; INRS, 2013, 2016b ; JRC,
2014 ; NanoCare, 2009 ; OCDE, 2015 ; US-EPA, 2009).

Une analyse de ces données a permis de sélectionner les informations utiles pour
la proposition d’'une relation dose-effet (INERIS, 2017). Elle a cependant mis en
évidence les difficultés de caractériser les niveaux d’exposition dans les différents
tests utilisés et les limites des résultats en termes de caractérisation des formes
des nanoparticules utilisées. Bien qu’il existe des limites, il a été jugé opportun de
poursuivre la démarche compte tenu du contexte général concernant les
éventuels impacts sanitaires liés a cette substance. Ces limites devront étre
gardées a I'esprit lors de I'utilisation de cette valeur.

Le présent rapport propose une synthese générale des données et une
description plus détaillée des études clés qui ont été jugées les plus pertinentes
pour I'élaboration d’'une relation dose/effet. Enfin, les informations rapportées
concernent essentiellement les particules de CeO:2 sous forme nanométrique,
cependant il s’est avéré utile de présenter quelgues données relatives a des
formes micrométriqgues afin de compléter ou de consolider les observations
réalisées sur les formes nanométriques ; quand c’est le cas, ces données, pour
les formes micrométriques, sont clairement identifiées dans le texte.

En aucun cas, il ne s’agit d’'une description exhaustive de 'ensemble des données
bibliographiques relatives aux nanoparticules de CeOa.

2. PROPRIETES

Le cérium est une terre rare (la plus abondante dans la crolte terrestre) de la
série des lanthanides. Le cérium est présent dans la nature comme pour les
autres lanthanides au sein de minéraux tels que : lalanite, la bastanite, la
monazite, la cerite et la samarskite (US-EPA, 2009). Le cérium peut exister sous
deux états de valence qui sont le cérium trivalent (Ce®*) et le cérium tétravalent
(Ce*") ; ce dernier étant une forme trés stable. Ces deux états de valence se
retrouvent au sein des nanoparticules de CeO:2 selon des proportions trés
variables dépendantes de la nanoparticule et du milieu dans lequel elle se trouve.
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Le dioxyde de cérium (formule chimique CeO2, N°CAS : 1306-38-3) est généré
par oxydation lors de la séparation du cérium des autres terres rares. C’est un
composé non soluble dans I'eau utilisé dans différents domaines comme par
exemple I'émaillage, la production d’optique de précision, en tant que catalyseur
pour améliorer la combustion des essences diesel notamment pour ses propriétés
antioxydantes.

Le dioxyde de cérium ultrafin ou nanométriqgue est composé principalement de
particules primaires de taille < 100 nm dont le diametre est généralement compris
entre 5 et 90 nm! avec une surface spécifigue BET? variant de 10 a 120 m2.g*
(soit une surface spécifique volumique équivalente® d’environ 70 — 870m2.cm-3
pour une densité de 7,22 g.cm3 (Kim et al., 2014)).

La nature de la composition chimique de surface, ou Il'enrobage, des
nanoparticules peut varier d’'une nanoparticule a l'autre en fonction de leur mode
de production, modifiant ainsi les capacités de réaction de la nanoparticule. Ainsi,
différents composés peuvent étre ajoutés comme le titane, le lithium, le potassium
ou l'aluminium entrainant une modification des propriétés physico-chimiques du
dioxyde de cérium (NanoCare, 2009).

Les nanoparticules se trouvent rarement sous forme individuelle dans le milieu de
maniére générale : elles ont tendance a former des agglomérats et des agrégats
dont la taille est comprise entre environ 0,1 et plusieurs dizaines de microns. L’état
d’agglomération/agrégation varie notamment en fonction du procédé de fabrication
et du milieu ou se trouvent les particules (air, liquide biologique...) (INRS, 2016a).

Cette substance fait partie des matieres particulaires nhanométriques faiblement
solubles dans I'eau (JRC, 2014), au méme titre que le TiO2. Cette faible solubilité
entraine une forte biopersistence pulmonaire qui est dépendante de la durée et de
la concentration de I'exposition (Pauluhn, 2011).

Dans le cadre du programme sponsor de I'Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE) pour I'évaluation des nanoparticules, la
caractérisation de plusieurs particules de dioxyde de cérium a été précisée
(OCDE, 2015). Les particules qui ont été utilisées dans plusieurs études reprises
dans le présent rapport sont décrites dans le Tableau 1 en suivant les critéres
proposés par Hartmann (Hartmann et al., 2017).

1 Données issues des caractérisations des différentes nanoparticules recensées (INERIS, 2017).
2 La surface spécifique de Brunauer-Emmett-Teller
3 Calculé selon la formule : surface spécifique volumique équivalente = surface spécifique x densité
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Tableau 1 : Parametres physico-chimiques des nanoparticules de CeO, NM-211 et NM-212
(d’aprés OECD.,2015 et Hartmann et al., 2017)

Nanoparticules
Paramétres mesurés
NM-211 ‘ NM-212
Numéro CAS 1306-38-3
Taille selon le fabricant 4 -15nm 40 nm
Particules de taille  similaire | Grande variation de taille mais
Apparence/état physique/couleur (agrégés/agglomérées). Quasiment | moins agglomérées que NM-211.
sphérique avec une morphologie | Forme polyhédrigue avec une
réguliére. morphologie irréguliére
Distribution de la ta_lIIEa des part[cules (issue 715 nm 8—57 nm
des mesures par différentes méthodes)
Diamétre géométrique moyen (déviation 225 nm (1,77) 359 nm (1,66)
standard)
Aire de surface spécifique (BET) 65,9 + 2,2 m2.g? 27,2 +0,9 m2g?
Pureté (%) >99,5 >99,5
Ce*" (%)/Ce®* (%) 94,3/5,7 93,1/6,9
Potentiel zeta (mV) dans I'eau distillée
(selon pH)
. 6,20 . -17,35 . -27,86
e 8,10 e -331 e  -29,63
Solubilité dans I'eau (JRC, 2014) Insoluble
Densité (g.cm™®) (Kim et al., 2014) 7,22
Potentiel redox (Eau distillée) 414 mV 416 mV
Enrobage Aucun

3. TOXICOCINETIQUE

Les données disponibles sont essentiellement issues d’études expérimentales de
toxicocinétique (Geraets et al., 2012 ; Hirst et al., 2013 ; Molina et al., 2014 ; Xiao
et al., 2010) et d’études de toxicologie dans lesquelles une évaluation de la
biodistribution a été effectuée (Aalapati et al., 2014 ; Kumari et al., 2014b ; Kumari
et al., 2014a ; Yokel et al., 2014).

3.1 ABSORPTION

De maniere générale, I'absorption des nanoparticules pour les différentes voies
d’exposition (respiratoire, digestive et cutanée) est dépendante de leur
composition et de leur potentiel a former des agglomérats (Oberdorster et al.,
2005)

Pour les nanoCeO2, aucune étude n’a quantifié I'absorption précisément
cependant sur la base des données de distribution les auteurs considerent que
'absorption par voie orale ou pulmonaire est trés limitée (Yokel et al., 2014 ;
Molina et al., 2014 ; Geraets et al., 2012). En effet, dans une étude évaluant la
biodistribution du nanoCeO: aprés exposition par inhalation (Geraets et al., 2012),
la quantité retrouvée dans les tissus extra-pulmonaires était inférieure a 0,2 % de
la dose inhalée dans I'heure suivant la derniére exposition méme si I'absorption
semble favorisée pour les nanoparticules ayant une taille voisine a 40 nm
(Geraets et al., 2012 ; Loret, 2017).
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Il n’existe pas a I'heure actuelle de données concernant les expositions par voie
cutanée, cependant, en I'absence de détérioration de la barriére cutanée et/ou de
solvant organique il est peu probable d’assister a la pénétration du dioxyde de
cérium dans I'organisme (Yokel et MacPhail, 2011).

3.2 DISTRIBUTION

Méme si les nanoCeO:2 sont peu absorbées, celles qui sont absorbées se
distribuent dans tout 'organisme.

Suite a une exposition orale, il a été montré que les faibles quantités de nanoCeO:
qui ont été absorbées se distribuent dans de nombreux organes tels que le foie,
les reins, le systéme nerveux central, la rate, le coeur et le sang (Kumari et al.,
2014a ; Kumari et al., 2014Db).

Par inhalation, la demi-vie pulmonaire dépend de la concentration d’exposition :
les nanoparticules peuvent induire une saturation des phénoménes de clairance
pulmonaire et ainsi conduire une augmentation de la demi-vie pulmonaire des
nanoparticules de dioxyde de cérium (Pauluhn, 2011). Pour des expositions par
inhalation ou injection intratrachéales, seule la fraction absorbée des nanoCeO:
se distribue dans les ganglions lymphatiques, le foie, la rate, les reins et le
systeme nerveux central (Geraets et al., 2012 ; Molina et al., 2014 ; Xiao et al.,
2010 ; Yokel et al., 2014).

3.3 METABOLISME

Il nexiste pas d’informations disponibles concernant le métabolisme de ces
particules (OCDE, 2015).

3.4 ELIMINATION

. Aprés exposition par voie orale ou par inhalation, les nanoparticules sont
majoritairement excrétées par les feces et de maniere moindre par voie urinaire
(Hirst et al., 2013 ; Kumari et al., 2014a ; Molina et al., 2014 ; US-EPA, 2009).

4. EFFETS AIGUS

Les données disponibles sont essentiellement des études chez le rat et la souris.

4.1 VOIE RESPIRATOIRE

4.1.1 INHALATION

Cing études ont évalué les effets d’'une exposition aigué par inhalation (Aalapati et
al., 2014 ; Demokritou et al., 2013 ; Keller et al., 2014 ; OCDE, 2015 ; Srinivas et
al., 2011). Ces études correspondent a des expositions a des nanoparticules de
CeO: différentes mais elles rapportent toutes des réactions de type inflammatoire,
caractérisée notamment par une infiltration cellulaire de neutrophiles et de
lymphocytes et une formation d’'un amas inflammatoire autour des macrophages
et des nanoparticules et une cytotoxicité plus ou moins marquées. Ces effets sont
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observés pour des expositions a 2 mg.m=3 de nanoCeO:2 (45 nm) 6 h/j, pendant
7 jours (Aalapati et al., 2014), dés 0,5 mg.m de nanoCeO2 NM-212 6 h/j, pendant
5 jours (Keller et al., 2014), ou deés 0,5 mg.m= de nanoCeO2 70 nm 6 h/j, pendant
5 jours. Ces effets observés pour une exposition a 2,7 mg.m=3 avec une nanoCeO>
90 nm de 2h/j, pendant 4] ne sont pas retrouvés pour les conditions
expérimentales avec une nanoCeO2 100 nm enrobée de SiO2 (Demokritou et al.,
2013)

4.1.2 INSTILLATION INTRA-TRACHEALE

Plusieurs études ont évalué les effets d’'une exposition aigué par instillation intra-
trachéale (Cho et al., 2010 ; Ma et al., 2011 ; Ma et al., 2012 ; Ma et al., 2014 ; Ma
et al., 2015 ; Morimoto et al., 2015 ; OCDE, 2015 ; Park et al., 2010 ; Peng et al.,
2014 ; Rice et al., 2015). Comme pour les expositions par inhalation et malgré la
variété des nanoparticules utilisées, ces études montrent également des effets
pulmonaires caractérisés par une réaction inflammatoire, cytotoxiques.

Ces effets sont observés dés une instillation intra trachéale de 0,15 mg.kg! (Ma et
al., 2011), 0,8 mg.kg! (Morimoto et al., 2015). Ces effets peuvent étre
accompagnés par un début de fibrose pulmonaire un a 3 mois aprés une
exposition unique respectivement pour des concentrations de 3,5 mg.kg?! et
1 mg.kg? (Ma et al., 2012).

Une étude menée chez le rat Sprague-Dawley montre la survenue d’effets
hépatiques caractérisés par une diminution du poids du foie et par des altérations
histopathologiques, telles qu'une dégénérescence cedémateuse dose-
dépendante, une hépatocytomégalie et une dilatation sinusoidale aprés
administration d’'une dose unique une suspension de nanoCeO: (1; 3,5 et
7 mg.kg') dun diamétre primaire mesuré de 10,14 + 0,76 nm par voie
intratrachéale (Nalabotu et al., 2011). Ces effets sont associés a une modification
des biomarqueurs sériqgues comprenant une augmentation des niveaux d’alanine
amino transférase (ALAT), une diminution des niveaux d’albumine et du ratio
sodium/potassium et une diminution du niveau des triglycérides. Dans cette étude,
aucune altération histopathologique n’est observée dans les reins, le cceur et la
rate.

Une seule administration d’'une suspension de nanoCeO: (0,5 mg.kg?) d’un
diamétre moyen de 20 nm a des souris BALB/C induit une augmentation de
biomarqueurs de I'inflammation et/ou du stress dans les poumons, le cceur, le foie,
les reins, la rate et le systeme nerveux central (Nemmar et al., 2017).

4.2 VOIE ORALE

A notre connaissance, il n’existe pas d’étude concernant la toxicité aigué par voie
orale des nanoparticules de dioxyde de cérium.

4.3 VOIE CUTANEE

Une étude effectuée sur un modele de peau reconstituée (Epiderm™) montre que
I'exposition au nanoCeO: (particules de taille primaire 9 nm) n’induit pas de perte
de viabilité cellulaire importante (< 50%). Cela indigue que le nanoCeO:2 ne
semble pas avoir de potentiel irritant pour la peau in vivo (Park et al., 2007).
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Cependant, ce point nécessite des investigations supplémentaires, un test négatif
ne suffisant pas pour déterminer le potentiel irritant d’'une substance.

4.4 AUTRES VOIES

Cing études ont été menées voie intra veineuse (IV) chez le rat. Les résultats
obtenus avec cette voie d’administration qui n’est pas physiologique ne peuvent
pas étre directement utilisés pour proposer une valeur repere. Cependant, ils
apportent des informations complémentaires quant aux effets potentiels du nano
CeOz2 et qui pourraient étre retrouves lors d’exposition par des vois d’exposition
physiologiques s’ils étaient recherchés.

Ces études rapportent des effets de type hépatique (Tseng et al., 2012 ; Tseng et
al., 2014) et neurologique (Hardas et al., 2012 ; Hardas et al., 2014 ; Yokel et al.,
2009).

Concernant les effets hépatiques, deux nanoparticules différentes de CeO: de
taille de 5 et 30 nm ont été étudiées. Dans les deux cas, des effets hépatiques de
type inflammatoire avec formation de granulomes et stress oxydant avec une
augmentation des niveaux d’aspartate aminotransférase (ASAT) dans les heures
suivant I'administration et l'induction d’apoptose au niveau hépatique ont été
observés. L’ensemble de ces données, en plus de [Il'accumulation des
nanoparticules de dioxyde cérium au niveau hépatique apres leur passage au
niveau systémique, semble montrer un possible effet hépatique de ces
nanoparticules.

Les trois études relatives a de potentiels effets neurologiques ne suivent pas des
protocoles standardisés qui pourraient permettre de détecter un effet neurotoxique
cependant elles apportent des informations utiles quant a un éventuel effet du
nanoCeO:2 sur le systéeme nerveux central. L’étude de Yokel (2009) a mis en
évidence la possible distribution des nanoparticules vers le cerveau. Les deux
études de Hardas rapportent l'induction de biomarqueurs de stress oxydant
notamment au niveau de I'hippocampe ce qui témoigne d'un effet potentiel de
particules de taille de 5 a 30 nm. L’hippocampe est une structure cérébrale
impliquée dans les maladies neurodégénératives telle qu’Alzheimer ainsi que dans
les mécanismes de mémorisation et d’apprentissage.
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5. EFFETS POUR DES EXPOSITIONS REPETEES (SUB-AIGUES,
SUB-CHRONIQUES ET CHRONIQUES)

5.1 EFFETS SYSTEMIQUES GENERAUX

A notre connaissance il n'existe pas de données pour des expositions par voie
orale.

L’organe cible pour des expositions par voie respiratoire est le poumon, sur lequel
des effets inflammatoires, cytotoxiques et prolifératifs ainsi que des altérations
histologiques ont été observés.

Seules les principales études permettant de proposer une valeur repere sont
présentées ci-apres plus en détail. Les principaux effets induits sont présentés
sous forme synthétique.

5.1.1 EXPOSITION SUB-AIGUE

Quatre études rapportent les effets d’'une exposition sub-aigué par inhalation
(Aalapati et al., 2014 ; Gosens et al., 2014 ; Keller et al., 2014 ; Morimoto et al.,
2015).

e Aalapati et al., 2014

Des souris CD-1 males ont été exposées en «nose only » a 2 mg.m=, 6 hij,
pendant 14 ou 28 jours, de plus, deux groupes supplémentaires ont été ajoutés au
groupe exposeé 28 jours pour étudier la réversibilité des effets 14 ou 28 jours apres
la fin de I'exposition. La caractérisation de la particule de structure cubique a été
réalisée : 45 nm, un diamétre aérodynamigue moyen de 1,4 um (écart type
géométrique : 2,4) et un diamétre hydrodynamique de 344 nm.

Dés 14 jours d’exposition a 2 mg.m3, des effets pulmonaires sont observés avec
notamment une inflammation pulmonaire objectivée par une augmentation
statistiguement significative des neutrophiles, des lymphocytes et des cytokines
pro-inflammatoires. Les niveaux de certaines cytokines diminuent mais restent
cependant élevés 28 jours aprés I'exposition (TNF-a, IL-1B et IL-6). La
manifestation d’un stress oxydant (augmentation malondialdéhyde et diminution
de la forme réduite du glutathion-SH, GSH) a 28 jours ainsi qu’une cytotoxicité
réversible (augmentation de la lactate déhydrogénase, LDH) aprés 28 jours ont
été également observés. A 14 jours, une fibrose modérée a marquée avec
présence de granulomes multifocaux associée a des réactions inflammatoires
chroniques séveres est rapportée. A 28 jours, tous les animaux présentent des
granulomes multiples associés a de la fibrose. Quelle que soit la durée
d’exposition, une protéinose alvéolaire sévere et la présence de neutrophiles et de
macrophages alvéolaires chargés en particules sont observées.

Des effets hépatiques, rénaux et cardiaques sont également observés comprenant
une hépatomégalie, une nécrose au niveau rénal et des vacuolisations
cytoplasmiques cardiaques. Ces effets pulmonaires, rénaux, hépatiques et
cardiaques semblent ne sont pas réversibles 28 jours aprés la fin de I'exposition.

Une LOAEC de 2 mg.m est retenue pour une réaction inflammatoire pulmonaire.
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e Gosens et al., 2014

Des rats Wistar males et femelles ont été exposés « nose only » a un aérosol de
50 mg.m= de nanoparticules (NM-211 ou NM-212) ou une microparticule (NM-
213)* de dioxyde de cérium 40 min, 2 h ou 6 h/j, 5 j/sem pendant 28 jours.

Les effets sont assez similaires pour les trois particules : il n’a pas été observé
d’'inflammation systémique ni d’altération hématologique, les principaux effets sont
observés au niveau pulmonaire. Pour les trois types de particules, une réaction de
type inflammatoire au niveau pulmonaire est rapportée avec une augmentation
statistiquement significative des neutrophiles (effet le plus précoce) ainsi que des
lymphocytes pulmonaires et une cytotoxicité (augmentation LDH et protéines
totales).

Les effets inflammatoires persistent 28 jours aprés la fin de I'exposition, mais
semblent cependant moins importants.

Dans cette étude, des benchmark concentrations (BMC) ont été calculées pour
ces différentes particules. Il a été montré que selon le critere de mesure retenu
(concentration massique, nombre de particules ou concentration de surface)
I'analyse comparée I'ordre des niveaux de danger des trois particules n’est pas le
méme ce qui ne permet pas de conclure quant au choix de la métrique la plus
pertinente mais souligne I'existence de ces variations.

En utilisant la métrique habituelle pour les substances non-nanométriques, les
LOAEC retenues pour les différentes substances sont : 1,2 mg.m=3, 2,5 mg.m= et
5,9 mg.m3 respectivement pour NM-211, NM-212 et NM-213.

e Morimoto et al., 2015
Des rats Fischer 344 males ont été exposés corps entier a 2 ou 10 mg.m=3, 6 hij,

5j/sem pendant 28 jours a du nanoCeO2. Une analyse du liquide
bronchoalvéolaire a été pratiquée a 3j, 1 et 3 mois aprés la fin de I'exposition.
Une caractérisation des particules initiales selon la concentration et une évaluation

de la concentration des aérosols utilisés a été réalisée :

- 2,09 + 0,29 mg.m (faible concentration) diamétre primaire de 7,8 nm avec un
diametre géométrique moyen de 87,6 £ 7,9 nm

- 10,2 + 1,38 mg.m™ (forte concentration) diameétre primaire de 7,8 nm, avec un
diametre géométrique moyen de 110 + 12,5 nm.

Dés 2 mg.m=3, une augmentation dose-dépendante du nombre total de cellules
recueillies dans le liqguide de lavage broncho-alvéolaire correspondant a une
augmentation statistiquement significative du nombre et du pourcentage de
neutrophiles et du nombre de lymphocytes et de macrophages est mesurée a
3 jours. Une cytotoxicité accompagnée d’'une augmentation persistante de la LDH
mais diminuant avec le temps est également rapportée. L’inflammation est
également démontrée via I'augmentation de deux cytokines qui sont CINC-1 et
CINC-2 (diminuant avec le temps) et d’'une enzyme I'héme oxygénase (HO-1). Au
niveau histopathologique, une infiltration macrophagique et lymphocytaire avec
rétention des particules de CeO2 dans les macrophages alvéolaires est observée.
De plus, apres une période de réversibilité de 3 mois, I'inflammation pulmonaire
est persistante avec un afflux de neutrophiles.

4 NM-213 : taille < 5 000 nm et diamétres aérodynamiques moyen 1,40 + 0,11 pum
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Dans cette étude, seule une LOAEC : 2 mg.m= a pu étre déterminer pour une
inflammation pulmonaire.

e Keller et al., 2014 : Keller, 2015

Cette étude a donné lieu a une publication en 2014, les résultats complémentaires
d’anapathologie n'ont pas été publiés dans une revue mais sont disponibles dans
la thése du méme auteur. Des rats Wistar femelles ont été exposés corps entier a
0,5 -5 -25mg.m3, 6 h/j, 5j/sem pendant 4 semaines a des particules ultrafines
de CeO2 (NM-212). Les animaux ont été suivis pendant 129 jours aprés la fin de
I'exposition. Des lavages bronchoalvéolaires et des examens histopathologiques
ont été réalisés a différents moments.

A 0,5 mg.m3, le seul effet observé au niveau pulmonaire a l'issue de I'exposition
est une augmentation des protéines totales dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire.

A 5 mg.m2 et a 25 mg.m3, des effets de type inflammatoire au niveau pulmonaire
sont observés, notamment une augmentation significative des neutrophiles, des
monocytes et des lymphocytes avec une augmentation significative de certains
meédiateurs cellulaires. Certains de ces parameétres sont encore augmentés
35 jours apres la fin de I'exposition (neutrophiles, lymphocytes, LDH, gamma-
glutamyl tranférase (gamma-GT), phosphatase alcaline, MCP-1 et CINC-1). De
plus, la formation de granulome pulmonaire avec une hyperplasie des ganglions
meédiastinaux et trachéo-bronchiques est rapportée. Une augmentation de la
prolifération cellulaire est observée a 25 mg.m= dans tous les compartiments
(bronches larges et moyennes, bronchioles terminales et alvéoles) deux jours
apres la fin de I'exposition et a toutes les concentrations 4 semaines apres la fin
de I'exposition.

Les effets de type inflammatoire ainsi que les effets observés au niveau
histopathologique persistent 35 jours aprés la fin de I'exposition.

Dans cette étude une NOAEC : 0,5 mg.m- et une LOAEC : 5 mg.m™ ont pu étre
déterminées pour une réaction inflammatoire pulmonaire.
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Tableau 2 : Synthese des différentes études d’exposition subaigué par inhalation

15-30 nm Pas de NOAEC
4 Diametre LOAEC : 2 mg.m3 Aalapati et al.
3
et aérodynamique moyen (2014)
(agglomérats) de 1,4 Réaction inflammatoire
(2,4 pm) pulmonaire
e Pas de NOAEC
; o 2
AcosollaiSUIma:m Diamétre LOAEC : 1,2 mg.m? Gosens et al.
e . . (2014)
1,2-3,5-10,8 mg.m aerodyna,mlque MOYeN | o< ction inflammatoire
(agglomérats) de 1,02 pulmonaire
+ 0,04 um
NM-212 Pas de NOAEC
40 nm
; N 2
el e S/ Diamétre LOAEC : 2,5 mg.m? Gosens et al.
2,5-6,7—19,9 mg.m? | aérodynamigque moyen Réaction inflammatoire 2014
(agglomérats) de 1,17 ulmonaire
+0,34 um P
Particules ultrafines
de CeO,
7,8 nm Pas de NOAEC
2-10mg.m?3
Agrégats présents LOAEC : 2 mg.m? :
Mesurées a : avec un diametre M;rlggi%)et
2,09+0,29 et 10,2 + aérodynamique Réaction '
1,38 moyen de 110 + inflammatoire
12,5 nm (10 mg.m3) pulmonaire
et 87,6 +7,9nm
(2mg.m?)
NM-212
Ul NOAEC : 0,5 mg.m
N Keller et al.
Diamétre . 3 —_—
0,5-5-25mg.m?3 aérodynamigue moyen HOAIZE 58 (il Kellzg'lgt al
(agglomérats) : P . EEe
0,9:1,96t2,2 um Reactlotz}gcf)lggiwgatowe (2015)
respectivement pour P
0,5; 5 et 25 mg/m®

La plupart de ces études rapportent des effets pulmonaires de type inflammatoire
qui semblent ne pas étre réversibles jusqu’a 3 mois aprés la fin de I'exposition
(Morimoto et al., 2015) ce qui témoigne d’'une chronicité de ces effets.

5.1.2 EXPOSITION SUB-CHRONIQUE ET CHRONIQUE

Une seule étude est disponible. Elle a été réalisée en suivant la ligne directrice
OCDE n°453 et les Bonnes Pratigues de Laboratoire (BPL). Elle rapporte les
effets d’une exposition sub-chronique et chronique par inhalation. Seuls des
résultats préliminaires présentés dans un travail de thése concernant les effets
pulmonaires (analyse du liquide de lavage broncho-alvéolaire) a 13 et a 52
semaines sont disponibles (Keller, 2015) et dans le projet Européen Nanoreg 2 en
ce qui concerne les premiers éléments de I'analyse histopathologique (Nanoreg,
2017).
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e (Keller, 2015 : Nanoreq, 2017)

Des rats Wistar femelles ont été exposés corps entier a 0,1 — 0,3 — 1 — 3 mg.m?3,
6 h/j, 5j/sem pendant 13 ou 52 semaines au nanoCeO2 (NM-212). La taille des
particules initiales est de 40 nm avec des diametres aérodynamiques de 2,3 — 1,7
—1,5- 1,4 um respectivement pour les concentrations de 0,1 — 0,3 -1 et 3 mg.m"
3. A l'issue de l'exposition, des lavages bronchoalvéolaires et des prélévements
trachéobronchiques et des ganglions lymphatiques du médiastin ont été réalisés
pour mesurer la charge pulmonaire a partir de 5 rats.

Exposition pendant 13 semaines

A 0,1 mg.m= et 0,3 mg.m3, 'augmentation de la quantité totale de cellules et du
nombre de macrophages dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire mesurée
est statistiquement significative.

A partir de 1mg.m3, une augmentation dose-dépendante du nombre de
neutrophiles et de lymphocytes est observée en I'absence d’augmentation du
nombre des macrophages. A partir de cette concentration, ces effets sont
associés a une augmentation de la LDH (cytotoxicité), de la gamma-GT et des
phosphatases alcalines.

A 3 mg.m3, une augmentation statistiquement significative des monocytes est
€galement rapportée ainsi que des protéines totales et de la N-acétyl-
glucosaminidase (marqueurs de I'inflammation).

Pour une exposition de 13 semaines, une NOAEC de 0,3 mg.m=3 et une LOAEC
de 1 mg.m?3 sont proposées par l'auteur pour une réaction inflammatoire
pulmonaire.

En effet, il apparait que les effets observés a 0,1 et 0,3 mg.m3 (augmentation de
la quantité totale de cellules et de macrophages dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire) peuvent étre considérés comme une adaptation physiologique
liés aux phénomenes de clairance pulmonaire.

Exposition pendant 1 an

A partir de 0,1 mg.m3: une augmentation statistiguement significative des
gamma-GT est observée dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire sans
augmentation d’autres biomarqueurs.

A partir de 0,3mg.m=3, une augmentation statistiguement significative des
neutrophiles et des lymphocytes est mesurée. Ces effets sont plus marqués que
pour une exposition de 13 semaines.

A 1 et 3mg.m3, une augmentation statistiguement significative de la LDH
(cytotoxicité) et des cytokines CINC-1 et MCP-1 est rapportée. L’effet sur les
cytokines est cependant moins marqué que lors d’'une exposition plus courte de
13 semaines.

A 3 mg.m=3, une augmentation de la quantité totale des cellules du liquide de
lavage broncho-alvéolaire est observée.
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Analyse histopathologique

Les résultats préliminaires de I'analyse histopathologique sont disponibles pour un
nombre restreint d’animaux aprés un an d’exposition. Cette analyse a montré la
déposition de nanoparticules dans les macrophages au niveau alvéolaire et sous
épithélial et différentes altérations histologiques en lien avec le phénoméne
d’'inflammation. Ces altérations correspondent a une infiltration pulmonaire de
cellules inflammatoires augmentée de maniére statistiguement significative dés
0,3 mg.m= et une hyperplasie, une fibrose et des granulomes qui surviennent de
maniére dose-dépendante et sont augmentées de maniére statistiguement
significative a partir de 1 mg.m3. Aucune Iésion néoplasique ou pré-néoplasique
n’a été rapportée.

Pour une exposition d’'un an, une NOAEC : 0,1 mg.m=3et une LOAEC : 0,3 mg.m3
ont été déterminées par l'auteur pour une réaction inflammatoire. L’effet observé a
0,1 mg.m= n'est pas considéré comme néfaste du fait de I'absence d’autre
altération au niveau du liquide de lavage broncho-alvéolaire.

Evaluation de I’étude : le protocole suit les recommandations des lignes
directrices (OCDE n°453) et les principes des BPL. La particule est bien détaillée
et bien décrite dans le cadre du programme sponsor de 'OCDE (NM-212) pour
I'évaluation des nanoparticules. Les résultats préliminaires de cette étude sont
cohérents avec les résultats des études d’exposition aigué et subaigué. Cette
étude est de bonne qualité (cotation 1 selon Klimisch (Klimisch et al., 1997)).

Tableau 3 : Synthése des études d’exposition sub-chronique et chronique par inhalation

NOAEC : 0,3 mg.m?®
LOAEC : 1 mg.m3

Pour une réaction

inflammatoire pulmonaire
- _ NM-212
01+0,1-0,3%0,1 31 + Keller. (2015)
0,1et3+0,4mg.m 40 nm
NOAEC : 0,1 mg.m?®

LOAEC : 0,3 mg.m?®

Pour une réaction
inflammatoire pulmonaire

5.2 EFFETS GENOTOXIQUES ET CANCEROGENES

5.2.1 EFFETS GENOTOXIQUES

Seules les principales études pour des expositions in vivo ou in vitro sont
présentées ici.
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5.2.1.1 ETUDE INVIVO

Trois études d’exposition in vivo ont évalué le potentiel génotoxique des
nanoCeO: : deux par voie orale pour des expositions aigués (Kumari et al., 2014b)
et sub-aigués (Kumari et al., 2014a) et une par inhalation (Cordelli et al., 2017).

e (Kumari et al., 2014b)

Des rats albinos Wistar femelles ont été exposés par voie orale (administration
unique) a 100 — 500 — 1000 mg.kg? pc soit a des particules ultrafines de
nanoCeOz2 (< 25 nm) soit a des particules fines (micrométriques, <5 um) de CeOa.

Trois tests différents ont été réalisés : un test du micronoyau, un test des cometes
et un test d’aberrations chromosomiques. Le test des comeétes in vivo a été réalisé
sur les leucocytes du sang périphérique et sur le foie a 4, 24, 48 et 72 heures
apres I'exposition, le test du micronoyau a été réalisé sur la moelle osseuse a 24
et 48 h aprés I'exposition ainsi que sur le sang total a 48 et 72h apres I'exposition.
Le test d’aberrations chromosomiques sur les cellules de la moelle osseuse a été
effectué 18 et 24 h aprés I'exposition. Des mesures des parameétres biochimiques
(phosphatases alcalines, LDH et GSH) ont également été réalisées 24 et 48 h
apres I'exposition.

Le test des comeétes a mis en évidence une augmentation statistiquement
significative des dommages a 'ADN dans les leucocytes du sang périphérique et
dans les cellules du foie a 24 et 48 h aprés I'exposition a 1 000 mg/kg de
nanoCeO:2 sans diminution de la viabilité cellulaire. 1l est également rapporté une
augmentation statistiquement significative des micro-noyaux apreés exposition a
1 000 mg.kg* de nanoCeO:2 dans les cellules de la moelle osseuse (24 et 48 h
apreés l'exposition) et dans les cellules du sang périphérique (48h aprés
'exposition). De plus, il a également été observé, une augmentation des
aberrations chromosomiques dans la moelle osseuse 18 et 24 h aprés I'exposition
a 1 000 mg.kg™* de nanoCeOs2.

Ces effets sont accompagnés d’altérations biochimiques a 24 et 72 h apres
I'exposition a 1 000 mg.kg? de nanoCeO: avec notamment une augmentation
statistiguement significative de deux biomarqueurs qui sont la LDH (cytotoxicité) et
les phosphatases alcalines (stress oxydatif) et la diminution statistiquement
significative du stock de glutathion dans le foie, les reins et le systeme nerveux.

e (Kumari et al., 2014a)

Des rats albinos Wistar méles et femelles ont été exposés par voie orale a 30 —
300 — 600 mg.kg! pc pendant 28 jours a des particules ultrafines (< 25 nm) ou
fines (micrométriques, <5 um) de CeO:a. Trois tests de génotoxicité ont été menés
a lissue des 28 jours d’exposition : un test des comeétes sur les leucocytes du
sang périphérique et le foie, un test des micronoyaux sur la moelle osseuse et le
sang périphérique ainsi qu’un test d’aberration chromosomique sur la moelle
osseuse. Pour chacun des tests, la cytotoxicité dans la population cellulaire a été
vérifiée. Des mesures de parameétres biochimiques (phosphatases alcalines, LDH
et GSH) ainsi qu'une évaluation du poids corporels, de I'alimentation et du poids
des organes ont également été réalisées.

Cette étude montre des effets similaires a ceux observés pour des expositions
aigués (Kumari et al., 2014b). Il s’agit dans le test des cométes d’'une
augmentation statistiquement significative des dommages a I'ADN dans les
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leucocytes du sang périphérique et dans les cellules du foie aux concentrations de
300 et 600 mg.kg! de poids corporels. Des augmentations statistiguement
significatives des micronoyaux dans la moelle osseuse et le sang périphérique
ainsi que des aberrations chromosomiques dans la moelle osseuse ont également
été rapportée aprés 28 jours d’exposition a 300 et 600 mg.kg* pc de nanoCeO:..
Ces effets sont observés en absence de cytotoxicité au sein de la population
cellulaire étudiée.

Ces effets sont accompagnés d’altérations biochimiques notamment une
augmentation statistiquement significative de deux biomarqueurs, la LDH
(cytotoxicité) et les phosphatases alcalines (stress oxydatif), et une diminution
statistiguement significative du stock de glutathion dans le foie, les reins et le
systéme nerveux pour les concentrations de 300 et 600 mg.kg? de nanoCeOs:.
Ces effets sont indépendants du sexe et ne sont pas retrouvés apres exposition a
la forme micrométrique. De plus, il N’y a pas eu de variations de I'alimentation et
du poids corporels des animaux durant I'étude ou du poids des organes a la fin de
I'exposition.

Dans ces deux études (Kumari et al., 2014a ; Kumari et al., 2014b) I'analyse de la
distribution de nanoCeO2 a montré que les particules étaient retrouvées dans le
foie, les reins, le systéme nerveux central, la rate, le coeur et le sang. Il est donc
possible d’établir un lien entre la présence des nanoCeO: et les effets observés.

Ces résultats semblent indiquer que le nanoCeO: induit des effets génotoxiques.
Cependant, ces effets observés en méme temps que des altérations biochimiques
liées a un stress oxydant et une cytotoxicité (augmentation de la LDH et des
phosphatases alcalines et diminution du GSH) semble en faveur d’un lien entre le
stress oxydant et la génése d’effet génotoxique.

o (Cordelli et al., 2017)

Cette étude a été menée en association avec I'étude de Keller (2015) décrite ci-
dessus. Des rats Wistar femelles ont été exposés par inhalation corps entier a 0,1
- 0,3 -1-3mg.m?3, 6h/j, 5 j/lsem pendant 3 et 6 mois a un type de particules
ultrafines de CeO2 (NM-212). Les altérations de 'ADN ont été recherchées dans
les leucocytes du sang périphériqgue avec le test des cometes et les mutations
génigues et les aberrations chromosomiques ont été mesurées sur les
érythrocytes au moyen du test de mutation du géne Pig-a et du test du
micronoyau. Il n’a pas été observé d’effet dans ces conditions expérimentales.

En synthese des trois études ayant recherché des effets génotoxiques au cours
d’exposition in vivo, les effets génotoxiques observés pour des expositions par
voie orale a des niveaux élevés entrainant une augmentation significative de la
cytotoxicité (LDH) et du stress oxydant (diminution de GSH et augmentation des
phosphatases alcalines) (Kumari et al., 2014a ; Kumari et al., 2014b) ne sont pas
retrouvés dans une étude d’exposition plus longue par inhalation a des
concentrations faibles (Cordelli et al., 2017). Méme si ces éléments a eux seuls ne
permettent pas de conclure, ils sont en faveur d’'un effet probablement lié a un
stress oxydant en lien avec les différents effets rapportés ci-dessus.
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5.2.1.2 ETUDE IN VITRO

Deux études ont évalué le potentiel génotoxique des nanoCeO:2 in vitro
(Benameur et al., 2015 ; De Marzi et al., 2013).

Un test des comeéetes a été conduit par exposition de trois lignées cellulaires
humaines : cellules de carcinome hépatique (HepG:2), de carcinome du colon
(CaCo2) et de carcinome pulmonaire (A549) a des concentrations de 0,5 - 50 —
500 pg.mL! de nanoCeO:2 (diamétre moyen compris entre 16 et 22 nm pendant
24h (De Marzi et al., 2013)). Une augmentation statistiguement significative des
dommages a 'ADN a 24 h a été mise en évidence a toutes les doses qui, selon
lauteur, serait due aux espéces réactives de l'oxygéne générées par les
nanoCeO:a.

Un test des micronoyaux a été effectué sur une culture primaire de fibroblastes
humain exposée pendant 48h a une gamme de concentrations allant de 0,22 a
22 uM de nanoCeOz2, de diametre moyen 7 nm, ou de microparticules de CeOz2, de
diamétre moyen 322 nm (Benameur et al., 2015). Une augmentation significative
des micronoyaux avec des centromeéres non marqués par immunofluorescence
(CENP-A) a été observée avec les nanoCeO: a toutes les doses ce qui témoigne
d’'un mécanisme clastogéne. Ces effets sont associés avec une diminution
statistiguement significative du niveau de glutathion et une augmentation
statistiquement significative du malondialdéhyde montrant une induction de stress
oxydant. Ces effets ne sont pas retrouvés avec la forme micrométrique de CeOx.

Un test des cométes conduit sur fibroblaste humain non transformé (GM07492)
par exposition a plusieurs nanoparticules : CeO2 de 25 nm, TiO2 de 21 nm et Ag
de 100 nm, semble montrer un effet génotoxique du nanoCeO2 qui pourrait étre
plus important que celui induit par les nanoparticules de TiO2 (Franchi et al.,
2015).

Les résultats de études in vitro montrent que les nanoCeO: entraineraient la
production d’espéces réactives de I'oxygéne a l'origine d’effets génotoxiques de
type clastogéne.

5.2.2 EFFETS CANCEROGENES

En 2015, I'Allemagne a soumis une demande d’inclusion du dioxyde de cérium au
Community rolling action plan (CoRAP) de 'ECHA qui a la charge d’évaluer les
effets des substances. La base de cette demande concerne le dioxyde de cérium
sans précision de taille des particules. Le dossier repose en partie sur une
suspicion d’effets cancérogenes et mutagenes (ECHA, 2015).

En effet, plusieurs études sont disponibles concernant le CeO2 non nanométrique.
Une étude d’exposition sub-chronique (90 jours) par inhalation menée suivant la
ligne directrice OCDE TG 413 a montré la survenue d’une hyperplasie de
I'épithélium alvéolaire et des tissus lymphatiques. Ces données doivent étre
complétées par des études de durée plus longue (chronique) afin d’évaluer les
effets potentiels du fait d’'une utilisation de cette substance a des tonnages élevés.
Concernant la forme nanométrique, trés peu de données sont disponibles. Du fait
des mécanismes identifiés avec les nanoparticules, il est attendu une inflammation
pulmonaire et une hyperplasie avec le nanoCeO:z. Ces effets pouvant étre induits
par la génération d’espéces réactives de l'oxygene lors d’une exposition au
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nanoCeOz2, ils pourraient étre a l'origine d’'une augmentation des altérations
tissulaires et des effets génotoxiques. En 'absence d’éléments suffisants, il n’est
pas possible de conclure quant au potentiel génotoxique et cancérogéne du
nanoCeO:a.

5.3 EFFETS SUR LE DEVELOPPEMENT OU LA REPRODUCTION

Seul le résumé d'une étude préliminaire combinée pour les effets sur la
reproduction et le développement est disponible pour une exposition a des doses
de 0 — 100 — 300 - 1 000 mg.kg? de nanoCeO: par gavage chez le rat. Seule une
augmentation du poids corporel des petits (F1) est observée a la plus forte dose
(Lee et al., 2016).

6. ETABLISSEMENT D’UNE RELATION DOSE EFFET

6.1 VALEURS EXISTANTES

A notre connaissance, il n’existe pas de valeurs toxicologiques de référence
disponibles pour des expositions environnementales par voie respiratoire aux
nanoCeO:a.

Cependant, 'US EPA a déterminé une concentration de référence (RfC) pour les
particules de dioxyde de cérium de diametre aérodynamique moyen de 2,0 um ne
s’appliquant pas aux particules de plus petit diameétre dont les nanoparticules. La
valeur proposée est RfC = BMCLhec x 1/1000 = 9.10*mg.m3 pour une
augmentation de l'incidence d’'une hyperplasie de I'épithélium alvéolaire chez le
rat (US-EPA, 2009). Cette valeur n’est donc pas applicable a la forme
nanomeétrique, elle est rapportée ici a titre d’information.

6.2 PROPOSITION DE L’ INERIS

Dans la mesure ou il n'existe pas de données relatives aux expositions par voie
orale, la seule voie d’exposition qui sera donc développée ici est la voie
respiratoire. En effet, une approche par voie extrapolation voie a voie n’est
généralement pas recommandée et ne semble pas adaptée pour les
nanoparticules du fait des mécanismes attendus (INERIS, 2016).

La nature des nanoparticules rend difficile I'établissement d’une relation dose-effet
car contrairement aux substances chimiques dites « classiques », les effets des
nanoparticules sont tres dépendant de leurs caractéristiques physiques et de leur
réactivité en lien avec notamment les conditions de préparation de la
nanoparticule (Podila et Brown, 2013).

Concernant le dioxyde de cérium sous forme nanoparticulaire, la littérature ne
rapporte qu’'un nombre limité d’études directement utilisables (études in vivo pour
des expositions par voie respiratoire et pour des durées d’exposition sub-
chroniques ou chroniques). Ces études sont souvent limitées quant a la
caractérisation physique de ces particules. Malgré l'insuffisance de la base de
données disponible et des incertitudes concernant les effets des différentes
formes de nanoparticules de CeOg, il est proposé d’appliquer la méthodologie
habituelle de construction de valeurs repéres en toxicologie (AFSSET, 2007, 2010
; ANSES, 2015).
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Les études d’exposition aigué par voie intratrachéale ont également montré des
effets pulmonaires (inflammation, cytotoxicité, fibrose...). De plus, plusieurs
études ont mis en évidence linduction de biomarqueurs pour des effets
hépatiques cardiaques, rénaux ou niveau du systéme nerveux central et de la
rate. Ces données sont également soutenues par trois études montrant des
atteintes possibles au niveau cérébral lors d’exposition intraveineuses.
Cependant, les résultats des effets autres que pulmonaires sont parcellaires et ne
peuvent pas étre utilisés ici.

Ainsi, les seuls effets utilisables pour le moment dans le cadre de la détermination
d’une valeur repére sont donc les effets pulmonaires observés dans les études
d’exposition par voie respiratoire pour une durée d’exposition appropriée c’est-a-
dire sub-chronique ou chronique.

Il faut toutefois noter que plusieurs parameétres peuvent modifier ces effets comme
la taille des nanoparticules ou I'enrobage. De plus, la capacité du dioxyde de
cérium a changer d’état de valence pourrait également entrainer des modifications
quant a sa capacité a induire un stress oxydant (Dunnick et al., 2016 ; Naganuma
et Traversa, 2014 ; Pulido-Reyes et al., 2015).

6.2.1 EFFETS A SEUIL
e Choix de I’étude de référence

Pour la construction de valeur toxicologique repére pour des expositions par voie
respiratoire, les seules données expérimentales utilisables sont celles issues
d’études in vivo pour la voie d’exposition appropriée.

L’étude la plus pertinente pour I'élaboration d’'une valeur pour des expositions
chroniques est I'étude de Keller (2015) qui est une étude d’exposition chronique
sur 52 semaines présentant les niveaux d'effet les plus bas. Les résultats
préliminaires témoignent d’'une réaction inflammatoire au niveau du liquide de
lavage bronchoalvéolaire ce qui est compatible avec le profil toxicologique de la
substance. Cette étude montre que les effets les plus sensibles sont ceux
observés chez les rats femelles avec une nanoparticule bien décrite (NM-212,
diamétre 40 nm) pour laquelle une mesure de la charge pulmonaire permet
d’objectiver le lien avec I'exposition.

Les résultats préliminaires de I'analyse histopathologique sont disponibles pour un
nombre restreint d’animaux aprés un an d’exposition. Cette analyse a montré la
déposition de nanoparticules dans les macrophages au niveau alvéolaire et sous
épithélial et différentes altérations histologiques en lien avec le phénomeéne
d’inflammation. Ces altérations correspondent a une infiltration pulmonaire de
cellules inflammatoires augmentée de maniére statistiquement significative dés
0,3 mg.m= et une hyperplasie, une fibrose et des granulomes qui surviennent de
maniere dose-dépendante et sont augmentées de maniere statistiquement
significative a partir de 1 mg.m3. Aucune Iésion néoplasique ou pré-néoplasique
n’a été rapportée.

Cependant, seul des résultats préliminaires (analyse du liquide de lavage
broncho-alvéolaire, hématologie et protéine de phase aigué dans le sang et
analyse histopathologique limitée) de cette étude sont a I'heure actuelle
accessibles au sein d’un travail de thése.

Les premiers résultats de cette étude sont de bonne qualité.
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lls sont confortés par ceux d’autres études réalisées pour des durées d’exposition
plus courtes, sub-chronique (Keller, 2015) et subaigués (Aalapati et al., 2014 ;
Gosens et al., 2014).

o Choix de I'effet critique

L’effet critique retenu est un effet pulmonaire : une augmentation du nombre de
neutrophiles et une cytotoxicité. Seule une augmentation des gamma-GT est
observée a la concentration la plus faible (0,1 mg.m=), cette concentration peut-
étre retenue comme la concentration sans effet nocif (NOAEC). A la concentration
directement supérieure (0,3 mg.m=3), des effets inflammatoires pulmonaires sont
rapportés avec une augmentation statistiquement significative des neutrophiles et
des lymphocytes associée a une augmentation statistiquement significative des
gamma-GT et de la MCP-1. Compte tenu du caractére inflammatoire bien décrit
pour cette nanopatrticule, cette concentration pourra étre retenues comme LOAEC.

e Calcul dela valeur

Ajustement de la concentration et calcul d’une concentration équivalente chez
'’homme

A partir de la valeur de NOAEC retenue de 0,1 mg.m3, un ajustement au temps
est réalisé pour passer d’'une exposition discontinue a continue (6h/24h x 5j/7j),
Soit une concentration ajustée :

NOAECaps = 0,1 x (6/24) x (5/7) = 0,018 mg.m3 soit 18 pg.m-3
Choix des facteurs d’incertitude

Compte tenu des incertitudes résiduelles, des facteurs d’ajustement doivent étre
appligués pour prendre en compte :

- 'extrapolation de I'animal a 'homme (10),
- la variabilité au sein de I'espéce humaine (10),

- 'accés a des résultats uniquement préliminaires (les résultats d’histopathologie
n’étant pas disponibles actuellement) (3)

- et pour prendre en compte les effets non évalués comme ceux potentiels sur
I'appareil reproducteur ou ceux pour lesquels des effets sont suspectés (systéme
nerveux central, effets hépatiques...) (3)

soit un facteur d’incertitude global de 10 x 10 x 3 x 3 = 900.

Aucun facteur n'a été retenu pour prendre en compte la variabilité des
nanopatrticules, car celle utilisée dans I'étude a une taille approximative de 40 nm
ce qui permet une bonne diffusion de ces nanoparticules dans les alvéoles
pulmonaires (Loret, 2017) et devrait correspondre a une forte réactivité. Elle peut
étre considérée comme représentative des différentes formes, mais toute
extrapolation a d’autres nanoparticules devrait étre examinée au cas par cas.

Cette valeur est proposée sur la base des premiers résultats d’une étude
chronique, l'absence de I'ensemble des résultats ne permet pas de fournir une
évaluation satisfaisante et nécessite I'ajout d’'un facteur d’incertitude pour couvrir
d’éventuels effets qui n'auraient pas été observés dans les seuls résultats
disponibles.
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De plus, seuls les effets pulmonaires ont été pris en compte bien que les résultats
des études relatives a d’autres voies d’exposition ou a des durées d’exposition
plus courtes semblent indiquer d’autres effets potentiels qui n'ont pas été évalués
dans les études de toxicité chronique par inhalation. Ainsi, une étude d’exposition
subaigué (28 jours) par inhalation chez la souris a montré des effets hépatiques et
rénaux en plus d’une fibrose pulmonaire (Aalapati et al., 2014).

Ainsi, il est conseillé de réévaluer cette valeur des que I'ensemble des résultats
de l'étude de Keller (2015) sera disponible.

Valeur préliminaire proposée :
NOAECabs x 1/900 = 0,018 mg.m=3x 1/900 = 2.10° mg.m=3 =20 ng.m™3

6.2.2 EFFETS SANS SEUIL

En I'absence d’éléments suffisants relatifs aux données de génotoxicité et de
cancérogenese, il n’est pas possible de conclure sur la nécessité d’établir une
valeur pour les effets sans seuil.
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7. CONCLUSION

Les recherches réalisées lors de ce travail indiquent qu’il n’existe pas de valeur
spécifigue pour des expositions professionnelles ou environnementales aux
dioxyde de cérium nanoparticulaire, que ce soit par voie orale ou par inhalation.

En I'absence d’étude par voie orale, aucune valeur n’est proposée pour cette voie
d’exposition.

Afin de pouvoir prévenir les populations exposées des risques potentiels aux
nanoCeOz2, I'INERIS a développé une valeur repére préliminaire pour la voie
respiratoire.

Cette valeur a été établie a partir des résultats préliminaires d’'une étude chronique
chez le rat de Keller., 2015 en retenant une NOAEC de 0,1 mg.m= pour une
augmentation du nombre de neutrophile et une cytotoxicité pulmonaire. La
nanoparticule de CeOz: utilisée est la NM-212. Un facteur d'incertitude de 900 a
été appliqué pour tenir compte de l'extrapolation de I'animal a 'Homme, de la
variabilité au sein de la population humaine, l'utilisation de résultats uniquement
préliminaires et pour prendre en compte les limites de la base de données en ce
qui concerne les effets sur le développement, les effets neurologiques et le
mécanisme d’action du CeO2 sous forme nanoparticulaire.

Compte tenu de ces incertitudes, il est conseillé de réévaluer cette valeur des que
I'ensemble des résultats de I'étude de Keller (2015) seront disponibles.

e Voie respiratoire (effets a seuil) : 20 ng.m™
e Voierespiratoire (effets sans seuil) : données insuffisantes

e Voie orale (effets a seuil / sans seuil) : données insuffisantes

Il est rappelé que compte tenu de la grande variation des caractéristiques
des différentes nanoparticules de CeOz: et de leurs réactivités associées ces
valeurs sont indicatives et ne permettent pas de couvrir ’ensemble des
potentiels effets induits par les différentes formes de nanoparticules de
CeOs2. De plus, ces valeurs sont préliminaires et pourront étre révisées en
fonction de [I’évolution des connaissances relatives aux effets des
nanoparticules de CeO2 ou aux méthodes de calcul.
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