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Résumé

Le présent document vise a résumer I'état des connaissances scientifiques concernant I'innocuité du
dioxyde de titane (TiO,) utilisé comme additif alimentaire. Le TiO, est une poudre blanche qui est
approuvée comme additif alimentaire au Canada depuis plus de cing décennies et qui est utilisée pour
blanchir ou intensifier la brillance de plusieurs aliments. Le TiO, est insoluble, peu assimilable et il est
depuis longtemps considéré comme inerte, sur le plan toxicologique, lorsqu’il est absorbé par voie orale.
Cependant, I'innocuité du TiO, lorsqu’il est utilisé comme additif alimentaire a récemment été remise en
question, en grande partie en raison du fait que le TiO, de qualité alimentaire, bien qu’il ne soit pas
intentionnellement congu comme un nanomatériau, contient toujours une fraction de particules a
I’échelle nanométrique (< 100 nm). Une analyse récente d’échantillons de TiO, de qualité alimentaire sur
le marché européen (oU il est appelé E171 conformément aux exigences européennes en matiére
d’étiquetage pour les additifs alimentaires) a révélé que la portion de particules d’'un diametre < 100 nm
avait une masse équivalente a jusqu’a 30 % de sa masse et comptait environ 70 % de particules
(Verleysen et coll. 2020; 2021). Les particules de TiO, a I'échelle nanométrique, ainsi que les particules de
TiO, de qualité alimentaire contenant des nanoparticules, peuvent produire des effets toxiques dans
divers systemes d’essai lorsqu’elles sont dispersées et stabilisées dans de matrices simples comme I'eau.
Toutefois, ces méthodes de dispersion visent a identifier les dangers intrinséques des particules
constitutives (particules primaires et agglomérats réduits) et sont d’une pertinence incertaine pour la
santé humaine, car le TiO, utilisé dans les préparationsalimentaires se présente sous forme d’agglomérats
constitutifs plus gros qui ne sont pas dispersés au méme degré. De plus, les protéines et autres
macromolécules présentes dans les matrices alimentaires et biologiques s’adsorbent rapidement et
avidement aux particules de TiO,, formant une « couronne » qui modifie la taille des particules et les
caractéristiques de surface qui régissent leurs interactions avec I’environnement intestinal. Il n’est donc
peut-étre pas surprenant que les études in vivo qui administrent le TiO, aux animaux a travers leur
alimentation ou les études in vitro qui utilisent une matrice alimentaire simulée ne tendent pas a
reproduire les résultats observés dans les études utilisant le TiO, dispersé dans des matrices simples.

Le TiO, est photo active et de petites particules en particulier peuvent subir des réactions
photocatalytiques dans des milieux aqueux pour produire des radicaux hydroxyles lors de I’exposition a
la lumiére, ce qui peut entrainer des dommages oxydatifs dans les systemes d’essai. Le TiO, est également
sonocatalytique et des préoccupations ont été soulevées quant au fait que I'énergie appliquée pendant
la sonication pour désagglomérer le TiO, pourrait aussi produire des radicaux réactifs, ce qui pourrait
générer des artéfactslorsdes essais de toxicité. Bien que la littérature existante en matiére de toxicologie
expérimentale pour le TiO, soit abondante, les particules employées dans les études sont souvent mal
décrites (voire pas du tout), ce qui rend difficile I'établissement de relations entre les caractéristiques des
particules (p. ex. taille, état d’agglomération, surface, nombre de particules, etc.) et la toxicité. Il est donc
également difficile de déterminer la pertinence de cesrésultats expérimentaux pour I’exposition humaine
aux formes de TiO, utilisées dans les aliments.

Le TiO, n’est pas métabolisé de maniere significative et bien que la grande majorité des particulesingérées
soient excrétées inchangées dans les selles, les études chez les animaux et les volontaires humains
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indiquent qu’une petite fraction, probablement de I'ordre de 0,001%, peut étre systématiquement
disponible par voie orale. Dans le tractus gastro-intestinal, les particules de TiO, peuvent avoir acces au
tissu lymphoide associé autube digestif (GALT), ou elles peuvent demeurer localement dans des follicules
lymphoides spécialisés appelés plaques de Peyer ou étre déplacéesde facon systémique, selon leur taille.
Chez les donneurs d’organes cadavériques, le TiO, a été détecté dans divers organes, notamment ceux
riches en macrophages, comme le foie et la rate, bien qu’il n’existe aucun lien établi entre I'activité de ces
organes et I'dge ou la pathologie. Les préoccupations initiales concernant I'exposition humaine aux
particules de TiO, découlent en partie d’une étude non exigée sur les rats financée par I’ Agence nationale
de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES, France) dans laquelle les
animaux ont été exposés a du TiO, de qualité alimentaire dispersé dans I'eau potable a une dose
pertinente chez I’humain (~10 milligrame par kilogramme de poids corporel par jour; mg/kg pc/j) pendant
100 jours (I’étude de Bettiniet coll. 2017). Il a été constaté que les particules de TiO, s’étaient accumulées
dans les plaques de Peyer et que les animaux exposés avaient développé de grands foyers de crypte
aberrants (FCA, une Iésion coloniale qui peut progresser vers la néoplasie), a des taux plus élevés que les
témoins non exposés. Néanmoins, la présence de FCA dans le cOlon constatée par Bettini et coll. ne s’est
pas reproduite dans des études subséquentes, méme avec des doses beaucoup plus élevées.

Le modele diététique des rongeurs imite avec succés I'exposition humaine au TiO, de qualité alimentaire,
puisque I’administration de TiO, de qualité alimentaire incorporé dans les aliments pour animaux a
entrainé I'accumulation de particules de TiO, dans les plaques de Peyer chez les rongeurs, comme cela se
produit chez les humains apres|’exposition au TiO, a travers|’alimentation (Riedle et coll. 2020). Plusieurs
études dans lesquelles le TiO, de qualité alimentaire a été administré par I'intermédiaire de I'alimentation
sont disponibles et la plus grande importance a été accordée a ces études dans cet examen. Un essai
biologique sur les rongeurs pour la détection de maladies chroniques effectué par le National Cancer
Institute des Etats-Unis (NCI 1979) n’a révélé aucune preuve de tumeurs intestinales ou d’autres lésions
intestinales, y compris I'inflammation, chez des rats ou des souris exposés au TiO, incorporé a
I"alimentation pendant deux ans. Cette étude s’appuyait sur un article de test qui est tres cohérent avec
les formes de TiO, actuellement utilisées dans les aliments, y compris la fraction des particules a I'échelle
nanométrique. De plus, une étude congue pour reproduire les résultats de Bettini et coll. (2017) a I'aide
d’un modele alimentaire n’a pas mené a la découverte de FCA dans le colon des rats aprées une exposition
au TiO, de qualité alimentaire pendant 100 jours jusqu’a la dose la plus élevée testée (236-300 mg/kg
pc/j) en présence ou en absence d’un cancérogéne. Des résultats similaires ont également été observés
dans une étude récente de toxicité pour la reproduction d’une génération réalisée conformément a la
ligne directrice n° 443 de I'OCDE (LPT 2020, citée dans EFSA 2021a). Cette étude a été menée avec des
modifications spécifiguement destinées a évaluer la possibilité que le TiO, de qualité alimentaire produise
des effets indésirables dans le colon, et I'article de test sélectionné était un TiO, de qualité alimentaire
disponible sur le marché et pour lequel il a été déterminé qu’il comptait parmila plus grande fraction de
nanoparticules constitutives de tout échantillon testé sur le marché européen. Aucun effet indésirable n’a
été observé jusqu’a la dose la plus élevée testée de 1 000 mg/kg pc/j administrée par I'intermédiaire du
régime alimentaire lorsque les rats étaient continuellement exposées de la préconception a I’adge adulte.
Enfin, les données disponibles indiquent que le TiO, de qualité alimentaire n’est pas génotoxique in vivo,
bien que le nombre d’études disponibles soit limité et que des recherches plus poussées soient
recommandées pour confirmer ces résultats.
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En somme, les effets indésirables signalés associés a I'exposition orale au TiO, sont largement dérivés
d’études non standard dans le cadre desquelles des suspensions stables et homogénéisées de particules
dispersées par ultrasons étaient administrées. Bien que ces étapes intensives de préparation
d’échantillons soient nécessaires et appropriées pour la caractérisation des particules et I'identification
des dangers pour les nanomatériaux en général, de I'avis de la Direction des aliments de Santé Canada,
elles ne représentent pas entiérement I'exposition au TiO, en tant qu’élément constitutif des aliments.
Dans I'ensemble, au cours de cet examen, la Direction des aliments de Santé Canada n’a pas cerné de
problemes de santé probants liés a I'utilisation du TiO, comme additif alimentaire. Bien que certaines
incertitudes dans la base de données aient été cernées, lesquelles mériteraient de faire I'objet d’une
recherche plus approfondie, le poids des données disponibles laisse supposer que ces lacunes dans les
données ne sont pas assez importantes pour justifier d’'une approche plus prudente a I'heure actuelle.
Comme c’est le cas pour les additifs alimentaires en général, la Direction des aliments de Santé Canada
continuera de surveiller les nouvelles connaissances scientifiques concernant I'innocuité du TiO, utilisé
comme additif alimentaire, et cette conclusion pourrait étre réexaminée si de nouvelles informations

scientifiques devenaient disponibles.
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1. Contexte

Le dioxyde de titane (TiO,; E171') est autorisé pour utilisation comme additif alimentaire au Canada
conformément aux bonnes pratiques industrielles (BPI), ce qui signifie que la quantité ajoutée ne doit pas
dépasser la quantité requise pour atteindre I'objectif pour lequel elle a été ajoutée.? TiO, est un colorant
qui est largement utilisé au Canada et a I'étranger dans divers produits comme les confiseries, les noix
transformées, les produits laitiers, les produits de boulangerie et les condiments.? En 1969, le Comité
mixte FAO/OMS d’experts des additifs alimentaires (JECFA) a évalué I'innocuité du TiO, en tant que
colorant alimentaire et a conclu que ce composé était insoluble, peu assimilable et n’avait pas révélé de
toxicité systémique lorsgu’il était absorbé; par conséquent, une dose journalieére admissible (DJA) « sans
limite » a été fixée (JECFA 1969). Des DJA non numériques sont attribuéesa certainsadditifs alimentaires
pour lesquels I'usage prévu ne révele aucune préoccupation toxicologique. Le TiO, a également fait I’ objet
d’une étude biologique sur le cancer chronique des rongeurs menée par le National Cancer Institute (NCI)
des Etats-Unis a la fin des années 1970 (NCI 1979). Aprés deux années d’exposition a des doses
relativement élevées administrées a travers I'alimentation, aucun signe de toxicité considéré comme lié
au traitement n’a été noté et il a été déterminé que le TiO, n’était pas cancérogene lorsqu’ingéré par voie
orale par les ratsou les souris. Par la suite, le TiO, de qualité alimentaire a été percu comme une substance
plutot anodine et considéré comme un ingrédient inerte non toxique, lorsqu’ingéré. Néanmoins, au cours
des derniéres années, d’autres éléments de preuve ont commencé a émerger et ces derniers ont remis
ce point de vue en question.

En 2016, le groupe scientifique sur les additifs alimentaires et les sources de nutriments ajoutés aux
aliments (ANS) de I’Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a réévalué le E171 en tant
gu’additif alimentaire et a conclu que la biodisponibilité par voie orale du TiO, était extrémement faible
et que « |'utilisation du TiO, (E171) en tant qu’additif alimentaire [ne soulevait] aucune préoccupation
génotoxique » (EFSA 2016). Toutefois, le groupe ANS a relevé plusieurs lacunes en matiére de données
qui ont empéché I'établissement de directives fondées sur la santé, en particulier I'absence de données
sur la toxicité pour la reproduction ainsi que la nécessité d’obtenir des données supplémentaires
concernant les spécifications de E171. Le groupe ANS a également recommandé que les spécifications

1E171 estladésignation européenne du dioxyde de titane (Ti O2) qui satisfait aux spécifications relatives aux additifs
alimentaires. Les spécifications européennes relatives a I’E171 et aux autres additifs alimentaires figurent dans le
réglement (UE) no 231/2012 dela Commission du 9 mars 2012 établissant | es spécifications applicables aux additifs
alimentaires énumérés aux annexes Il et |11 du réglement (CE) no 1333/2008 du Parlement européen et du Conseil.
2 Les BPI sont définies dans I’Autorisation de mise en marché d’additifs alimentaires de |a Loi sur les aliments et
drogues. https://laws-lois.justice.gc.ca/fra/reglements/DORS-2012-204/page-1.html

3Le TiO utilisé dans |l es aliments vendus au Canada doit satisfaire aux spécifications de qualité alimentaire énoncées
dans le Food Chemicals Codex (FCC) ou le Répertoire des normes pour les additifs alimentaires. Le FCC est un recueil
denormes de pureté et d’identité pour les ingrédients alimentaires, y compris les additifs alimentaires, publié par la
United States Pharmacopeial Convention. Le Répertoire des normes pour les additifs alimentaires qui contient les
spécifications établies par le JECFA est publié par I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et
I’agriculture. Les spécifications du FCC et du JECFA pour le TiO, comprennent des exigences relatives a |'identité
chimique et a la pureté, mais n’incluent pas de limites quant a la taille des particules dans |e matériau de qualité
alimentaire.
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existantes de I'Union européenne (UE) pour le TiO, (E171) soient mises a jour afin d’inclure une
caractérisation de la distribution de la taille des particules et de préciser le pourcentage (en nombre et en
masse) de particules a I'échelle nanométrique. A ce moment-Ia, on considérait que le E171 se composait
principalement de micro-TiO,, la fraction des particules d’échelle nanométrique étant inférieure a 3,2 %
en masse. On sait que les particules nanoscopiques présentent des propriétés, attribuées a leur petite
taille, qui sont distinctes des atomes et des molécules qui les composent et de la forme « en vrac» du
matériauayant la méme composition chimique (Auffan et coll. 2009).

En 2017, I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
(ANSES, France)a émis un avis (2017-SA-0020; ANSES, 2017) sur une étude financée par le gouvernement
francais (Bettini et coll. 2017) dans laquelle les souris ont été exposées a du TiO, (E171) de qualité
alimentaire par |’eau potable pendant 100 jours a des doses « représentant les niveaux alimentaires pour
les humains ». Bettini et coll. (2017) ont signalé que le traitement a 'E171 produisait des effets
inflammatoires dans le colon et provoquait des lésions prénéoplasiques sous forme de grands foyers de
crypte aberrants (FCA), en plus de promouvoir la croissance des FCA dans des mécanismes de
cancérogenese induite par des agents chimiques. Le comité d’expertsde I’ANSES a conclu que cette étude
fournissait de nouvelles informations sur les dangers de I'E171, mais n’a pas remis en question les
conclusions de I'avis du groupe ANS de I'EFSA émis en 2016. Le comité a également déclaré que I'étude
de Bettini et coll. (2017) ne pouvait pas étre utilisée pour I'évaluation des risques sans avoir d’abord
confirmé que ces mémes résultats sont produits lorsque I'E171 est administré aux animaux comme il est
présent dans une matrice alimentaire.

En 2018, la Commission européenne a demandé au groupe ANS de I'EFSA de fournir un avis scientifique
sur quatre études supplémentaires (Heringa et coll. 2016; Bettiniet coll. 2017; Guo et coll. 2017; Proquin
et coll. 2017) qui avaient été publiées aprés leur avis de 2016 en vue d’évaluer si, a la lumiére de ces
nouvelles données, il faudrait réexaminer I'avis existant concernant I'innocuité de 'E171 en tant qu’additif
alimentaire (EFSA, 2018a). Les auteurs de ces publications ont également été invités a une réunion
pléniere avec le groupe ANS de I'EFSA afin de présenter leurs conclusions et de répondre aux
commentaires et questions des membres du groupe ANS. La publication de Heringa et coll. (2016) n’était
pas une étude primaire, mais plutot une évaluation des risques d’exposition orale aux nanoparticules de
TiO, (TiO,-NP) fondée sur des données existantes (dont les études pivots avaient déja été examinées par
I’'EFSA). Le groupe ANS a relevé des limites importantes dans les trois études restantes ou de nouvelles
données ont été présentées et a jugé gu’elles étaient utiles pour I'établissement des dangers des
poussieres de TiO,-NP, mais qu’elles étaient peu pertinentes pour I'évaluation des risques de 'E171 dans
des conditions réalistes d’exposition par I'intermédiaire des aliments. Par conséquent, le groupe ANS a
conclu que ces études ne suffisaient pas pour réexaminer son avis existant en lien avec I'innocuité du TiO,
(E171) en tant qu’additif alimentaire.

En 2019, I'ANSES a recu une demande officielle du gouvernement pour fournir un soutien scientifique
et technique en lien avec les risques associés a I'ingestion de I’additif alimentaire E171 (ANSES 2019). Plus
précisément, ’ANSES a été invitée a identifier les études de toxicité orale du TiO, qui ont été menées
apres la publication par Bettini et coll. (2017), et sur la base de ces nouvelles études, de mettre a jour, au
besoin, les recommandations de I'avis de 2017. Le comité a recensé 25 autres études in vivo basées sur
I’administration du TiO, de qualité alimentaire par voie orale qui ont été publiées entre 2017 et 2019. Le
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comité d’experts a souligné que la majorité des études ont été menées avec des échantillons d’'E171 qui
avaient été dispersés en solution par sonication. Bien que les experts aient estimé que ces études
pouvaient aider a identifier « certains dangers » associés a I'E171, ils ont noté que I'étape de sonication
modifie la structure d’agglomération et « n’est pas entierement représentative de 'E171 comme on le
trouve dans les aliments ». Le comité a conclu que, sur les 25 nouvelles études examinées, aucune « n’a
été en mesure de confirmer ou de réfuter I'effet potentiel de cancérogenése que favoriserait 'E171
comme signalé dans I'étude de Bettini et coll. (2017) ». Dans son avis publié le 12 avril 2019, le comité a
recommandé que des études supplémentaires soient entreprises afin de mieux caractériser les propriétés
physicochimiques et les dangersde 'E171. lIs ont également indiqué que le processus d’obtention d’une
autorisation de mise sur le marché pour I'additif « doit étre fondé sur des avantages clairement établis
(valeur technologique, impossibilité de substitution, valeur pour le consommateur ou la collectivité) » et,
en attendant une meilleure caractérisation des dangers et des risques de I'additif E171, ils ont réitéréla
conclusion précédente de I’ANSES selon laquelle I’exposition des consommateurs aux nanomatériauxen
général devrait étre limitée.

A la suite de la publication de I"avis de I’ANSES de 2019, la Commission européenne a demandé a I’'EFSA
de fournir « une assistance scientifique et technique urgente concernant I’avis émis par I’ANSES ». Environ
un mois apresla publication de I’avis de I’ANSES, le 10 mai 2019, I'EFSA a publié une « déclaration relative
a 'examen des risques liés a I’exposition au dioxyde de titane (E171) de I’Agence nationale de sécurité
sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES) » (EFSA 2019a). L’EFSA a conclu que
I"avis récent de I’ ANSES a réitéré les lacunes et les incertitudes précédemment identifiées en matiéere de
données, et « [n’a] pas mis en évidence de nouvelles conclusions majeures qui annuleraient les
conclusions des deux avis scientifiques précédents sur I'innocuité du dioxyde de titane (E171) en tant
gu’additif alimentaire publiés par le groupe ANS de I'EFSA en 2016 et en 2018. »

En juin 2019, le groupe scientifique sur les additifs alimentaireset les arémes (FAF) de I'EFSA a publié un
autre avis sur le TiO, qui évaluait les données fournies par I'industrie a I'appui d’une proposition de
modification des spécifications de I’'UE pour I'E171 en ce qui concerne les parametresliés a la distribution
de la taille des particules?. Les opérateurs économiques intéressés avaient répondu a I'appel de 'EFSA de
2016 concernant des données supplémentaires sur les spécifications de la forme d’E171 en soumettant
des données sur cing marques commercialesd’anatase et sur une forme de rutile. Selon I'industrie, seuls
trois fabricants européens produisent du TiO, de qualité alimentaire et les échantillons analysés étaient
représentatifs de toutes lesformes d’E171 produites par ces fabricants. Les 6 échantillons ont été analysés
par 5 laboratoires différents a I'aide de diverses méthodes analytiques, dont la microscopie électronique
a transmission (MET), la microscopie électronique a balayage (MEB), la microscopie électronique a
transmission et a balayage (STEM), le séparateur centrifuge a disques a rayons X (XDC) et le séparateur
centrifuge a disques (DC). Pour les échantillons d’anatase, le diametre médian moyen par MEB variait de

4 D’'importantes avancées technologiques dans les méthodes utilisées pour évaluer les distributions dela taille des
particules sontsurvenues a lasuitedel’appel deI’EFSAde 2016 pour une plus grande clarté surles spécifications du
TiO,dequalitéalimentaire. En particulier, il a été démontré queles étapes de préparation de|’échantillon menant
a une désagrégation/agglomération optimale sont cruciales pourla caractérisation adéquate des répartitions dela
taille des particules dans les matériaux vierges et extraits. L'efficacité de la dispersionde |’échantillon, et en
particulierlatailleetla formedela sonde desonication, la puissance acoustique et|’énergie livrée peuvent toutes
avoirun impactsignificatif surle nombre de particules a I’échelle nanométrique détecté.
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104 a 166 nm avec 11,4 a 45,6 % des particules par nombre ayant un diametre <100 nm; I'échantillon de
rutile avait un diametre médian de 151 nm avec 5,4% de particules par nombre ayant un diamétre
<100 nm. Le groupe FAF a conclu qu’en se fondant sur les informations fournies par I'industrie, les
spécifications pour le E171 devraient étre révisées afin de stipuler que la taille médiane des particules
devrait étre supérieure a 100 nm, telle que déterminée par microscopie électronique, ce qui équivaut a
un pourcentage de particules constitutives ayant une dimension externe minimale inférieure a 100 nm
par un nombre inférieur a 50 %. Le groupe FAF a également conclu que les avis précédents du groupe ANS
(EFSA 2016; 2018a) restaient valables et que les nouvelles données sur la distribution des particules ne
fournissaient pas de raison de réexaminer la conclusion tirée précédemment concernant la génotoxicité.
Toutefois, les experts du groupe FAF ont recommandé un réexamen de la base de données toxicologiques
conformément aux exigences en matiere de données énoncées dans les lignes directrices de I'EFSA sur les
nanotechnologies publiées en 2018 (EFSA 2018b). Le groupe FAF a également noté que I'industrie
prévoyait réaliser une étude poussée de toxicité pour la reproduction sur une génération (EOGRT) afin de
combler le manque de données mentionné par le groupe d’experts ANS de I'EFSA en 2016 et que cette
étude comprendrait des parameétres supplémentaires pour remédier au probléeme d’initiation/de
promotion de la tumeur par'E171, soulevé par Bettiniet coll. (2017).

Toujours en 2019, I'Office for Risk Assessment and Research de I'Autorité néerlandaise de sécurité
sanitaire des aliments et des produits de consommation (NVWA) a publié un avis sur les effets possibles
sur la santé de I'additif alimentaire E171 (NVWA 2019). L’ avis faisait suite a un atelier international auquel
ont été conviés des chercheurs qui étudient les effets sur la santé du TiO, de qualité alimentaire et des
experts en évaluation des risques chimiques. Une recherche documentaire a également été effectuée afin
de corroborer les conclusions tirées de I’atelier. La conclusion des participantsa I'atelier était conforme a
celle de I'EFSA (2018a); plus précisément, elle stipulait que les nouvelles études n’étaient pas suffisantes
pour permettre une remise en question de la conclusion de I’évaluation de I'EFSA de 2016. L’ Autorité a
conclu que les études menées sur les rongeurs indiquaient que le E171 peut étre associé a la promotion
tumorale dans le tractus gastro-intestinal (TGI), mais qu’aucune de ces études n’a été effectuée
conformément aux lignes directrices de I’OCDE et par conséquent, elles n’étaient pas suffisantes pour
procéder a une évaluation des risques bien étayée. L'Autorité a également noté qu’il n’y avait pas de
données fiables sur la dose-réponse dans les études sur les animaux et gu’il n'est pas clair si les
mécanismes qui constituent la base des effets sur les animaux se produisent aussi chez les humains au
méme degré. L’absence de renseignements plus détaillés sur les groupes potentiellement sensibles,
comme ceux qui ont une perméabilité intestinale accrue, a été aussi soulignée comme manque de
données. En outre, I’Autorité a noté que le taux d’incidence du cancer du c6lon a doublé aux Pays-Bas au
cours des 30 dernieres années, et bien qu’il ne soit pas possible d’établir un lien direct avec I'exposition
au TiO,, il est nécessaire d’approfondir I'étude des doses d’absorption réalistes.

En 2021, le groupe FAF de I'EFSA a réévalué I'ensemble des données toxicologiques pour le TiO,
conformément aux principes énoncés dans I’orientation scientifique sur I’évaluation des risques liés a
I'application des nanosciences et des nanotechnologies dans la chaine alimentaire et animale
(EFSA 2018b, révisée en 2021 b). Contrairement aux avis publiés en 2016 et en 2018 par le groupe ANS de
I’'EFSA, cette évaluation a pris en considération des études sur les TiO,-NP, qui n’étaient pas considérées
comme pertinentes jusqu’a présent pour la caractérisationdes dangers du E171. En mai 2021, le groupe
FAF de I'EFSA a publié un avis dans lequel il a conclu que I'E171 ne pouvait plus étre considéré comme
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sans danger lorsqu’il était utilisé comme additif alimentaire (EFSA 2021a). Plus précisément, le groupe FAF
a soulevé des préoccupations concernant i) le potentiel de bioaccumulation des TiO,-NP; (ii) le potentiel
d’immunotoxicité, d’inflammation et de neurotoxicité des TiO,-NP; iii) la conclusion selon laquelle aucune
étude de cancérogénicité bien congue des TiO, n’était disponible; et (iv) la possibilité d’un potentiel
génotoxique des particules de TiO,. Le groupe FAF a reconnu que la base de données n’était pas
concluante. Compte tenu des nombreuses incertitudes, il n"a pas été possible d’établir un niveau d
’innocuité pour I'absorption journaliere du TiO,.

La Food Standard Agency (FSA) du Royaume-Uni a examiné I’avis le plus récent de I'EFSA (2021a) et, ayant
relevé un certain nombre de préoccupations, a renvoyé la publication a ses comités consultatifs
scientifiques, a savoir le Committee on Toxicity of Chemicals in Food, le Consumer Products and the
Environment (COT) et le Committee on Mutagenicity of Chemicals in Food, Consumer Products and the
Environment (COM) pour examen indépendant par un expert. Les conclusions préliminaires de ces
comités d’experts ont été publiées sous forme d’énoncé de position provisoire en janvier 2022 (COT
2022). Apres avoir examiné |’évaluation du groupe FAF de I'EFSA en ce qui concerne la génotoxicité, les
experts du COM ont conclu que « les éléments de preuve ne permettaient pas de tirer des conclusions
définitives et qu’ils n’étaient donc pas d’accord avec les conclusions générales de I’ EFSA sur la génotoxicité
du dioxyde de titane E171». En raison de I'hétérogénéité de la base de données et des résultats
équivoques, le COM a estimé qu’il pourrait étre nécessaire d’affiner davantage les données avant de tirer
une conclusion définitive relative a la génotoxicité et a I'innocuité du TiO, et que les conclusions du groupe
FAF de I'EFSA n’étaient pas justifiables en se fondant sur la base des données disponibles. De méme, le
COT a remis en question la qualité et la robustesse de I’ensemble de données et le poids accordé par le
groupe FAF de I'EFSA a des études considérées comme étant de faible fiabilité. Le COT a été informé que
le groupe FAF de I'EFSA avait des indications selon lesquelles, lorsqu’il était utilisé par I'industrie, le E171
était dispersé par sonication dans les nanoparticules (NP) et que, par conséquent, les études utilisant des
particules entiérement a I'échelle nanométrique étaient considérées comme pertinentes par le groupe
FAF de I'EFSA. Toutefois, le COT a remis en question cette situation en notant que les TiO,-NP n"auraient
pas une fonction technique dans les aliments, car ils ne fourniraient pas de couleur et ne seraient donc
pas utiles®. Le COT a déclaré : « dans I'ensemble, le Comité a considéré que le poids des éléments de
preuve ne soutenait pas les conclusions tirées par I'EFSA ». Il convient de rappeler qu’il s’agit de
conclusions provisoires et que la FSA du Royaume-Uni procéde actuellement a un examen indépendant
de I'innocuité du TiO, en tant qu’additif alimentaire.

Dansson plus récent avis, le groupe FAF (EFSA 2021a) a conclu qu’il n’ était pas possible d’établir un niveau
d’innocuité pour la dose journaliere de TiO, en raison de diverses incertitudes. En réponse, un certain
nombre d’études supplémentaires ont été commandées par des exploitants d’ entreprises intéressés afin
de combler les lacunes dans la base de données probantes qui ont été relevées par le groupe FAF. Un
autre point, peut-étre plus important encore : des échantillons des matériaux d’essai utilisés lors de I'essai
biologique de toxicité chronique de 1979 ont été obtenus du dépot des NCI et caractérisés par des
méthodes modernes pour déterminer la similarité avec les formes actuelles de TiO, de qualité alimentaire,
y compris la fraction des particules d’échelle nanométrique. D’autres études ont été menées, notamment

> La Directiondes aliments de Santé Canada a recu une déclaration de I'industrie mentionnant que la sonication n‘est
pas employée pour incorporer le TiO, dans les préparations alimentaires liquides ou solides (International
Association of Color Manufacturers, comm. pers. 11 mars 2022).
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des études d’absorption cellulaire, des études de génotoxicité in vitro et des études de biodisponibilité
apres une administration orale. D’autres données sur la distribution et I’'homogénéité du E171 dans la
matrice d’alimentation utilisée dans I'’étude EOGRT ont également été fournies. La Direction des aliments
de Santé Canada a lancé un appel aI'industrie pour obtenir des renseignements sur les méthodes utilisées
pour incorporer le TiO, aux aliments. En réponse, un consortium de I'industrie représentant a la fois les
fabricantset les utilisateursfinaux de TiO, de qualité alimentaire a informé Santé Canada que la sonication
ou d’autres méthodes intensives visant a séparer les agglomérats ne sont pas utilisées pour incorporer le
TiO, aux préparations alimentaires liquides ou solides au Canada. A la lumiére de ce qui précéde, la
Directiondes aliments de Santé Canada a entreprisle présent examen qui s’appuie sur plusieurs nouveaux
éléments d’information importants qui n’étaient pas accessibles au groupe FAF au moment de leur
évaluation.

2. Portée

Le présent document vise a résumer |’état des connaissances scientifiques concernant I'innocuité du TiO,
de qualité alimentaire ainsi qu’a illustrer certainesincertitudes clés. Plutét que de servir d’apercu complet
de la toxicité du TiO,, il vise a mettre en lumiéere et a donner une perspective sur les données récentes, y
compris les études qui ont remis en question I'innocuité du TiO, de qualité alimentaire. Des évaluations
récentes effectuées par les autorités compétentes décrites ci-dessus, y compris celles de I'EFSA (2016;
2018a; 2019a,b; 2021a), de I’ANSES (2017; 2019) et de la NVWA des Pays-Bas (2019) ont été examinées
et ont servi de point de départ pragmatique pour I’examende la Direction des aliments de Santé Canada.
Les bibliothécaires de la Bibliotheque de la santé du gouvernement du Canada ont également entrepris
une recherche d’autres études toxicologiques et toxicocinétiques pertinentes chez les animaux ou les
humains afin de déterminer toute nouvelle donnée critique pour I'évaluation des risques pour la santé
humaine (les détails de la stratégie de recherche se trouvent a I'annexe A). Aprés la suppression des
doublons, un totalde 1 134 référencesuniques ont été identifiées et soumises a un examen préalable. En
outre, des recherches ciblées par nom chimique et numéro d’enregistrement du Chemical Abstracts
Service ont été effectuéessur lessites Web PubMed et PubChem, ainsi qu’a partir du moteur de recherche
Google Scholar, et les citations des articles pertinents ont été examinées. La recherche initiale dans la
bibliothéque a été effectuée le 29 juin 2021, suivie d’'une deuxiéme recherche dans la bibliotheque en
utilisant la méme stratégie de recherche le 19 janvier 2022. Pour les études obtenues en recherchant
manuellement dans les revues spécialisées, la date limite d’inclusion dans le présent rapport était le
1¢" mars 2022.

Critéres desélection des articles del’étude

Dans le cadre de la sélection au niveau 1, les titres et les résumés de toutes les études cernées dans la
recherche documentaire ont fait I’objet d’'un examen indépendant par deux évaluateurs toxicologues
principaux afin de trouver des données potentiellement pertinentes en fonction des critéres suivants :

1) Etude de recherche primaire
2) Portant sur I'exposition ou I"'administration du titane (Ti) ou du dioxyde de titane (TiO,) comme
objet d’essai
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3) A évalué un résultat toxicocinétique ou toxicologique in vivo (chez toute espéce de mammiféeres)
ou dans un modele ex vivo ou in vitro pertinent.

Tous les articles qui répondaient aux critéres ci-dessus ont été conservés et ont été soumis a un « examen
de sélection de niveau 2 », qui a nécessité un examen complet du texte fondé sur les mémes critéres de
sélection de niveau 1. Tous les articles satisfaisant aux critéres ci-dessus a la suite d’un examen complet
du texte ont ensuite été classés selon leur pertinence et leur fiabilité, et une justification a été fournie
pour ceux qui n’ont pas fait I’objet d’un examen plus approfondi.

Critéres de classement des articles

Deux évaluateurs principaux en toxicologie ont classé les articles de facon indépendante selon leur
pertinence et leur fiabilité et un consensus a été obtenu en casde divergence; des détails supplémentaires
sur les critéres de classement des articles se trouvent a I'annexe B. Chaque article a été évalué en fonction
de cing critéres principaux: 1) représentativité de I'essai, 2) mode d’exposition, 3) méthode de
préparationde I'échantillon, 4) fiabilité/qualité de I’étude et 5) type d’étude.

1. Représentativité des essais : Toutes les études toxicologiques ou toxicocinétiques qui ont mis a
I'essai du TiO, de qualité alimentaire ou des formes de TiO, hautement comparables au TiO, de
qualité alimentaire ont été considérées comme pertinentes pour cet examen. Les formes de TiO,
considérées comme hautement comparables au TiO, de qualité alimentaire ont été déterminées
en comparant les propriétés physicochimiques d’une forme donnée de TiO, a celles du TiO, de
qualité alimentaire. Les formes de TiO, ayant une taille moyenne de particules primaires, une
distribution de la taille des particules, un pourcentage de particules <100 nm, un point
isoélectrique, une surface spécifique par unité de masse, une composition de surface, une
composition élémentaire, une forme cristalline et une pureté ont été considérées comme
représentatives du TiO, de qualité alimentaire (voir la section « Documents de référence
pertinents pour I'étude du TiO, de qualité alimentaire » ci-dessous pour plus de détails). Les
articles qui étaient basés sur des essais ou qui ont utilisé des TiO,-NP (NP modifiées entiérement
nanométriques et dont le diametre moyen des particules est inférieur a environ 100 nm) n’étaient
pas cohérents avec la distribution de la taille des particules de TiO, de qualité alimentaire et ont
été jugés d’une pertinence limitée pour la présente évaluation®. Compte tenu du fait que le TiO,
de qualité alimentaire peut contenir une partie importante des particules primaires a I'intérieur
de I'échelle nanométrique, les études menées avec le TiO, de qualité alimentaire évalueront
simultanément tout TiO,-NP qui pourrait étre présent. Toutefois, dans de rares cas, les études
basées sur des TiO,-NP étaient employées en tant que preuves a I'appui de la présente évaluation,
si elles étaient considérées comme des études clé dans une évaluation par une autre autorité
compétente ou si les TiO,-NP étaient administrés par I'intermédiaire du régime alimentaire et que
I’étude était jugée comme ayant été bien menée.

2. Mode d’exposition : Les études qui ont utilisé le TiO, de qualité alimentaire ou des formes
hautement comparables au TiO, de qualité alimentaire dans un paradigme de dosage alimentaire

6 Santé Canadaexaminera les TiO.-NP dans le cadre d’une évaluation distincte propre aux nanomatériaux.
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ont recu la plus grande importance puisque ce paradigme tient compte de la contribution de la
matrice alimentaire et, par conséquent, refléte le mieux le mode d’exposition humaine au TiO, a
partir de préparations alimentairessolides et liquides’. Lesétudes qui ont utilisé du TiO, de qualité
alimentaire ou des formes hautement comparables a celles du TiO, de qualité alimentaire dans
des paradigmes de dosage oral non alimentaire (gavage oral, exposition a travers I'eau potable)
ont été considérées comme des preuves a I'appui, caril se peut qu’il n’y ait pas eu d’interactions
avec la matrice alimentaire. Dans la grande majorité des recherches sur I'alimentation, la
substance en question est habituellement administrée dans une matrice d’aliments solides (c.-a-
d. dans les aliments pour animaux) et ces résultats de toxicité sont appliqués a une grande variété
de groupes alimentaires, y compris les boissons et d’autres matrices alimentaires (p. ex. gommes
a macher, enrobages de confiseries, etc.). Bien que cette approche ne soit pas sans incertitude, si
la substance en question est connue pour avoir un effet de matrice alimentaire significatif (comme
c’est le cas pour le TiO, de qualité alimentaire), cette approche est toujours considérée comme
plus appropriée que I'application des résultatsd’ études de toxicité qui ne tiennent pas compte de
la contribution de la matrice alimentaire. Par conséquent, la Direction des aliments de Santé
Canada a considéré que les résultats des études sur I'alimentation avec le TiO, de qualité
alimentaire étaient plus appropriés pour supputer le comportement et les propriétés du TiO, de
qualité alimentaire dans les boissons et d’autres matrices d’aliments comparativement aux
études qui administraient le TiO, de qualité alimentaire dans I'eau dans des paradigmes de dosage
oral non alimentaire. Pour plus de détails, consultez la section « Incidence de la matrice
alimentaire et du milieu gastro-intestinal ».

3. Méthode de préparation de I'échantillon : Les études dans lesquelles les particules de TiO,
étaient intentionnellement dispersées par ultrasonication étaient considérées comme moins
représentativesdu TiO, lorsqu’elles étaient utilisées comme additif alimentaire. Ces méthodes de
dispersion visent aidentifier les dangers intrinseques des particules constitutives — aussi bien les
particules primaires que les agglomérats réduits. Les données disponibles suggérent que les
particules de TiO, dans les aliments, y compris les boissons et d’autres matricesalimentaires, sont
présentes sous la forme d’agglomérats constitutifs plus gros, qui n’ont pas été dispersés au méme
degré, et rien n’indique non plus que le TiO, se dissocie ou se désagrége dans le TGl (Dudefoi et
coll. 2021; Marucco et coll. 2020). De plus, la Direction des aliments de Santé Canada a recu la
confirmation de I'industrie que la sonication n’est pas employée pour incorporer le TiO, dans les
préparations alimentaires liquides ou solides (International Association of Color Manufacturers,
comm. pers. 11 mars 2022; Titanium Dioxide Manufacturers Association, comm. pers. 13 mai
2022). Pour ces raisons, la Direction des aliments de Santé Canada a examiné des études qui
s’appuyaient intentionnellement sur I'utilisation des particules de TiO, dispersées par sonication
pour ne pas étre pleinement représentatives de I’exposition humaine au TiO, comme constituant
d’un aliment et, par conséquent, ces études ont recu moins de poids dans la présente évaluation
que les études dans lesquelles les particules n’étaient pas dispersées et/ou stabilisées de facon
intensive. Toutefois, ces études ont toujours été considérées comme des preuves a I'appui de
I’examen. Voir la section « Dispersion des particules » pour plus de détails.

7 Bien que la matrice alimentaire soit souvent envisagée en termes d’aliments solides et complexes, d’autres
aliments comme les boissons ont également une matrice alimentaire, qui comprend divers protéines, sucres et
polysaccharides, bioactifs (c.-a-d. flavonoides, composés phénoliques), lipides, etc.
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4. Fiabilité/qualité de I'étude : Les études menées conformément aux normes reconnues a I'échelle
internationale pour les essais de toxicité (c.-a-d. les études conformes aux lignes directrices des
BPL et de 'OCDE) ont été traitées comme étant les plus fiables et de la plus haute qualité et, par
conséquent, ont recu la plus grande importance dans cette évaluation. Les études non exigées
ont également été prises en compte afin d’étreincluses dans cette évaluation au cas par cas (p.
ex. les études non exigées qui ont été jugées par d’autres autorités compétentes comme étant
des études clés et les études non exigées jugées fiables par la Direction des aliments de Santé
Canada).

5. Type d’étude : Des études in vivo, in vitro et d’ autres types ont été inclus dans la présente
évaluation, bien que les études in vivo aient recu le poids le plus élevé.

Classement des articles retenus

A partir de la recherche initiale dans la bibliothéque, un total de 281 articles d’analyse/expositions
provenant de 188 publications uniques ont été conservés a la suite d’une exploration par titre/résumé et
soumis a un examen de sélection de niveau 2. De ce nombre, 93 articles d’analyse/expositions ont été
éliminés, tandis que 93 articles d’analyse/expositions provenant d’études in vivo et 95 articles
d’analyse/expositions provenant d’études in vitro ou d’autres études ont été conservés et classés pour
leur pertinence et leur fiabilité. Des 188 articles d’analyse/expositions retenus a la suite d’une exploration
du texte intégral, 18 ont été jugés tres pertinents, 44 pertinents et 126 ont été jugés d’une pertinence
limitée. Pour la deuxiéeme recherche dans la bibliothéque, un total de 15 articles d’analyse/expositions
provenant de 12 publications uniques ont été conservés aprés la présélection par titre/résumé et sont
ensuite passés au crible de I'exploration du texte intégral. Trois de ces articles d’analyse ou expositions
ne répondaient pas aux critéres et ont été éliminés. Les 12 autres articles d’analyse/expositions ont été
conservés et classés en fonction de leur pertinence et de leur fiabilité, desquels 1 a été jugé trés pertinent
et 11 ont été jugés d’une pertinence limitée. Les détails des résultatsdu classement figurent au tableau 1
et a I'annexe C. D’autres études qui ne répondaient pas aux critéres de rétention, mais qui apportaient un
soutien essentiel aux conclusions d’autres évaluations par des autorités compétentes ont également été
examinées au cas par cas dans le présent rapport.

Tableau 1. Classement des articles d’analyse/expositions provenant des publications conservées a la suite
d’'un examen de sélection de niveau 2 pour les deux recherches effectuées dans la bibliothéque. Les
nombres en italique représentent les résultats obtenus lors de la premiére recherche dans la bibliothéque
et les nombres entre parenthéses ceux obtenus lors de la deuxieme recherche dans la bibliotheque.

Classement Total Invivo In vitro/ Autre
Tres pertinent 18(1) 13 (1) 5(0)
Pertinent 44 (0) 19(0) 25 (0)
Pertinence limitée 126 (11) 62(10) 64 (1)

Etudes de génotoxicité
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Le présent examen portait principalement sur les études de génotoxicité in vivo avec le TiO,, car ces
études étaient considérées comme plus représentatives de I|’exposition réelle au TiO, de qualité
alimentaire (voir la section « Couronne protéique autour des particules, matrice alimentaire et milieu
gastro-intestinal » pour plus de détails); cependant, les études de génotoxicité in vitro avec le TiO, de
gualité alimentaire ont également été brievement examinées. Les études in vivo qui étaient basées sur
I'administration des particules de TiO, par voie orale ont regu le poids le plus élevé. Afin de s’assurer que
le potentiel génotoxique du TiO, a été évalué dans des conditions d’exposition systémique, des études
lors desquelles des particules de TiO, étaient administrées par injection intraveineuse ou intrapéritonéale
ont également été prises en compte comme des preuves a |'appui de la présente évaluation. Le TiO, est
potentiellement un cancérogéne humain par inhalation a travers un mode d’action non pertinent a
I’exposition orale (c.-a-d., surcharge de particules dans les poumons) et, par conséquent, les études in vivo
lors desquelles le TiO, a été administré par inhalation n’ont pas été jugées pertinentes et ont été exclues
de I’évaluation.

Documents de référence pertinents pour l'étude du TiO, de qualité alimentaire

La base de données sur le TiO, comprend des études menées a I'aide d’une grande variété de matériaux
du TiO, ayant des propriétés et des applications physicochimiques distinctes, y compris le TiO, de qualité
alimentaire, le TiO, de qualité non alimentaire (comme le TiO, de qualité cosmétique et certaines formes
de TiO, de qualité pigmentaire) et les TiO,-NP (voir le tableau4 a I'annexe D pour une description des
propriétés physicochimiques des formes de TiO, couramment utilisées comme articles d’analyse). Le TiO,
de qualité alimentaire, qui a été décrit comme TiO, pur (> 99 %), anatase en phase cristalline ou rutile
avec une surface spécifiqgue comprise entre ~8 et 10 m2g-1, avec desgroupes de phosphate a la surface et
pas plus de 2 % d’ oxyde d’aluminium et/ou de dioxyde de silicium seul ou combiné, est le matériau de
référence le plus pertinent pour I'étude de I'exposition humaine auTiO, dansles aliments (Dudefoi et coll.
2017a; Geiss et coll. 2020; JECFA 2012). Le TiO, de qualité alimentaire peut également contenir un
pourcentage de TiO,-NP pouvant atteindre environ 30 % en masse de particules et environ 70 % en
nombre de particules (Verleysen et coll. 2020; 2021), et par conséquent, des études menées avec du TiO,
de qualité alimentaire évalueront simultanément la toxicité de tout TiO,-NP qui pourrait étre présent.
Verleysen et coll. (2021) ont également signalé que « presque aucune particule inférieure a 30 nm n’a été
observée » dans des formes vierges d’E171 (c.-a-d. avant son ajout aux aliments) ainsi que dans divers
produits alimentaires sur le marché européen qui contenaient du TiO,. Par conséquent, les études lors
desquelles des TiO,-NP sont administrés entie@rement a I’échelle nanométrique comme articlesd’analyse,
et en particulier, les TiO,-NP < 30 nm (p. ex. Aeroxyde® P25) ne sont pas vues comme des documents de
référence appropriés pour étudier la toxicocinétique et la toxicité du TiO, de qualité alimentaire en raison
de différences importantes dans les propriétés physico-chimiques entrele TiO, de qualité alimentaire et
les TiO,-NP, y compris le diaméetre moyen des particules, la distribution de la taille des particules, la surface
spécifique, la composition de la surface et la forme cristalline. En général, I'évaluation des risques liés aux
nanomatériaux est un domaine naissant et en évolution qui présente un certain nombre de défis
inhérents. Il a été suggéré qu’étant donné le nombre de variables potentielles et leur influence sur le
devenir et les interactions biologiques, les NP ne peuvent étre évaluéesqu’au cas par cas (Carriere et coll.,
2020; Nature Nanotechnology 2020). Selon ce point de vue, la nanotoxicologie n’est pas suffisamment
avancée pour permettre I'utilisation d’une lecture en continu en vue d’effectuer des évaluations des
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dangersou des risques, et les résultats des essais de toxicité a I’aide du TiO,-NP de qualité non alimentaire
devraient donc étre considérés comme propres a la particule spécifique a I'essai et ne doivent pas
nécessairement étre pertinents ni extrapolables a la fraction nanométrique des matériaux de qualité
alimentaire. Néanmoins, les études qui employaient des TiO,-NP ont quelquefois été prises en
considération en tant que preuves a |’appui de la présente évaluation, par exemple lorsqu’une étude était
jugée comme étant clé dans une évaluation par une autorité compétente.

Définitions

Une grande variété de termesont été employés pour décrire le TiO, dans la littérature. 8. Dansla présente
évaluation, le termeTiO, est utilisé pour décrire le TiO, en général et englobe toutes les tailles de
particules (c.-a-d. microdimensions et nanodimensions) ainsi que tous les usages techniques (c.-a-d.
alimentation, cosmétique, pigment, etc.). Les microparticules de TiO, (également décrites comme des
particules de TiO,de microéchelle ou de microtaille) font référence a des particules dont la taille moyenne
est > 100 nm, tandis que les TiO,-NP (également décrites comme des particules de TiO, d’échelle
nanométrique ou de taille nanométrique) font référence a des particules dont la taille moyenne des
particules est < 10 nm. Les termes TiO, « de qualité alimentaire », « cosmétique » et « pigmentaire » sont
utilisés pour décrire les diverses formes de TiO, approuvées pour utilisation dans les aliments, les
cosmétiques et comme pigments en général, respectivement. |l est a noter que toutes les formes de TiO,
de qualité alimentaire sont également de qualité pigmentaire, mais que toutes les formes de TiO, de
qualité pigmentaire ne sont pas de qualité alimentaire. Dans le présent examen, le terme « vierge » est
utilisé pour décrire le TiO, de qualité alimentaire avant qu’il ne soit ajouté aux aliments. Il existe de
multiples formes de TiO, de qualité alimentaire, dont E171, A200 et Unitane® 0-220, qui ont été décrites
plus endétail dans le présent document. Sur le marché européen, le TiO, de qualité alimentaire est appelé
E171 conformément aux exigences européennes en matiere d’étiquetage pour les additifs alimentaires,
alors gu’en Chine il peut étre désigné par A200. Unitane® 0-220 est le nom commercial d’'une forme de
TiO, de qualité alimentaire précédemment fabriquée aux Etats-Unis par la American Cyanamid Company
qui n’existe plus aujourd’hui. Il faut préciser que le TiO, se trouve sous d’autres identificateurs ou noms
commerciaux dans différents pays. Dansla présente évaluation, le terme TiO, de qualité alimentaire a été
utilisé pour parler de I'utilisation d’additif alimentaire de TiO, en général; toutefois, lorsqu’une étude
faisait état d’une forme particuliere de TiO, de qualité alimentaire (c.-a-d. E171, A200, Unitane® 0-220),
cette forme particuliere a été signalée.

3. Composition, propriétés et usages

Le titane (Ti) est le neuvieme élément le plus abondant dans la crolte terrestre et il est largement
distribué. Le titane peut s"accumuler dans le sol en raison de I'altération des roches et étre absorbé par
les plantes (Dumon et Ernst 1988). Les sources anthropiques du Ti dans |'environnement comprennent la
combustion de combustibles fossiles, I'incinération de déchets contenant du Ti et les émissions résultant
du traitement industriel de métaux, de minéraux et d’autres substances contenant du Ti (OMS 1982). Par
conséquent, la teneur de fond naturelle du Ti peut étre détectée dans les milieux environnementaux, les

8 Liste des synonymes fournis par le déposant pourleTiO»
(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Titanium-dioxide#section=Depositor-Supplied-
Synonyms &fullscreen=true)
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aliments et |'eau potable. Bien qu’aucun réle biologique n’ait été identifié pour le Ti chez les mammiferes,
les humains ont néanmoins 10 a 20 mg de Ti dans I'organisme, ce qui le rend plus abondant que certains
éléments essentiels (Buettner et Valentine 2012; Swiatkowska et coll. 2019).

Le TiO, est une poudre blanche utilisée comme pigment dans diverses industries. |l est apprécié pour son
indice de réfraction élevé. Le TiO, pur se forme dans plusieurs structures cristallines bien que seuls
I'anatase, le rutile ou un mélange des deux soient utilisés dans les aliments. Le TiO, de qualité alimentaire
et pigmentaire est un produit synthétisé a partir de précurseurs de Ti purifiés utilisant uniquement des
procédés au sulfate (formes anatase et rutile) ou des procédés au chlorure (rutile seulement) (Ropers et
coll. 2017)°. Par contre, les TiO,-NP peuvent étre fabriquées par diverses méthodes, comme les procédés
sol-gel, hydrothermique ou par pyrolyse par pulvérisation a la flamme. Pour de nombreuses applications,
y compris les cosmétiques et certains produits thérapeutiques, les particules de TiO, sont recouvertes de
revétements qui modifient leurs propriétés physicochimiques. Par conséquent, les études de toxicité
utilisant ces matériaux peuvent ne pas étre pertinentes pour le TiO, employé comme additif alimentaire,
qui normalement ne fait I'objet d’aucun traitement de surface et n’est pas recouvert d’'un revétement
(EFSA 2016). La composition en surface du TiO, de qualité alimentaire differe également de celle d’autres
matériaux de TiO,, comme les TiO,-NP, destinés a des usages non alimentaires et fabriqués a I'aide de
méthodes synthétiques autres que les procédés au sulfate ou au chlorure. La surface des particules de
TiO, de qualité alimentaire est couverte par des groupes de phosphate superficiels résultant des
méthodes synthétiques utilisées pour fabriquer le matériau, tandis que les matériaux fabriqués avec
d’autres méthodes peuvent avoir des groupes fonctionnels de surface différents (p. ex. groupes
hydroxyles). Les propriétés de surface particulieresdes matériaux de TiO, ont une incidence significative
sur le comportement des matériaux dans divers environnements, y compris les milieux biologiques, de
sorte que les matériaux de TiO, avec des propriétés de surface qui different de celles du TiO, de qualité
alimentaire peuvent ne pas étre considérés comme des modeles pertinents lors de I'étude du devenir du
TiO, alimentaire (Dudefoi et coll. 2017a).

La distribution idéale de la taille des particules du TiO, de qualité alimentaire varie de 200 a 300 nm, ce
qui correspond a environ la moitié de la longueur d’onde de la lumiere visible et offre une diffusion
optimale de la lumiere, produisant ainsi I'effet de blanchiment souhaité (Winkler et coll. 2018). Les
particules de TiO, de moins de 100 nm sont transparentes a la lumiere visible et ne sont pas d’une
importance fonctionnelle en tant que pigment. Cependant, malgré la taille moyenne des particules dans
la plage souhaitée (200-300 nm), les particules primaires dans le TiO, de qualité alimentaire forment une
large distribution de taille qui contient toujours des particules inférieures a 100 nm. Bien qu’il s’agisse
d’un fait reconnu depuis longtemps, la fraction des particules primaires a I’échelle nanométrique était
considérée comme minimale dans le TiO, de qualité alimentaire. A la suite de I’appel de données lancé

9Le TiO, a basedesilicate d’aluminium et de potassium, aussi connu sous le nom de pigments nacrés a base de mica,
est également permis comme colorant alimentaire au Canada. Cependant, ces substances sont chimiquement et
toxicologiquement distinctes des colorants a base de TiO, qui font I’objet du présent rapport et ne sont pas
examinées plus en détail dansle présentrapport. Il convient de noter que le groupe FAF de I’'EFSA (2020) souligne
que lesilicated’aluminium et de potassiumetles particulesdeTiO, « ... sontliés|’un a I'autre par de fortes forces
physiques et ne peuvent étre séparés I'un de I’autre par des méthodes standard ». Par conséquent, les pigments
nacrés a base de micadevraient étre considérés comme une entité distincte plutét que comme des « porteurs » de
particulesdeTiO,.
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par I'EFSA en 2016, de nouvelles méthodes d’analyse avec des limites de détection de taille
considérablement améliorées ont été élaborées et optimisées pour quantifier la distribution de la taille
des particules de TiO, de qualité alimentaire avec une plus grande précision et exactitude. Sur la base de
ces améliorations méthodologiques, I'analyse récente des particules vierges de E171 sur le marché
européen ainsi que de I'E171 isolé des matrices alimentaires a I'aide de procédures d’extraction
optimisées a révélé que la masse des particules primaires d’un diametre inférieur a 100 nm était aussi
élevée que 30 %, avec une moyenne d’environ 25 % dans douze échantillons, méme sila masse de certains
échantillons de la fraction de NP était aussi basse que 2 % (Verleysen et coll. 2020; 2021; Tableau 2). Les
fabricantsde ces produits qui ne contiennent qu’une petite fraction de particulesa I’échelle nanométrique
n’'ont pas indiqué si des mesures ont été prises pour réduire délibérément leur nombre, bien que ces
résultats suggerent qu’il pourrait étre possible de produire du TiO, de qualité alimentaire avec une
fraction minimale de particules primaires a I’échelle nanométrique. Sur la base du nombre de particules,
le pourcentage de particules primaires d’un diametre inférieur a 100 nm peut étre égal ou supérieur a
50 %, bien que le pourcentage en nombre de particules d’un diametre inférieur a 30 nm soit de I'ordre de
1 % ou moins (EFSA, 2021a).

Tableau 2. Pourcentage de particules a I'échelle nanométrique (en nombre et en masse) parmi
12 échantillons vierges de TiO, de qualité alimentaire achetés sur le marché européen et analysés par
Verleysen et coll. (2020; 2021; données extraitesdu Tableau W.2 de I'EFSA 2021a).

] Pourcentage de particules Pourcentage des particules
Identifica . e
teur Structure constitutivesen nombre constitutives en masse
<100 nm <100 nm

E171-02 Anatase 74 33
E171-03 Anatase 64 29
E171-04 Anatase 67 32
E171-06 Anatase 65 29
E171-07 Anatase 73 31
E171-09 Anatase 71 32
E171-A Anatase 40 10
E171-B Anatase 70 30
E171-C Anatase 56 20
E171-D Anatase 18 2
E171-E Anatase 65 27
E171-F Rutile 20 3

La masse est I'unité de mesure la plus courante utilisée pour exprimer la concentration/les doses des
particules de TiO, dans les études in vitro et in vivo. Elle est peut-étre la seule unité de mesure possible
en laboratoire. Toutefois, cette mesure d’exposition est questionnable du point de vue toxicologique
compte tenu de la nature des NP. A moins d’une dilution en série avec le méme matériau, évaluer
I’exposition aux TiO,-NP en mg/kg équivaut a les traiter de la méme maniére qu’avec une balance pour
produits en vrac, ce qui ne tient pas compte des propriétés fondamentales qui permettent de distinguer
les nanomatériaux. Si la toxicité des TiO,-NP est en partie fonction de la taille, du volume, de la
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morphologie, de la densité et/ou du nombre de particules ou de leur surface ou encore de leur réactivité,
I'utilisation de la masse comme unité de mesure de I|'exposition entrainera un biais dans I'analyse
toxicologique des formulations de TiO, qui contiennent des particules plus petites, ce qui peut empécher
I’extrapolation aux formes de TiO, comme le TiO, de qualité alimentaire qui sont constituées d’une
combinaison de micro- et nanoparticules. Pour les particules comme les TiO,-NP qui sont insolubles ou
peu solubles, la masse n’est pas directement liée au nombre de particules et est insuffisante pour
caractériser la dose (Delmaar et coll. 2015). Ainsi, I'utilisation de la masse comme unité de mesure de la
dose dans les études toxicologiques ne facilite pas les comparaisons pertinentes avec les estimations de
I’exposition humaine en vue de cerner le risque. Dans leur évaluation récente, les experts du groupe FAF
de I'EFSA (2021a) affirment que « les résultats des études menées avec E171 sur I'immunotoxicité et
I'inflammation ont été jugés incohérents; dans les études avec des TiO,-NP > 30 nm, les effets ont été
observés a une dose de 20 mg/kg pc/j alors que dans les études avec des effets TiO,-NP < 30 nm, les effets
ont été observés aux doses aussi faibles que 2,5 mg/kg pc/j ». Toutefois, si la toxicité se rapporte a
d’autresaspects comme le nombre de particules ou la surface, la « dose inférieure » exprimée en masse
peut étre une caractérisation erronée. Par exemple, Jones et coll. (2015) ont observé qu’« une particule
d’un diameétre de 500 nm aura le méme poids que 125 000 particules d'un diamétre de 10 nm ».

Les particules de TiO, sont trés stables et sont considérées comme non affectées par la transformation
des aliments (Winkler et coll. 2018). Cependant, selon bon nombre de recherches, les particules de TiO,,
en particulier les particules non recouvertes d’un revétement, ont tendance a s’agglomérer/s’agréger, les
particules plus petites ayant une plus grande tendance a s’agglomérer que les particules plus grosses
(Parrino et Palmisano 2020). Par conséquent, pour caractériser de facon fiable la distribution de la taille
des particules du TiO, de qualité alimentaire, qu’il s’agisse d’un produit pur ou isolé des aliments, un
certainnombre d’étapesde préparationd’échantillons peuvent étre nécessaires pour désagglomérer les
particules, comme une combinaison de pH optimisé, de sonication et de centrifugation (Verleysen et coll.
2021). Bien que ces méthodes de dispersion et de stabilisation aient été méticuleusement validées aux
fins de la caractérisation des particules, elles sont également largement utilisées pour les essais de toxicité
in vivo et in vitro. 11y a moins de certitude quant a savoir si les résultatsde ces tests sont pertinents pour
I’exposition humaine, étant donné que le TiO, ingéré dans les denrées alimentairesn’est pas soumis aux
mémes protocoles de désagglomération, et que, par conséquent, I'article d’analyse, lorsqu’il est
délibérément dispersé, peut étre considéré moins représentatif du TiO, de qualité alimentaire tel qu’il se
présente dans le régime alimentaire (voir la section « Dispersion des particules » plus loin pour plus de
détails). Dans son récent avis, le groupe FAF de I'EFSA (2021a) a noté que, sur la base des informations
recues de I'industrie, des dispersions liquides de I'E171 ou d’autres procédés visant a réduire la formation
d’agglomérats peuvent étre utilisées dans certains produits, bien que le seul exemple d’un tel usage ait
été « I'incorporation de I'E171 dans un comprimé ou une gélule » et il ne s’agit pas la exactement
d’aliments. Santé Canada n’est pasau fait des informations soumises aux experts du groupe FAF de I'EFSA,
bien gu’il soit possible que la réduction de la formation d’agglomératsdansce contexte fasse référencea
la séparation de gros agglomératsfaiblement reliés qui dépassent la plage de tailles idéale de particules
pour son utilisation technique; le fait de diviser les agglomérats en particules primaires, comme c’est le
cas dans certains protocoles de laboratoire, ne serait pas utile dans la préparation des aliments, car I’ effet
de blanchiment ou d’opacification désiré sera perdu ou diminué. La Direction des aliments de Santé
Canada a recu la confirmation de I'industrie que la sonication n’est pas employée pour incorporer le TiO,
dans les préparations alimentairesliquides ou solides (International Association of Color Manufacturers,
comm. pers. 11 mars 2022; Titanium Dioxide Manufacturers Association, comm. pers. 13 Mai 2022). De
plus, le procédé de production du TiO, de qualité alimentaire implique un broyage a haute énergie qui est
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beaucoup plus intensif que les méthodes utilisées pour incorporer le matériau dans toute application
d’utilisation finale connue, y compris la fabrication d’aliments (TDMA 2019).

Des avancées importantes dans les procédures employées pour caractériser les propriétés intrinseques
du TiO, de qualité alimentaire ont été réalisées a la suite de I'appel de I'EFSA (2016) pour I’obtention de
données supplémentaires concernant les spécifications de 'E171 (voir, par exemple, Verleysen et coll.
2020; 2021; Geiss et coll. 2020; 2021). Il est maintenant possible de caractériser de facon fiable les
particulesvierges enfonction de la distribution, de la forme, de la composition des particules, de la chimie
de la surface, de la charge de surface et du potentiel zéta parmi d’autres paramétres'?, en utilisant des
méthodes conventionnelles. Cependant, la différenciation des particules de TiO, in situ dans des matrices
alimentaires ou biologiques complexes présente encore des défis considérables (Singh et coll. 2014; Szakal
et coll. 2014). Les aliments sont des mélanges complexes et variables qui contiennent souvent des
particules ayant des dimensions qui chevauchent celles des particules étudiées (McClements et coll.
2016). Les particules de TiO, sont également présentes dans les aliments en petites quantités
(généralement 1 % du poids ou moins) et il est généralement nécessaire de les extraire et de les isoler
pour caractériser des propriétés telles que la distribution de la taille ou I'état d’agrégation. Cependant,
les méthodes employées pour isoler les particules du TiO, des autres particules peuvent modifier
fondamentalement les propriétés a I'étude et ne pasrefléter réellement les caractéristiques des particules
utilisées dans les aliments. Par exemple, Li et coll. (2021a) ont déterminé la distribution de la taille des
particules de TiO, dans la créme a café et la poudre de boisson instantanée. Les auteurs affirment que,
« Pour effectuer la caractérisation de la taille efficace des TiO,-NP, les boissons en poudre étudiées
doivent étre convenablement dispersées dans un milieu liquide ». Cependant, comme les TiO,-NP sont
bien connus pour leur sensibilité a I'agglomération/agrégation, il est important d’explorer les conditions
de travail appropriées pour réduire au minimum ces effets indésirables. A cette fin, pour extraire et isoler
les particules de leur matrice alimentaire et avant la détermination de la taille des particules, les
échantillons ont été homogénéisés, agitésavec un tensioactif, dégraissés avec un solvant organique (dans
le cas de la creme a café), centrifugés, agités davantage et traités aux ultrasons dans des solutions
conductrices contenant soit un tensioactif au pH ajusté, soit plusieurs détergentsioniques et non ioniques.
Les auteursont signalé que la plupart des particules étaient encore présentes sous forme d’agrégats et/ou
d’agglomérats, bien que « ... de nombreux NP individuels puissent encore étre trouvés et considérés
comme des particules primaires ». Cependant, ces étapes de préparation de I'échantillon sont
susceptibles de modifier de fagon importante I'état d’agglomération des particules, ce qui rend difficile
de tirer des conclusions de ces résultats. Il a été suggéré que la caractérisation complete des
nanomatériaux présents dans les matrices alimentaires complexes pourrait nécessiter |'élaboration de
nouvelles méthodes analytiques (Bellmann et coll. 2015; Szakal et coll. 2014).

Comme dans d’autres pays, le TiO, de qualité alimentaire est approuvé pour utilisation comme additif
alimentaire au Canada depuis plus de cinquante ans pour colorer (p. ex. blanchir ou faire briller) de
nombreux aliments (voir le tableau 3). Les niveaux maximaux d’utilisation autorisés pour le TiO, sont

10 Le potentiel zéta estune mesuredelachargesurles particules en suspensionetil est utilis€ comme une
indicationdela stabilité des dispersions. Un potentiel zéta élevé (négatif ou positif) indique la présence de
particules hautement chargées et de suspensions physiqguement stables, car |’agglomération est moins probable
en raison delarépulsionélectrostatique des particules individuelles, tandis que les potentiels zéta plus faibles
(négatifs ou positifs)sont associés a | ’agglomération.
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limités par les BPF et le régime alimentaire est considéré comme la plus grande source d’exposition au
TiO, pour la population générale (Ramoju et coll. 2020). En plus desaliments, d’autres sources potentielles
d’exposition humaine aux TiO, et TiO,-NP provenant de [utilisation de produits offerts aux
consommateurs comprennent des produits de soins personnels comme le dentifrice, des médicaments
comme certains comprimés ou capsules, ainsi que des écrans solaires et des cosmétiques appliqués a la
peau. Le TiO, est également le deuxieme ingrédient le plus couramment utilisé dans les encres de
tatouage, et des études sur le devenir des pigments de tatouage dans la peau ont montré qu’ils
s"accumulent dans les ganglions lymphatiques drainants (Schreiver et coll. 2017; Foerster et coll. 2020).
De plus, de nombreuses prothéses orthopédiques, comme les articulations artificielles, ainsi que les
implants dentaires sont faits de Ti, qui peut étre une source d’exposition aux Ti-NP, localement ou
systématiquement, en raison de |'usure et/ou de la corrosion. Les réactions cellulaires aux Ti-NP peuvent
contribuer aux mécanismes pathologiques sous-jacents aux réactions indésirables des tissus locaux
associées auximplants orthopédiques a base de Ti (Yao et coll. 2017), et les niveaux de Tisanguin ont été
proposés comme biomarqueur de l'usure des implants orthopédiques (Swiatkowska et coll. 2019).
L’exposition intraveineuse aux particules de TiO, est inhabituelle, mais elle a été documentée chez les
utilisateurs de drogues intraveineuses ayant des antécédents d’injection de comprimés broyés recouverts
de TiO, (Filho et coll. 1991; Lima et coll. 2004; Hamilton 2013; Gilbert et coll. 2021). Dans le cas d’une
exposition intraveineuse, des quantités importantes de particules de TiO, ont été observées
principalement dans le foie et la rate, et dans une moindre mesure dans les poumons, les ganglions
lymphatiques et la moelle osseuse.

Tableau 3. Usage autorisé du dioxyde de titane comme additif alimentaire au Canada ! conformément a
la Liste des colorants autorisés

Additif . Limites detolérance
] ] Permis dans ou sur .
alimentaire et autres conditions
Dioxyde de | (1) (1)
titane Confiture de pomme (ou de rhubarbe) et (nom du fruit); pain; Bonnes pratiques
beurre; jus de (nom du fruit) concentré sauf le jus d’orange industrielles!?

concentré congelé; marmelade de figues avec pectine; ceufs de
poisson (caviar); mélange pour creme glacée; mélange pour lait
glacé; sucre a glacer; liqueur; pate de homard; lait (indication
de I'aréme); lait partiellement écrémé (indication de I'aréme);
lait partiellement écrémé (indication de I'aréme) additionné de
solides du lait; lait écrémé (indication de I’aréme); lait écrémé
(indication de I’'aréme) additionné de solides du lait; confiture
de (nom du fruit) avec pectine; gelée de (nom du fruit) avec

1 Article n°1, Liste des colorants autorisés. Disponible en ligne a https://www.canada.ca/fr/sante-
canada/services /aliments-nutrition/salubrite-aliments/additifs-alimentaires/listes-autorises/3-colorants.html

12 Conformément a |’ Autorisation de mise en marché d'additifs alimentaires comme colorants, « Dans le cas ou la
mention "bonnes pratiques industrielles" figure ala colonne 3, cette exemptions’applique si la quantité de colorant,
ajoutéea |’alimenten cours de fabrication et de conditionnement, ne dépasse pas |a quantité requise pour parvenir
auxfins pour lesquelles|e colorant a été ajouté etsi toute autre conditionfigurant a cette colonne est respectée ».
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pectine; cornichons; marmelade d’ananasavec pectine; relish;
sorbet laitier; poisson fumé; catsup de tomates

(2) (2)

Aliments non normalisés Bonnes pratiques
industrielles

(3) (3)

Mélange de poisson et de chair préparésvisé a Bonnes pratiques

I'alinéa B.21.006n) industrielles

N.B. « Nom du fruit » et « indication de I'aréme » font référence aux normes d’identité pour certains
aliments énoncées a la partie B du Réglement sur les aliments et drogues (RAD) ou du Réglement sur la
salubrité des aliments au Canada. Les aliments pour lesquels une norme d’identité est établie (p. ex.
B.11.128 [S]). Le jus d’orange; ou B.11.130 [N]. Le jus de (nom du fruit) concentré, tel qu’il est indiqué
dans le RAD, doit étre conforme a tous les égards aux spécifications de la norme d’identité. Un aliment
qui ne satisfait pas aux exigences d’une norme ne peut pas étre étiqueté au moyen du nom prescrit pour
cet aliment normalisé.

4. Couronne protéique autour des particules, matrice alimentaire et milieu gastro-
intestinal

Le potentiel toxique des particules de TiO, peut varier en fonction de leur taille, de leur forme, de leur
structure cristalline, de leurs caractéristiques de surface et de leur degré de dispersion (Winkler et coll.
2018). Il a également été démontré que les interactions des particules avec des matrices alimentaires
complexes et des substrats biologiques peuvent modifier rapidement et considérablement ces attributs
(Walczyk et coll. 2010; McClements et coll. 2016; McClements et Xiao 2017; Deloid et coll. 2017
Nierenberg et coll. 2018; Cao et coll. 2020; Liu et coll. 2020), de sorte que la toxicocinétique et la
toxicodynamique des TiO,-NP ingérés dans les aliments peuvent différer considérablement de celles des
dispersions de TiO,-NP vierges. |l a été démontré que les protéines, les lipides et d’autres macromolécules
s’adsorbent aux NP pour former une « couronne » 13 qui modifie les caractéristiques de surface et
influence les réponses biologiques, y compris I'interaction avec les cellules épithéliales, les macrophages
et les microorganismes (DelLoid et coll. 2017; Winkler et coll. 2018). La couronne protéique est une limite
bien reconnue dans les thérapiesa base de NP, particulierement par voie orale, carelle régit leur devenir
et leur identité biologique (Berardi et Baldelli Bombelli 2019; Rampado et coll. 2020) et peut avoir une
incidence importante sur les propriétés thérapeutiques, le transit gastro-intestinal et la biodisponibilité
orale (Zhang et coll. 2021). Toutefois, la majorité des études de toxicité et de génotoxicité des particules
de TiO, ne tiennent pas compte des interactions avec les aliments et/ou les matrices biologiquement
pertinentes pour influencer la toxicité de ces particules par voie orale et, par conséquent, ne représentent
pas entiérement I’exposition humaine au TiO, comme constituant des préparations alimentaires.

La couronne protéique

13 Le terme « protein corona » (« couronne protéique ») a étéinventé par Cedervall et coll. (2007) pourdécrirela
structure dynamique des protéines quise formentspontanémentsur les NP lorsqu’elles sontintroduites dans un
milieubiologique.
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Les propriétés intrinseques des particules vierges telles que la taille, la forme, la forme cristalline, le
potentiel zéta, etc. sont généralement déterminées avant leur utilisation dans des études de toxicité in
vivo ou in vitro. Cependant, a I'entrée dans I’environnement biologique complexe du TGl ou lors de
I'interaction avec les constituants de la matrice alimentaire, la surface des particules est immédiate ment
recouverte de protéines et d’autres macromolécules, ce qui entraine la transformation de I'identité
« synthétique » de la particule qui revét alors son identité « biologique » (McClements et coll. 2016;
Breznica et coll. 2020). Selon certains chercheurs, ce gu’une cellule, un organe ou une barriére « voit » en
réalité lors de I'interaction avec des particules dans un milieu biologique est plus crucial que les propriétés
intrinseques du matériau vierge, et, par conséquent, I'unité biologiquement pertinente n’est pas la
particule synthétique elle-méme, mais plutét le complexe particule-protéine (Cedervall et coll. 2007;
Walczyk et coll. 2010). Les interactions avec les macromolécules et la composition de la couronne qui en
résulte dépendent du type de matrice, de la chimie de surface des particules ainsi que de leur courbure
et de leur diametre (Deloid et coll. 2017). On peut supposer dés lors que les particules/agglomérats de
TiO, de différentes tailles et les particules/agglomérats de méme taille dans différentes matricesont des
compositions couronnaires distinctes (Winkler et coll. 2018) et possédent donc des propensions
toxicologiques fondamentalement différentes, ce qui complique davantage les tentatives d’évaluer les
risques de I’exposition alimentaire au TiO, pour la santé humaine en extrapolant a partir d’articles
d’analyse non alimentaires et/ou de particules dispersées dans des matricessimples comme I'eau. Etant
donné que la liaison des macromolécules modifie la taille des particules et les propriétés de surface, il est
probable que la couronne protéique a également une influence importante sur la biodisponibilité
systémique orale. Par conséquent, les études dans lesquelles des cellules ou des organismes sont exposés
a des dispersions de particules de TiO, vierges en dehors d’une matrice alimentaire ou biologiquement
pertinente peuvent étre utiles pour identifier les dangers intrinseques des particules constitutives
(particules primaires et agglomérats réduits), mais sont d’une importance discutable pour I'évaluation des
risques de I'exposition alimentaire au TiO, de qualité alimentaire pour la santé humaine lorsque le
matériau est présent dans le régime alimentaire.

Il est important de noter que la couronne protéique peut améliorer ou atténuer le ciblage, I'apport et la
toxicité subséquente des particules en fonction de sa composition et de I’environnement biologique
spécifique (Walczyk et coll. 2010; Jo et coll. 2016; Liu et coll. 2020). Bien qu’une particule nue puisse avoir
une affinité de liaison non spécifique plus grande avec les surfaces cellulaires qu’une particule recouverte
de protéines, I'inverse peut étre vrai si une particule est recouverte de protéines pour lesquelles il existe
un mécanisme de reconnaissance cellulaire appropriée. Par exemple, Runa et coll. (2017) ont montré que
les TiO,-NP nues (21 nm; forme cristalline non déclarée) déclenche la peroxydation lipidiqgue de la
membrane plasmique dans les cellules HelLa et A549 (124 pg/mL, 12 h), quantifiée par un essai de
malondialdéhyde, qui peut étre inhibé par la passivation de la surface de la NP par une couronne
protéique sériqgue. De méme, Proquin et coll. (2017) ont montré que le E171 suspendu dans la solution
saline équilibrée (HBSS) de Hank par sonication (30 minutes a 40 kHz) déclenchait la production d’espéces
réactives d’oxygéne (ERO) dans des conditions acellulaires, alors qu’aucune production d’'ERO n’a été
observée en présence de 0,05 % d’albumine de sérum bovin (ASB) dans le milieu, que les auteurs
attribuent a la présence d’'une couronne protéique a la surface des particules qui récupére les ERO.
Cependant, des effets déléteres de la couronne protéique ont également été signalés. Borgognoni et ses
collegues (2015) ont étudié I'effet de la couronne protéique des TiO,-NP (taille des particules primaires
non indiquée; diametre hydrodynamique modal en milieu de culture 180 nm, gamme 80-240 nm) sur les
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macrophages humains. Les particules de TiO, (10, 50 ou 100 pg/mL) ont été incubées avec des
macrophagesen présence d’une ASB 10 % marquée par fluorescence. Une augmentation dépendante de
la dose de I'induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-13 a été observée, bien qu’une tendance
similaire ait été notée pour la cytokine anti-inflammatoire IL-10. Les auteurs soutiennent que la couronne
protéique interagit avec les récepteurs de surface cellulaire, ce qui déclenche la sécrétion de la cytokine
par |'activation de cascades de signalisation, ce qui suggére que la présence de la couronne protéique
peut faciliter la reconnaissance des particules par les cellules phagocytaires comme les macrophages et
ainsi promouvoir I'inflammation. De plus, tout comme les protéines modifient la taille et la réactivité des
particules, les protéines adsorbées sur les surfaces des particules subissent également des changements
conformationnels, qui peuvent entrainer de nouveaux épitopes et altérer les fonctions ou les affinités
biologiques (Parveen et coll. 2017). La liaison des protéines peut également étre confondue par la chimie
de surface des particules de TiO, (c.-a-d. la présence d’ions phosphatés, de silice ou de revétement
d’alumine, etc.) qui peuvent différer entre les particules destinées a étre utilisées dans les aliments et
celles destinées a d’autres fins. La couronne protéique fait I’objet de recherches approfondies dans le
domaine de la nanomédecine, ou les propriétés uniques des NP sont étudiées pour leur application
potentielle en tant que vecteursde médicaments, agentsantitumoraux, vaccins et produits antibactériens
ainsi que pour le diagnostic, I'imagerie et les biocapteurs (pour examen, voir Liu et coll. 2020; Martinez-
Negro et coll. 2021; Akhter et coll. 2021; Barui et coll. 2020; Lee, 2021; Fasoli 2020). Ce travail a mis en
lumiere la complexité des interactions nanobiologiques dans des conditions physiologiquement
pertinentes et la difficulté de prédire I'incidence de la couronne protéique sur le ciblage cellulaire et la
toxicité.

Enfin, la couronne protéique ne doit pas étre considérée comme une propriété fixe des particules, mais
plutot comme une entité dynamique dont la composition varie au fil du temps et selon le milieu dans
lequel elle est présente. Comme dans le cas de I'« effet Vroman », qui décrit la liaison concurrentielle des
protéines du sérum sanguin aux solides (Vroman 1962), la couronne protéique est initialement constituée
de protéines a forte abondance qui se lient immédiatement aux particules viergesdes qu’elles entrent en
contact avec des fluides biologiques ou des composants de matrices alimentaires. Au fil du temps,
toutefois, la composition protéique évolue par liaison concurrentielle, car les protéines abondantes, mais
faiblement reliées sont progressivement remplacées par des protéines moins abondantes ayant des
affinités de liaison plus grandes jusqu’a ce qu’un équilibre soit atteint (Vilanova et coll. 2016; Liu et coll.
2020). Ces protéines plus stables et a haute affinité forment ce qui est souvent appelé la « couronne
dure », tandis que les interactions transitoires a faible affinité constituent la « couronne molle ». Les
protéines de la couronne molle peuvent interagir de fagon secondaire avec les protéines de la couronne
dure et il a été mentionné que I'interface coronaire dure molle est probablement essentielle pour établir
I'identité biologique véritable des particules (Nierenberg et coll. 2018). Toutefois, en raison de la
complexité de I'étude de ces interactions transitoires in situ, la majorité des études de I'interface
nanobiologique ont été menées in vitro et, par conséquent, lI'importance toxicologique des
transformations protéo-particulaires dans des matrices alimentaires complexes et dans des conditions
physiologiquement pertinentes demeure mal comprise.

Incidence de la matrice alimentaire et du milieu gastro-intestinal
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Bettencourt et coll. (2020) ont évalué I'incidence d’un modele de digestion simulé sur les propriétés
physicochimiques des matériaux de TiO, (NM-102, NM-103, NM-105 du JRC) dispersés dans I'eau en
présence d’ASB a l'aide d’ultrasonication et conformément au protocole de dispersion de
NANOGENOTOX!. Aprés le protocole de dispersion, les suspensions de TiO, ont été soumises a trois
phases de digestion séquentielle composées d’un liquide salivaire simulé (pH 7), d’un liquide gastrique
simulé (pH 3) et d’un liquide intestinal simulé (pH 7); le modele ne tenait pas compte de la présence d’une
matrice alimentaire. La digestion simulée n’a pas eu une incidence significative sur la distribution de la
taille des trois matériaux de TiO, testés et les petites particules de moins de 100 nm en taille étaient
encore détectables dans chaque suspension de TiO, aprés la digestion. |l a été observé que la taille
moyenne hydrodynamique de NM-105 (analogue a Aeroxyde® P25 TiO,-NP%) mesurée par diffusion
dynamique de la lumiere (DDL) diminuait lIégerement apres la digestion, ce qui donne a penser que ce
matériau peut moins s’agglomérer aprésla digestion. De plus, la plage de tailles des agglomérats/agrégats
de TiO, mesurée par MET n’a pas changé de facon significative apres la digestion. La charge de surface
(potentiel zéta) mesurée pour chaque matériaun’a pas été affectée parle processus de digestion.

L’effet plutot négligeable de la digestion simulée sur I'état d’agglomération des suspensions de TiO,
générées par ultrasonication en présence d’ASB rapportée par Bettencourt et coll. (2020) contraste avec
d’autres études qui démontrent des incidences tres importantes de la digestion sur I'agglomération des
suspensions de TiO,. Dudefoi et coll. (2021) ont évalué le comportement du E171 et des P25 TiO,-NP au
moyen d’un protocole de digestion statique in vitro normalisé simulant les phases orale, gastrique et
intestinale (les suspensions d’essai n’ont pas été soniquées). Les résultats indiquent une agglomération
significative des particules de TiO,, car les distributions des tailles des particules de TiO, sont passées a
des tailles plus grandes pendant la digestion simulée. Pour tous les échantillons, les plus grandes tailles
ont été obtenues en phase intestinale, avec des distributions de taille centrées autour de 90 um en
moyenne et s’'étendant jusqu’a environ 500 um. Les auteurs mentionnent que I'agglomération étendue
est médiée par I'adsorption de la a-amylase et des cations divalents principalement sur les particules de
TiO, et par le pont entre les particules déja agglomérées dans I'eau. Li et coll. (2017a) ont également
observé une augmentation progressive du diametre moyen des particules des dispersions soniquées de
TiO, a mesure qu’elles passaient a travers un modéle simulé de TGlI, ce qui laisse supposer que les
particules sont devenues significativement plus agrégées.

Marucco et coll. (2020) ont étudié les processus moléculaires régissant la biotransformation en termes
d’agglomération et de modifications de surface des suspensions soniquées de TiO, et de TiO,-NP de
qualité alimentaire au cours du processus de digestion a I'aide d’un systéme digestif humain simulé in
vitro. La distribution de la taille mesurée par DDL pour une suspension des TiO,-NP agrégés (primaires de
53 6 nm, agrégatsde 100 a 1 000 nm) s’est légérement déplacée vers des rayons hydrodynamiques plus
petits de I'eau vers la salive simulée, mais un déplacement important de la distribution vers des tailles
plus grandes a été observé dans les liquides gastriques et duodénaux. Les suspensions de TiO,-NP de

14 Protocole final pour la production de milieux d’exposition appropriés aux nanomatériaux. Juillet 2011.
https://www.anses.fr/en/system/files/nanogenotox_deliverable 5.pdf [consultéle 10 juin2021].

15 |’Aeroxyde® P25 (fabriqué par Evonik Industries, Degussa, Allemagne) est couramment utilisé comme matériau
de référence pour les TiO.-NP dans diverses études. Ce matériau est constitué de particules sphériques en phase
mixte (~85 % anatase/15 % rutile) avec un diamétre moyen des particules de 21-24 nmetil est considéré comme un
photocatalyseur optimal.
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qualité alimentaire et unimodales présentaient des augmentationscontinues du rayon hydrodynamique
de l'eau aux liquides salivaires, duodénaux et gastriques. Les auteurs notent également que
I"agglomération/agrégation n’a pas été déduite seulement par le déplacement de la distribution de la
taille vers des valeurs plus élevées, mais aussi par I'augmentation de la variabilité entre les mesures
répétées, ce qui suggéere une stabilité médiocre des suspensions. Cette étude a également démontré que
I'agglomération des matériaux de TiO, soumis au liquide duodénal seulement (pH 6,5) était réversible
lorsque les suspensions étaient centrifugées pour enlever le surnageant et resuspendues dans |'eau.
Cependant, I'agglomération de ces matériaux de TiO,, qu’ils soient soumis uniquement a la salive ou au
liquide gastrique, ou aux trois phases de digestion, a été jugée irréversible, ce qui permet de croire que
I'agrégationirréversible se produit dans le liquide gastrique et demeure inchangée dans le compartiment
duodénal. Marucco et coll. (2020) ont également étudié les effets distincts du pH et de la force ionique
des liquides digestifs sur I'état d’agglomération, en concluant que la force ionique élevée semble étrela
principale force motrice menant a I'agglomération. Enfin, I’effet de la digestion simulée sur la cytotoxicité
des TiO,-NP sur les cellules HCT116 du carcinome colorectal humain a été examiné. Une augmentationde
la production des ERO dépendante de la dose a été observée aprés I’exposition a des particules digérées
et non digérées, bien que la digestion simulée ait atténué la réponse. Les auteurs ont conclu que les
particules qui acquiérent une couronne protéique en interagissant avec des liquides digestifs simulés sont
moins bioactives et moins toxiques.

Dans un exemple qui ressemble plus étroitement aux matrices alimentaires dans lesquelles I’exposition
alimentaire au TiO, de qualité alimentaire est susceptible de se produire, Cao et coll. (2019) ont signalé
gu’une série d’événements moléculaires complexes se sont produits lorsque les TiO,-NP (< 30 nm par
MET) ont été titrés en solutions de caséine, y compris la dissociation de la caséine, les micelles, les
protéines de NP complexes et I'agrégation complexe. Les auteurs attribuent le degré élevé d’agrégation
des NP dans ce systéme a deux effets : premiérement, la neutralisation de la charge a réduit la répulsion
électrostatique entre les particules, favorisant ainsi I'agrégation; deuxiemement, la floculation par ponts
peut avoir eu lieu lorsque des molécules de caséine individuelles ont été adsorbées sur les surfaces de
nombreuses NP, les reliant du méme coup. L’incidence d’une matrice alimentaire simulée sur la toxicité
de 'E171 a été étudiée plus en détail par ces auteurs dans un modele épithélial intestinal (Cao et coll.
2020). Le TiO, de qualité alimentaire était une forme cristalline d’anatase avec une taille moyenne des
particules de 113,4 £ 37,2 nm par MET et environ 40 % des particules ayant au moins une dimension <
100 nm. A une concentration de 0,75 % ou de 1,5% (p/p), les suspensions du E171 ont produit une
cytotoxicité et un stress oxydatif importants, dépendants de la dose, dans un modele alimentaire a jeun
(MAJ), mais pas dans un modele alimentaire normalisé (MAN) fondé sur le « régime alimentaire
américain », ce qui indique un effet de matrice alimentaire significatif.

Coreas et coll. (2020) ont également examiné I'effet de la matrice alimentaire sur la couronne du TiO, de
qualité alimentaire. Trois modéles alimentaires ont été traités dans un systeme de digestion gastro-
intestinale simulé en présence de TiO, de qualité alimentaire; un MAJ, un MAN et un modele d’aliments
riches en matieresgrasses (MARMG). L’ article de test était le méme que celui utilisé par Cao et coll. (2020)
décrit ci-dessus. Apres une digestion simulée dans les trois conditions, des lipides et des protéines ont été
extraits de la couronne et profilés. Une couronne de particules se forme autour des particules E171 dans
toutes les conditions testées, bien que les couches les plus épaisses aient été observées dans le modeéle
MARMG. Les profils couronaires et particulierement les profils lipidiques variaient selon les trois
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conditions, bien que les couronnes formées dans des conditions de MAN soient plus semblables au MAJ
gu’au MARMG. Lesauteursont conclu que la couronne de particules formée sur des particules de TiO, de
qualité alimentaire peut passiver la surface de ces particules, bien que I'étendue et la composition de la
couronne varieront en fonction de la matrice alimentaire et en particulier de la concentration lipidique.

Sohal et coll. (2018) ont étudié I'effet d’un environnement digestif simulé sur la cinétique de dissolution,
la distribution de la taille des particules et la morphologie du TiO,. Les particules de TiO, utilisées étaient
une forme d’anatase (identifiée comme TiO, A200, de la Shanghai Yuejiang Titanium Chemical
Manufacturer Co., Ltd) a été reporté a étre de qualité alimentaire dont la teneur en particules primaires
était de 100 a 150 nm par MET et une surface spécifique BET de 8,2 m?/g, conforme a E171. Le modéle
digestif simulé avait une cascade séquentielle de digestion bouche-estomac-intestin a un pH approprié et
en présence d’enzymes pertinentes pour représenter I'exposition aux liquides salivaires, gastriques,
duodénaux et biliaires. Avant de se mélanger avec des liquides digestifs, les particules étaient dispersées
par sonication dans I'’eau distillée et « aucune présence d’agrégats » n’a été confirmée. Dans le liquide
salivaire simulé (pH 7,0), on n’a observé aucun changement significatif dans la distribution de la taille des
particules, I'état d’agglomération ou la concentration d’ions jusqu’a 60 minutes. Aprés dissolution dans
un liquide gastrique simulé (pH 2,0) pendant 8 h, la taille de I'agglomération de TiO, a augmenté d’une
moyenne de 291,4 nm a 454 + 49 nm, mais aucune libération significative des ions de Ti n’a été observée.
Les particules ont ensuite été exposées a un liquide intestinal simulé (pH 7,0) pendant 8h
supplémentaires pendant lesquelles la taille de I'agglomérat a continué d’augmenter aufil du temps, bien
gu’aucune libération significative d’ions n’ait été observée. Le diametre hydrodynamique des
agglomératsde TiO,, mesuré par DDL, est passé d’un diametre initial de 330 nm a environ 600 nm a la fin
de la phase gastrique. Une diminution soudaine de la taille de I'agglomérat a environ 500 nm a été
observée lors du transfert a la phase intestinale, qui a ensuite augmenté a environ 900 nm a la fin de la
cascade de digestion. La dissolution maximale du TiO, pour toutes les phases a été estiméea 0,42 % et les
auteurs ont noté que les changements prononcés dans la distribution de la taille des particules, I'état
d’agglomération et le comportement de dissolution sont entrainés par I'absorption de composants
organiques sur la surface des particules menant a une couronne, une conclusion qui a été appuyée par
des observations MET. Dans I’ensemble, les auteurs ont conclu que le TiO, est biodurable et persistant,
avec une tendance a I'augmentation de la taille d’agglomérationau fil du temps et le long de la cascade
du TGI.

Zhang et ses collegues (2019) se sont également penchés sur I'incidence d’un MAN sur le devenir et la
toxicité de I'E171 (Dspo= 113 nm par MET) dans le TGl. Le MAN a été modélisé a partir du « régime
alimentaire typique des Etats-Unis » en termes de protéines, de sucre, de fibres alimentaires, d’amidon,
de graisses et de consommation de minéraux, a partir d’études sur les aliments menées par le Food
Surveys Research Group du United States Department of Agriculture. Le TiO, (E171) a été dispersé par
sonication avant d’étre ajouté a un tampon phosphate de 5 mM (milieu du jeline) ou dans le MAN a des
concentrations de 0,75% p/p ou de 1,5% p/p. La digestion simulée de la suspension de TiO, a été
effectuée dans un simulateur du TGl en 3 étapes qui imite les conditions de la bouche (2 minutes
d’incubation), de I'estomac (2 h d’incubation) et de I'intestin gréle (2 h d’incubation). La cytotoxicité des
particules de TiO, suspendues dans un milieu du jeline ou dans un MAN a été étudié en placant le digesta
qui avait été passé dans le TGl simulé en contact avec un modeéle de triculture de cellules épithéliales
intestinales (Caco-2, HT29-MTX et Raji B) et en l'incubant pendant 24 h. La libération du lactate
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déshydrogénase (un marqueur de membranes plasmiques altérées) a été quantifiée comme marqueur de
cytotoxicité. Une augmentation de la cytotoxicité dépendante de la dose a été observée lorsque les
cellules épithéliales ont été exposées a des digestas contenant des particules de TiO, dispersées dans un
milieu de jeQine. Cependant, les digestas du MAN étaient significativement moins cytotoxiques que leurs
homologues a jeun, quelle que soit leur concentration, avec une diminution de 5 fois de la toxicité
associée a I'effet de matrice alimentaire a la concentration la plus élevée de 1,5 % p/p. Les auteurs ont
conclu que ces résultats soulignent I'importance de la matrice alimentaire dans les études sur la toxicité
des particulesde TiO, dans le TGI.

Des résultats semblables ont également été observés dans les systémes de digestion gastro-intestinale
simulés al’aide de TiO,-NP. Li et coll. (2021 b) ont étudié I'influence d’une matrice alimentaire normalisée
sur les propriétés physicochimiques des TiO,-NP dans un modele de digestion in vitro en trois étapes
(bouche, estomac, intestin). Les particules ont été fabriquées avec des TiO,-NP dont le diamétre moyen
des particules était de 25 nm (forme cristalline non indiquée) et ont été suspendues par une bréve
sonication (10 s) soit dans un tampon phosphate de 10 mM (sans matrice alimentaire), soit dans un MAN
a0,5%p/p, 1% p/p ou 1,5% p/p. Il a été démontré que le diamétre hydrodynamique des agglomérats
augmentait de maniére significative pendant la digestion avec et sans matrice alimentaire,
I'agglomération la plus importante se produisant dans les phases gastrique et intestinale. Toutefois, a
I’exception de la phase gastrique, la taille hydrodynamique était plus grande dans le tampon seulement,
ce qui laisse penser que la matrice alimentaire peut aussi agir comme dispersant pour les TiO,-NP
prédispersés et ainsi servir a stabiliser la suspension dans ces circonstances. Avant la digestion, le potentiel
z€éta était nettement réduit en présence de la matrice alimentaire, et d’autres diminutions ont été
observées dans toutes les phases digestives, les diminutions les plus importantes se produisant dans la
phase gastrigue. Aprés une digestion simulée, les cellules épithéliales du célon humain Caco-2 ont été
exposées a du digesta mélangé dans un milieu sans sérum et incubées pendant 24 h avant I'analyse de la
viabilité cellulaire. La viabilité cellulaire lors de I’exposition au digesta des TiO,-NP était plus élevée en
présence de la matrice alimentaire qu’en son absence. Les auteurs ont conclu que les transformations
physicochimiques des TiO,-NP en présence d’une matrice alimentaire modifient fortement leurs effets
biologiques et que I'évaluation de la toxicité des TiO,-NP ingérées devrait tenir compte de conditions
d’exposition réalistes.

Les méthodes utilisées pour simuler la digestion varient considérablement au niveau de parameétres
importants comme le pH, la durée, la composition des liquides simulés, le type et I'activité des enzymes
et/ou des microbes, les systémes statiques et dynamiques, et la présence ou I'absence d’une matrice
alimentaire simulée, introduisant ainsi une hétérogénéité dans les résultats (pour en savoir plus, voir
Lefebvre et coll. 2015). Toutefois, dans I'ensemble, le comportement d’agrégation/agglomération opposé
des suspensions de TiO, préparées par ultrasonication dans I'eau par rapport a la présence de
biomolécules ou de constituants diététiques communs suggere que les suspensions de TiO, dans des
matrices simples peuvent étre moins pertinentes comme objets d’analyse pour I’étude du TiO, de qualité
alimentaire comme constituant du régime alimentaire. Ce fait a également été reconnu par le groupe ANS
de I'EFSA (2018), qui a déclaré que « I'administration de TiO, (E171) par gavage ou par eau potable n’est
pas entierement représentative de I'utilisation de I'additif alimentaire E171 dans les aliments » et que
I’extrapolation de ces études a I'évaluation de I'additif alimentaire crée de l'incertitude « parce que
I'interaction avec la matrice alimentaire peut ne pas se produire ». De méme, I’ANSES (2017) a conclu que
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les résultats défavorables des études sur I'eau potable ne peuvent étre utilisés dans I’évaluation des
risques avant d’avoir été confirmés par d’autres études ou I’article de test est administré a travers la
matrice alimentaire.

Les résultatsdes divers modeéles digestifs décrits ci-dessus démontrent que la composition de la couronne
des particules continue d’évoluer a mesure que les complexes particules-protéines se déplacent dans
différents environnements, comme du liquide salivaire jusqu’au liquide gastrique et intestinal, a mesure
que le pH et la force ionique des liquides environnants changent. De méme, les aliments sont des matrices
trés complexes dont la composition, la structure, le pH et la force ionique différent et, par conséquent,
les propriétés d’une particule donnée peuvent également changer selon le type et la quantité d’aliments
ou de boissons avec laquelle elle est consommée (McClements et coll. 2016). Comprendre ces
changementsde la structure et de la composition de la couronne protéique qui entrainent des altérations
au niveau de la taille des particules, de I’état d’agglomération, des propriétés de surface et, finalement,
de I'activité biologique en fonction de la matrice alimentaire et du milieu gastro-intestinal dans lequel les
particules résident est essentiel pour déterminer les réponses toxicologiques pertinentes. Une des
principales limites de la plupart des études in vitro quant a leur pertinence pour évaluer I'innocuité de
TiO, en tant qu’additif alimentaire est I utilisation de modeles trop simplistes qui ne tiennent pas compte
de I'influence de ces matrices biologiquement pertinentes sur les caractéristiques des particules et la
toxicité (McClements et coll. 2016). Par exemple, de nombreuses études se penchent sur le potentiel
cytotoxique ou génotoxique des particules de TiO, vierges dispersées dans de matrices simples comme
I’eau, qui ne met pas en exergue la complexité de I'environnement du TGI, y compris la contribution
potentielle du microbiome intestinal ou la présence de la matrice alimentaire, et peut se traduire par des
prédictions in vivo inexactes, voire trompeuses. La pertinence de ces études serait grandement améliorée
si les particules étaient transmises pour la premiére fois par un modéle basé sur le TGI pour simuler la
digestion avant I'introduction dans les systemes d’essai.

5. Dispersion des particules

Bon nombre de lignes directrices, de rapports techniques et de procédures opérationnelles normalisées
ont été élaborés afin de normaliser la préparation et la dosimétrie des échantillons pour les essais
d”’innocuité des nanomatériaux manufacturés (par exemple par 'OCDE, I'EFSA, I'EPA des Etats-Unis et
dans le cadre des projets de I'UE NanoDefine, NanoValid, NanOximet, NANoREG ou Nanogenotox, etc.).
Ces protocoles visent a harmoniser les conditions de préparation des échantillons de maniére a ce que
des suspensions théoriguement comparables en termes de distribution de la taille des particules puissent
étre produites entre différents laboratoires (ANSES, 2019). La nécessité d’une dispersion stable pour la
caractérisation des matériaux ainsi que d’une dose précise et répétable est bien reconnue, et la majorité
des diverses méthodes de préparation d’échantillons de nanomatériaux publiées a I’ échelle internationale
font progresser I’ utilisation de la sonication a ces fins. Ainsi, dans de nombreux systémes d’essai décrits
dans la littérature, les particules de TiO, sont soniquées afin de créer des dispersions stables et
homogeénes pour les essais et la caractérisation. L’EFSA (2021b) a récemment mis a jour ses orientations
sur I"évaluation des risques des nanomatériaux dans la chaine alimentaire, tant humaine qu’animale.
Cette orientation ne porte pas précisément sur la sonication, mais met I'accent sur la nécessité de tester
les dispersions stables pour I'identification et la caractérisation des dangers associés aux nanomatériaux
et renvoie a plusieurs des protocoles mentionnés ci-dessus qui favorisent la sonication. Toutefois, I'EFSA
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émet également une mise en garde que, « dans des cas spécifiques, et surtout lorsque I'exposition se
produit principalement par des aliments solides et liquides, des groupes supplémentaires avec une
administration d’alimentsou d’eau potable doivent étre inclus pour déterminer si les dangers associés aux
nanomatériaux sont observés dans des scénarios d’exposition réalistes » [pas en italique dans la source].
L’ utilisation du TiO, de qualité alimentaire comme constituant d’une denrée alimentaire est sans doute
I’'un de ces cas précis, et |'orientation de I'EFSA est conforme al'approche de Santé Canada qui consiste a
examiner et a évaluer, au cas par cas, les risques potentiels pour la santé que pose la présence de
nanomatériaux dans des produits alimentaires. L’EFSA (2018a) ainsi qu’un comité d’experts mandaté par
I’ANSES (2019) sont également d’avis que les particules soniquées peuvent contribuer a identifier certains
dangers associés au TiO, de qualité alimentaire en suspension, mais en raison de la fragmentation de la
structure d’agglomération, les matériaux soniqués ne sont pas entierement représentatifs de la substance
telle gu’elle se trouve dans les denrées alimentaires.

Bien qu’il soit reconnu que la sonication est largement utilisée pour créer des dispersions stables de
particules pour I'essai des nanomatériaux, dans le cas du TiO, de qualité alimentaire, il y a aussi la
possibilité que cette pratique produise des artéfacts. En augmentant la fréquence des collisions et en
diminuant I'énergie libre des particules, la sonication peut entrainer la désagglomération de grappes de
particules plus grandes tout en favorisant simultanément la réagglomération de grappes auparavant
fragmentées (Taurozzi et coll. 2011). Le TiO, est un matériau abrasif, et la sonication a haute puissance
peut abraser la sonotrode, qui est généralement fabriquée en alliage de Ti, ce qui entraine la présence
d’une fine fraction de matériau nano-Tiexogéne dans I’échantillon (Marin et coll. 2017). La fragmentation
des agglomératsde TiO, par ultrasons peut aussi entrainer la formation de radicaux hydroxyles hautement
réactifs au cours d’un processus appelé « sonolyse »'6, Ce procédé est exploité dans le domaine de la
purification de I'eau et de la purification des eaux usées, lors de laquelle la sonolyse des particules de TiO,
meéne a la dégradation de divers contaminants de I'eau en s’attaquant aux radicaux hydroxyles. Bien que
les radicaux engendrés par la sonication formés dans des environnements aqueux soient hautement
réactifs et donc d’une durée de vie tres limitée, ils peuvent tout de méme entrainer des transformations
relatives a I’oxydation et a la composition chimique, comme des changements au niveau de la chimie de
la surface des particules, y compris I'oxydation ou I’état d’hydroxylation, et peuvent ensuite propager
d’autres réactions en chaine des radicaux ou se recombiner pour former des peroxydes et des radicaux
peroxyles plus stables (Taurozzi et coll. 2011). En effet, Taurozzi et coll. (2011) affirment que « [...] il est
incontestable que des changements propres a la sonication des radicaux ont été observés a la suite de la
sonication, [...] et [ces changements] peuvent modifier de facon significative les propriétés du milieu de
suspension ou la chimie de surface du matériau dispersé, et donc influencer son comportement
environnemental et biologique ». De méme, le protocole de dispersion de NANOGENOTOX, qui est
largement utilisé dans les études de toxicité, met en garde contre les effets secondaires imprévus du

16 | 'ultrasonicationdésigne |’application d’énergie sonore a des fréquences largementinaudibles a I’oreille humaine
(supérieures a = 20 kHz) (Taurozzi et coll. 2011). Santé Canada a recensé un certain nombre d’études qui
mentionnent des particules soniquées a 60 Hz, ce qui représenterait une différence énorme par rapport aux ~20-
40 kHz utilisés dansla plupartdes études, puisque |a puissance acoustique est proportionnelle a laracine carrée de
la fréquence. Toutefois, il semble que dans ces cas, les auteurs fassent état par erreur de la fréquence du courant
alternatif sur laquelle I’appareil fonctionne (p. ex. 120V, 60 Hz) plutét que de la fréquence de fonctionnement de
I’instrument.
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processus de dispersion des particules, comme I'altération des particules et la réactivité hydrochimique
consommée/formation de radicaux, qui peuvent se produire et qui « pourraient étre des mécanismes
responsables des effetstoxicologiques » (NANOGENOTOX 2013). L’effet de la sonication sur la toxicité des
TiO,-NP a été démontré par Carriere et coll. (2014). Ces auteurs ont dispersé les TiO,-NP par
ultrasonication ou par broyage a boulets!’, ce qui a donné des distributions de taille des particules
similaires. Cependant, la dispersion sonique a produit des effets plus déléteres sur I'intégrité de la
membrane cellulaire et a conduit a I'accumulation intracellulaire d’espéces réactives d’oxygene (ERO)
dans les cellules A549. Dans les aliments, il y a beaucoup d’autres molécules dans la matrice alimentaire
auxquelles I'énergie du TiO, dans un état excité peut étre transférée et la matrice peut agir efficacement
pour isoler la surface des particules et empécher la liaison de O,, H,0 et OH-, réduisant ainsi la formation
de radicaux hautement réactifs centrés sur I'oxygeéne. De plus, tous les radicaux qui pourraient se former
seraient beaucoup moins réactifs que lesradicaux centréssur le carbone, dont beaucoup agiraient comme
terminateurs de chaine, ce qui entraverait une augmentation supplémentaire de la concentration
d’espéces oxydatives hautement réactives.

Le milieu de dispersion peut également exacerberI’étendue et le degré de formation des radicaux réactifs
engendrés par la sonication, ce qui peut modifier les propriétés toxicologiques de la suspension dispersée
(Taurozzi et coll. 2011). A titre d’exemple, I’ASB est largement utilisé dans les protocoles de dispersion
des NP, et Wang et coll. (2009) ont montré que méme la sonication a basse fréquence entraine une
dégradation irréversible et dépendante du temps dans la structure de I’ASB, méme en I'absence de
complexes métalliques. Prasad et coll. (2013) ont comparé la génotoxicité des TiO,-NP dispersées par
sonication dans trois milieux différents avec diverses concentrations d’ASB. Aucune différence n’a été
observée lors du test des cometes, bien que lors du test du micronoyau des dommages chromosomiques
aient été constatés a forte concentration de I’ASB seulement. Fleischer et Payne (2014) ont étudié la
relation entre la structure secondaire de I'ASB et I'adhérence des NP dans une série d’études de
compétition de liaison cellulaire utilisant divers types de cellules. Ces auteurs ont observé que lorsque
I’ASB conserve sa structure originelle, les complexes ASB-NP sont reconnus par le récepteur d’albumine
natif et la liaison cellulaire des complexes est inhibée par I’exces d’ASB. Cependant, en présence d’ASB
dénaturé, comme cela se produit lors de la sonication, ces complexes protéines NP interagissent avec un
ensemble différent de récepteurs de surface cellulaire (appelés récepteurs éboueurs) qui ont une plus
grande affinité pour les albumines modifiées, et I'exces d’ASB dénaturé améliore la liaison cellulaire plutét
gu’elle I'inhibe, ce qui influe sur les réponses cellulaires. Récemment, Charles et ses collégues (2018) ont
entrepris un examen des études de génotoxicité in vitro des TiO,-NP en vue de comprendre pourquoi,
« méme si on juge qu’elles sont de bonne qualité, les 36 publications choisies et analysées n’ont pas
permis de dresser un tableauclair » de leur potentiel génotoxique. Lesauteurs ont fait remarquer, parmis
d’autresfacteurs, que les modifications générées par la sonication peuvent entrainer de fausses réactions
génotoxiques in vitro. llreste a déterminer si les changements engendrés par la sonication suscités par les
radicaux conduisent aussi a des résultatsdisparates dans les études in vivo de toxicité de TiO,. Cependant,
étant donné que la production d’ERO est souvent considérée comme I'événement clé initial dans le
parcours de résultats néfastesde TiO, (Brand et coll. 2020; Braakhuis et coll. 2021), le fait que la sonication

7 Le broyage a boulets est une technique mécanique utilisée pour broyer les matériaux en particules fines. Le
matériaudestiné a étre broyé est placé dans un tambour rotatif qui est partiellement rempli de boulets et d’i mpacts
a haute énergie entre les boulets et le substrat qui homogénéise et disperse les particules (voir Bhagyaraj et coll.
2018 pourunedescriptionplus détaillée).
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des particules puisse conduire a la production d’ERO ajoute une incertitude supplémentaire et pourrait
étre un facteur de confusion de la véritable réponse a la dose.

En outre, il est bien établi que le TiO, est un photocatalyseur capable de produire des ERO hautement
oxydantes a I'absorption d’un photon avec une énergie suffisante (Carp et coll. 2004). Les TiO,.NP
exposées a la lumiere peuvent oxyder |"hydroxyde dans I'eau et produire des ERO (Haynes et coll. 2017),
de sorte qu’il a été démontré que les essais de génotoxicité avec les TiO,-NP produisent des résultats
contradictoires lorsqu’ils sont effectués dans I’obscurité comparativement a lorsqu’ils sont effectués ala
lumiére de laboratoire (Gerloff et coll. 2009; Woodruff et coll. 2012; Di Bucchianico et coll. 2017). L’eau
ultrasoniquée peut également se dissocier partiellement en radicaux d’hydrogene et en radicaux
hydroxyles (Taurozzi et coll. 2011). Il n’est donc peut-étre pas surprenant qu’un effet synergique ait été
observé sur la production de radicaux hydroxyles entre la sonolyse et la photocatalyse (Selli 2008;
Mrowetz et coll. 2003; Verma et coll. 2014) et des précautions devraient étre prises a ce que les essais de
toxicité sensibles a la synthése d’ERO ne soient pas effectués dans des conditions favorisant la
sonophotocatalyse. L’activité photocatalytique nécessite I'absorption de la lumiere et, a ce titre, la
photoactivité des particules varie en fonction de leur taille/état d’agglomération (Li et coll. 2010;
Pellegrino et coll. 2017). Les particules et les agglomérats plus gros comme ceux que I'on trouve dans le
TiO, de qualité alimentaire refletent et diffusent la lumiére et, par conséquent, ont une activité
photocatalytique minimale par rapport aux particules plus petites (Bi et Westerhoff 2019). Cependant,
lorsque le TiO, est désaggloméré par la sonication en de plus petits agglomérats ou des particules
constitutives, il y a une augmentation rapide de la surface. L’effet noté est une diffusion de la lumiere qui
devient moins dominante et I'absorption qui devient plus importante, d’ol une augmentation de I'activité
photocatalytique (Pellegrino et coll. 2017). De plus, I'emballage des aliments offre un certain degré de
protection contre la lumiere UV visible et d’énergie plus élevée par I'absorption de la lumiere a travers
I’emballage en polymere lui-méme ainsi qu’a travers tout bloqueur d’UV ajouté pour empécher que le
produit alimentaire soit altéré. De plus, la matrice alimentaire (c.-a-d. les autres composantes du produit
alimentaire comme les protéines, les lipides, les macromolécules, etc.) offrira également une protection
importante contre la lumiére visible et les rayons UV en agissant comme filtre interne et en se livrant
concurrence pour I'absorption de la lumiére. La protection contre la lumiére visible et les rayons UV
provenant de I'emballage des aliments ainsi que de la matrice alimentaire n’est généralement pas prise
en compte dans les études qui administrent le TiO, de qualité alimentaire qui a été dispersé par sonication
dans de matrices liquides simples, comme I’eau pure, et dans des contenants ou des matériaux ouverts
destinés a étre transparentsaux méthodes de détection a base de lumiére (p. ex. DDL).

La Direction des aliments de Santé Canada est consciente que I'industrie alimentaire utilise la sonication
pour certaines applications, comme la préparation d’extraits botaniques, I'inactivation d’organismes
pathogenes, I'élimination d’allergénesalimentaires ou de pesticides, la modification des caractéristiques
fonctionnelles des lipides et des protéines, ainsi que I’émulsification ou I’'homogénéisation, généralement
a des échelles plus petites (Arvanitoyannis et coll. 2017; Mumtaz et coll. 2019; Ranjha et coll. 2021; Arruda
et coll. 2021). Les fabricants d’aliments dispersent et stabilisent également le TiO, dans les matrices
alimentaires, bien que la Direction des aliments de Santé Canada n’ait pas connaissance d’études dans
lesquelles les ultrasons a haute énergie ont été utilisés a ces fins. En effet, outre le fait qu’elles sont
difficilement évolutives, de telles méthodes seraient vraisemblablement contre-productives si une
énergie suffisante était appliquée pour décomposer les agglomérats, a moins qu’ils ne soient trés gros(c. -
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a-d. qu'’ils se situent aI'extérieur de la plage idéale de granulométrie pour son utilisation technique). Les
TiO,-NP du TiO, de qualité alimentaire contribueront a I'efficacité du produit en tant qu’agent
blanchissant si elles sont agglomérées, mais pas si elles sont dispersées dans des particules primaires ou
des agglomératstrop petits pour disperser la lumiére et transmettre I'opacité. Pour disperser les agrégats
de TiO,, les fabricants d’aliments peuvent employer diverses méthodes mécaniques, comme le mélange
a cisaillement élevé, le moulin colloidal et le broyeur a disques ainsi que les homogénéisateurs a haute
pression. Néanmoins, les forces de cisaillement générées par ces dispositifs sont d’un ordre de grandeur
inférieur a celles produites par la sonication et sont insuffisantes pour séparer les agglomérats en leurs
particules constitutives. Hielscher (2011) affirme que les dispositifs conventionnels tels que les
mélangeurs a haut cisaillement « ne fournissent pas suffisamment de puissance pour séparer les
nanomatériaux en leurs particules individuelles. Pour les substances de I'ordre de quelques nanometres
a quelgues micrométres en particulier, I’utilisation d’ ultrasons a haute puissance est un moyen avéré trés
efficace et trés effectif pour détruire les agglomérats, les agrégats et méme les particules primaires. » De
méme, Akpan et coll. (2019) signalent que les forces mécaniques générées par le mélange a haut
cisaillement sont « beaucoup moins puissantes que I'ultrasonicationa haute énergie ». La dispersion des
agglomérats exige I'application de contraintes de cisaillement supérieures a I'énergie de liaison des
particules. Huang et Tarentjev (2012) affirment que le mélange mécanique de cisaillement élevé peut
produire un taux de contrainte pouvant atteindre 4 000 s-! et une contrainte de cisaillement ne dépassant
pas 20 kPa dans des liquides visqueux comme les résines époxydes; dans des liquides de faible viscosité
tels que I'eau, la contrainte de cisaillement livrée « descendra a moins de 50 Pa, offrant trés peu d’espoir
d’atteindre la dispersion ». Dans le cas de la sonication, cependant, des taux de contrainte extrémement
élevés sont produits pendant la cavitation, jusqu’a 10° s-1, ce qui entraine une contrainte de cisaillement
approchant 100 MPa, ou environ 10> a 106 fois plus que les contraintes maximales produites par un
mélange de cisaillement élevé.

La Direction des aliments de Santé Canada a demandé des renseignements supplémentaires aux
intervenants au sujet des pratiques de I'industrie alimentaire en matiere de dispersion du TiO, et a regu
une réponse selon laquelle la sonication ou d’autres méthodes intensives visant a décomposer les
agglomératsen leurs particules constitutives ne sont pas utilisées pour disperser le TiO, dans la fabrication
d’aliments ou de boissons (International Association of Color Manufacturers, comm. pers. 11 mars 2022;
Titanium Dioxide Manufacturers Association, comm. pers. 13 mai 2022). Cette réponse est conforme a
I'information fournie antérieurement a la Direction des aliments de Santé Canada indiquant que le
processus de production du TiO, de qualité alimentaire comporte des forces beaucoup plus grandes que
les méthodes employées pour incorporer le matériau dans toute application d’utilisation finale connue, y
compris la fabrication d’aliments (TDMA 2019).

6. Toxicocinétique

L’absorption orale par I'intermédiaire d’aliments, de produits de soins personnels et de médicaments ou
de produits de santé naturels est la principale voie d’exposition auTiO, pour ceux qui n’y sont pas exposés
aux milieux professionnels. Un certain nombre de recherches ont étudié la biodisponibilité orale, la
distribution systémique et I’élimination du TiO, chez les rongeurs et les humains. En général, toutes les
particules de TiO, sont insolubles dans des solutions aqueuses et ne sont que faiblement dégradées dans
des conditions représentatives du milieu gastro-intestinal (Winkler et coll. 2018), la grande majorité des

34
Etat des connaissances scientifiques sur le dioxyde de titane (TiO,) en tant qu’additif alimentaire



Direction des aliments, Santé Canada Juin 2022

particules de TiO, ingérées étant éliminées inchangées dans les selles. Cependant, I'épithélium gastrique
est protégé par le tissu lymphoide associé au tube digestif (GALT), qui assure la surveillance
immunologique du contenu de I'intestin. Dans I'intestin gréle, ce tissu lymphatique muqueux forme des
agrégats qui sont connus sous le nom de plaques de Peyer. La couche épithéliale des plaques de Peyer
contient des cellules spécialisées appelées microvillosités cellulaires (M), ayant la capacité unique de
violer la barriere muqueuse et de capturer et transporter des particules de la lumiére intestinale (Dillon
et Lo 2019). Bien que ces cellules transportent généralement des particules de phosphate de calcium, les
particules de TiO, se situent également dans la plage optimale de taille du captage par les microvillosit és
M et peuvent donc « détourner » cette voie physiologique et entrer dans les lymphatiques intestinaux
(Barreto da Silva et coll. 2020). Deés I'accés au systeme lymphatique, de petites particules peuvent étre
transportées de facon systémique alors que celles de plus de ~1 um sont effectivement piégées dans les
plaques de Peyer et persistent sans étre dégradées (EFSA 2016). Les particules peuvent s’accumuler au
point de ressembler a des structuressimilaires a des tatouages aux bases des plaques de Peyer, la densité
de pigmentation observée augmente alors avec I'age chez les enfants et les jeunes de 1,6 a 18,1 ans
(moyenne de 12,2ans) qui subissent des biopsies intestinales pour des maladies intestinales
inflammatoires présumées, bien que des particules aient été détectées dans moins de la moitié (42 %)
des cas et n"ont pas été confirmés comme étant spécifiquement du TiO, (Hummel et coll. 2014). Les
particules captées par les microvillosités M peuvent également étre transcytosées vers des cellules
dendritiques adjacentes situées dans les plaques de Peyer, et les cellules dendritiques elles-mémes
peuvent prélever directement des particules dans la lumiére intestinale au moyen de structures
semblables a des structures a jonction étroite avec des cellules épithéliales (Rescigno et coll. 2001).

Etudes surles rongeurs

Riedle et coll. (2020) ont examiné I'éventualité d’'utiliser un modéle murin pour imiter I’exposition
humaine au TiO,. Selon les auteurs, pour que ce modéle soit considéré comme efficace, il doit étre
démontré que I'administration de TiO, de qualité alimentaire incorporée dans le régime alimentaire
entraine I'accumulation de particules dans les plaques de Peyer, comme c’est le cas chez I’humaine. Les
souris méles et femelles C57BL/6 ont été exposées a 1, 10 ou 100 mg/kg pc/j de TiO, de qualité alimentaire
dans les aliments pour animaux pendant 18 semaines (anatase Dsg 119 nm, plage 50 — 350 nm), durée
apres laquelle elles ont été euthanasiées et le contenu de leur TGl récolté. Les plaques de Peyer ont été
excisées et examinées au moyen d’une microscopie confocale et de la microscopie STEM assortie d’une
spectroscopie de rayons X a dispersion d’énergie (SEM-EDX). Tel qu’il a été observé chez les humains, une
absorption dépendante de la dose des particules de TiO, dans la base des plaques de Peyer a été observée,
ce qui a amené les auteurs a conclure que le modéle alimentaire est une méthode de dosage oral
physiologiquement pertinente pour I'évaluation des risques du TiO, de qualité alimentaire pour la santé
humaine. Les auteurs n’ont pas examiné si la présence des particules pouvait étre détectée dansdes tissus
autres que ceux du TGI. D’autres parametres étudiés dans le cadre de cette recherche sont décrits plus
loin a la section intitulée « Immunotoxicité, inflammation et effets sur le TGl ».

L’absorption, la distribution et I’excrétion du TiO, de qualité alimentaire incorporé au régime alimentaire
ont été évaluées dans une étude conforme aux BPL chez les rats et effectuée conformément aux lignes
directrices de I'OCDE 417 (Toxicocinétique) (Farrell et Magnuson 2017). Le TiO, de qualité alimentaire
(anatase, Dso = 133 — 146 nm) a été incorporé dans les aliments pour animaux a une concentration
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nominale de 200 ppm et les rats Sprague Dawley males et femelles (n = 10 par sexe par groupe; dose
équivalente a 30 mg de TiO,/kg pc/j en supposant une consommation quotidienne de 30 g de régime/j
pour un rat de 200 g) ont recu du TiO, ou pas soit un régime témoin (sans TiO, ajouté, concentration du
fond de 7 a 9 ppm) pendant sept jours. Apreés sept jours, le régime de TiO, a été retiré et trois rats par
sexe ont étésacrifiésa 1 h, 24 h et 72 h apres le remplacement du régime contenant le TiO, par le régime
témoin. Les animaux ont été placés individuellement dans des cages métaboliques aprés le retrait du
régime d’essai, et tous les excréments, y compris les résidus provenant des lavages en cage, ont été
conservés. La teneur en Ti dans les excréments, le sang total, le foie, les reins et les muscles a été
déterminée par la spectrométrie d’émission atomique par plasma par couplage inductif (ICP-AES). La
majorité du Ti a été excrétée dans des matieres fécales dont les concentrations dans |'urine étaient
inférieures a la limite de quantification (LQ; < 0,04 mg/L; équivalent a < 2 % de dose quotidienne/L) pour
tous les échantillons, a I'exception de I’échantillon d’urine de 0 a 24 h pour un rat (0,05 mg/L); la collecte
d’urine et de selles a commencé apreés le retrait de I'alimentation d’essai et, par conséquent, aucune
récupération du bilan massique n’a été estimée. Les concentrations de Ti dans le sang total étaient
également inférieures au seuil de détection (SD) dans le groupe de traitement et le groupe témoin. Dans
les tissus, les concentrations de Ti étaient inférieures au SD (0,1 a 0,2 mg/kg de poids humide) chez la
plupart des rats, a la majorité des stades; sur un total de 270 échantillons de tissus (90 provenant du foie,
90 des reins et 90 des muscles), 176 (65 %) étaient inférieurs au SD. Les observations sporadiques de
niveaux supérieurs au SD se situaient dans la plage de 0,1 a 0,3 mg/kg de poids humide et se sont
produites a des niveaux et a une fréquence semblables chez les rats exposés au TiO, et chez ceux du
groupe témoin. Les auteurs ont conclu que le TiO, de qualité alimentaire administré dans le régime
alimentaire n’est pas absorbé et distribué de fagon significative dans les tissus des mammiferes et qu’il
n’y a aucune preuve d’accumulation dans le foie, les reins et les muscles a la suite d’une exposition par
voie orale répétée pendant 7 jours.

Une deuxiéme étude toxicocinétique a sites multiples conforme aux BPL portant sur 5 catégories
différentes de TiO, a été effectuée conformément aux lignes directrices de 'OCDE 417 et un rapport
sommaire de cette étude non publiée a été présenté a Santé Canada par I'industrie (EBRC 2022). Dans
cette étude, les rats CD males et femelles (n non indiqué, bien que la ligne directrice de I'essai mentionne
au moins quatre animaux par sexe par groupe de dose) ont regu soit un excipient témaoin, soit une dose
unique de 1 000 mg/kg pc de TiO, administrée par gavage oral et la teneur totale en Ti du sang totala été
mesurée pendant 96 h aprés dosage. La biodisponibilité orale relative des différentes qualités de TiO, a
été comparée a une solution de dihydroxyde de Ti soluble (Titanium(IV) bis(ammonium lactato) — 50 poids
% en H,0) administré par voie orale (100 mg/kg pc) ou par voie intraveineuse (10 mg/kg pc). Les objets
d’essai comprenaient une forme de TiO, de qualité alimentaire dénommée E171-E qui avait un diameétre
de particule médian (D50) de 99,9 + 2,0 nm et contenait environ 50-51% des particules constitutives a
I'échelle nanométrique (LNE 2020). Les quatre autres particules ont été identifiées sous les
appellations G6-3 (un TiO,-NP rutile revétu d'alumine et d'une substance organique hydrophobe, D5y =9,2
1 2,0 nm), G2-5 (TiO,-NP anatase non revétu, D50= 5. 5 + 2,0 nm), G3-1 (TiO, rutile pigmentaire non
revétu, Dsq=146,9+ 5,9 nm) et G4-19 (TiO, rutile pigmentaire revétud'alumine et de polyol, Dso=177,5
* 3,9 nm). Les détails sur I'excipient et le protocole de dispersion n’ont pas été fournis. Le sang a été
recueillia0;0,5;1; 2; 4;8;12; 24;48; 72 et 96 h aprésla dose et les concentrations de Ti ont été mesurées
par ICP-SM/SM a la suite d’une digestion acide assistée par micro-ondes a I'aide du H,S0, des échantillons
de sang total. Cette méthode tient compte de la biodisponibilité des particules de TiO, ainsi que de tout
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Ti dissous. Les concentrations de Ti dans le sang des rats ayant recu I'excipient témoin étaient tres
variables, plusieurs males présentant des valeurs étant considérées comme des aberrations statistiques
qui ont été exclues du traitement des données. Les concentrations moyennes de Ti dans le sang des rats
males et femelles étaient inférieures a 0,2 ug de Ti/g de sang aprés|’administration par voie orale de tous
les objets d’essai. L’administration de la référence de Ti soluble a donné lieu a des concentrations de Ti
dans le sang jusqu’a 90 ug/g de sang et 0,9 ug/g de sang aprés injection intraveineuse et dosage oral,
respectivement. Les concentrations de Ti les plus élevées dans le sang a la suite d’un dosage oral ont été
observées dans le groupe qui a recu I'article de test TiO, E171-E de qualité alimentaire. L’aire sous la
courbe (ASC) résultante a été tracée pour les rats exposés a la substance de référence par voie orale ou
par intraveineuse et comparée a I’ASC des rats qui ont recu E171-E par administration orale. Il a été
déterminé que la biodisponibilité orale relative maximale de I'E171-E était de 0,0013 % (arrondie a un
chiffre significatif aux fins du présent rapport). Les concentrations mesurées de Ti dans le sang des quatre
autres formes de TiO, étaient inférieures au SD apres correction du fond (SD non indiqué). Les auteurs
ont conclu que la biodisponibilité orale de toutes les qualités de TiO, testées était proche du SD du
systéme analytique. lls ont également déclaré que la plupart des réactifs utilisés dans le processus
contiennent des concentrations de Ti de fond faibles, mais mesurables, ce qui rend I'analyse des niveaux
faibles difficile. De plus, les auteurs ont signalé que le niveau du fond de Ti sanguin chez les rats témoins
était tres variable, surtout chez les males, ce qui est conforme aux niveaux du temps zéro mesurés
pendant les études alimentaires.

Dansle cadre d’une série d’expériences, Bettini et coll. (2017) ont examiné le devenir du TiO, chez les rats
qui ont recu des particules ultrasoniquées dans I’eau (protocole de dispersion de NANOGENOTOX). Dans
la premiére expérience, les rats Wistar males adultes (n = 10 par groupe) ont regu un excipient témoin
(eau) ou 10 mg/kg pc/j de TiO, (E171) de qualité alimentaire par gavage intragastrique pendant 7 jours.
L’imagerie par microscopie confocale basée sur la diffraction laser pour détecter les particulesde TiO, qui
diffractent la lumiere et I'autofluorescence des cellules pour détecter les structures cellulaires ont été
employées pour examiner le devenir du TiO, le long de I'axe intestin-foie. Dans une autre expérience,
I'état d’agglomération des particules récupérées a partir du contenu luminal du jéjunum et du cblon des
rats(n =4 males) 4 h aprés avoir recu une dose de gavage unique de 10 mg/kg pc de E171 a été examiné.
Les auteurs soulignent que des particules de TiO, qui diffractent la lumiére ont été trouvées dans les
plaques de Peyer de l'intestin gréle, de la muqueuse colique et du foie de rats recevant 'E171 pendant
7 jours, mais pas chez les rats témoins. lls indiquent également qu’en comparaison avec le bolus initial,
les particules dispersées ne se sont pas aggloméréesdans l'intestin ni pendant le transit intestinal. Dans
les images provenant de cette expérience, un grand nombre de particules réfléchissantes par diffraction
laser sont observées dans la suspension d’essai de TiO, avant le gavage, ainsi que le long de I'intestin dans
le contenu luminal du jéjunum. Un nombre beaucoup plus faible de particules réfléchissantes par
diffraction laser est observé dans le colon. D’aprés d’autres preuves rapportées dans cette étude, il est
probable que les particules réfléchissantes observées soient correctement identifi€es comme étant du
TiO,. Cependant, il convient de noter que la résolution spatiale de la méthodologie utilisée est insuffisante
pour démontrer |'état d’agglomération des particules visibles sur lesimages. Les images de la muqueuse
colique obtenues par MET montrent la présence d’agrégatsd’E171 (> 200 nm en taille), mais n’indiquent
pas clairement la présence de NP désagglomérées. Il convient aussi de noter que les particules dispersées
ont été stabilisées avec I’ASB, qui peut étre a I'origine de changements dans I'affinité de liaison a la fois
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entre les particuleset avec d’autresligands, et donc ne refletent peut-étre pas entierement la disposition
des particulesdans des conditions typiques d’exposition alimentaire.

Talamini et ses collegues (2019) ont également examiné la possibilité que I'E171 administré a des souris
par voie orale entraine une accumulation dans les tissus. Les souris males se sont vues administrer un
excipient ou 'E171 dans de I'eau (sans désagglomération pour mieux simuler I'exposition humaine) a
5 mg/kg pc/j, trois jours par semaine pendant trois semaines. Apres le sacrifice final trois jours aprés
I’administration de la derniére dose, les concentrations totales de Ti ont été mesurées dans les tissus de
quatre souris de chaque groupe par spectrométrie de masse a plasma par couplage inductif (ICP-SM) et
les particules d’E171 et de TiO, dans le gros intestin ont également été mesurées par ICP-SM a une seule
particule (sp-ICP-ICP-SM). Chez les souris auxquelles 'E171 a été administré, des augmentations
significatives de la teneur en Ti dans le foie et dans le gros intestin ont été observées (1,8 et 3,6 fois plus
gue chez les témoins, respectivement). Dansle gros intestin, il a été déterminé que les particules étaient
principalement a I'échelle micrométrique, bien qu’une proportion détectable de TiO,-NP ait également
été observée (une analyse de particules simples a été effectuée dans des échantillons du gros intestin
uniquement). D’autres détails de cette étude sont présentés a la section intitulée « Immunotoxicité,
inflammation et effets sur le TGl ».

Coméra et coll. (2020) ont également examiné la cinétique d’absorption aprés une dose unique de 40 mg
d’'E171/kg pc (dispersée dans de I'eaua la suite du protocole de dispersion de NANOGENOTOX) chez des
souris C57BL/6 a jeun (sexe non précisé). La présence de particulesde TiO, dans des portions de I'intestin
(jéjunum, iléon et cblon) et dans le sang a été mesurée par microscopie confocale ou MET apres
I’administration de I'article de test ou de I'excipient témoin. Les auteurs estiment qu’environ 0,007 % de
la dose administrée a été absorbée dans les villosités au niveau du jéjunum et de I'iléon au point de 4 h,
bien que les niveaux soient retournés au point de référence a 8 h et gu’il y ait relativement peu
d’absorption dans le colon. Dans les plaques de Peyer, les niveaux étaient indétectables a 4 h, mais
augmentaient considérablement a 8 h. La microscopie confocale a laser a été utilisée pour détecter les
particules réfléchissantes dans le sang qui étaient censées indiquer des particules de TiO,; des particules
réfléchissantes ont été observées au niveau de référence, mais ont été significativement multipliées par
3,5 et 4,1 a4 et 8h, respectivement. Cependant, le Ti sanguin tel gu’il a été quantifié par I'ICP-SM est
demeuré en deca du SD (< 0,02 mg Ti/kg) aux deux temps d’observation. Dans une deuxiéme expérience
menée par les mémes auteurs, des boucles jéjunales de souris anesthésiées ont été prétraitées ex vivo
avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) ou avec I'un des inhibiteurs pharmacologiques
suivants : 100 mM (2,4, 6-triaminopyrimidine) (TAP, un inhibiteur de la perméabilité paracellulaire des
jonctions serrées); 100 uM d’amiloride de 5-(N-éthyl-N-isopropyl) (EIPA, pour inhiber la micropinocytose);
30 uM Pitstop 2 (pour bloquer I'endocytose produite par la clathrine) ou 17 uM méthyl-B-cyclodextrine
(MBCD, pour inhiber I'endocytose dépendante des radeaux lipidiques). Aprés 30 minutes d’incubation, le
contenu de la lumiére a été rincé et remplacé par du PBS avec ou sans 300 pg/ml d’E171 soniqué, puis
incubé pendant 30 minutes. L’inhibition de la voie paracellulaire par le TAP a réduit de 66 % |'absorption
des particules d’E171 par rapport aux témoins, tandis que I'inhibition de I’'endocytose n’a montré que des
diminutions légeres, mais non significatives, suggérant seulement une contribution mineure du transport
transcellulaire. Néanmoins, les études en boucle intestinale présentent certains problémes de conception
qui compliguent l'interprétation des résultats. Il s’agit notamment de la fragmentation de la barriére
mugueuse gastro-intestinale par de multiples rincageset de I'absence d’une matrice alimentaire.
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Plusieurs études ont également examiné le devenir des TiO,-NP ingérés par voie orale. Cho et ses
collégues (2013) ont étudié I'absorption, la distribution et I’excrétion des TiO,-NP chez les rats Sprague
Dawley males et femelles (n = 11/groupe). Les particules (phase anatase 80 %/phase rutile 20 % de TiO,
avec un diamétre moyen de 21 nm) utilisées pour les essais semblent similaires a P25 (NM-105) et ont été
suspendues dans de I'eau distillée (les détails du protocole de suspension ne sont pas mentionnés). Les
ratsont été traités par gavage oral avec soit de I’eau distillée soit des TiO,-NP a des doses de 260,4; 520,8
ou 1 041,5 mg/kg pc/j pendant 90 jours. Cing animaux par groupe ont été choisis au hasard et placés dans
des cages métaboliques immédiatement apres le gavage et la collecte d’urine et de selles pendant 24 h.
Lors du sacrifice final, des échantillons de sang et de tissus provenant du foie, de la rate, du rein et du
cerveau ont été recueillis et analysés pour déterminer la teneur en Ti par ICP-SM (limite de détection de
la méthode = 0,1-1 ng/L). Aprés 90 jours d’exposition, il n’y a pas eu d’augmentation significative de la
teneur en Ti dans les organes échantillonnés, méme a la dose la plus élevée testée, et aucune preuve
d’une réponse a la dose. Des concentrations trés élevées de TiO, ont été détectées dans les matieres
fécales, sans augmentation significative de I'urine (les concentrations dans les matiéres fécales étaient
environ de 4 ordres de grandeur plus élevés que les concentrations dans I'urine). Les auteurs ont conclu
que les TiO,-NP étaient absorbés au minimum chez le rat, méme apres une dose répétée a des niveaux
allant jusqu’a plusieurs ordres de grandeur au-dessus des taux d’exposition chez I'humain, sans
translocation systémique significative parle TGI.

Geraetset coll. (2014) ont exposé des rats Wistar males (n = 3/groupe) par gavage orala I'un des 4 TiO,-
NP différents pendant 1 ou 5 jours consécutifs a une dose de 2,3 mg/rat/d (correspondant a des doses de
6,8a 8,6 mg/kg pc/j). Les objets d’analyse étaient NM-101 (anatase; taille des particules primaires 6 nm),
NM-102 (anatase; taille des particules primaires 20 nm); NM-103 (rutile, taille des particules primaires
20 nm, enduite d’Al,O; et d’une couche de polymére de polysiloxane) et NM-104 (rutile, taille des
particules primaires 20 nm, enduite d’Al,Os). Les particules ont été dispersées dans de I'éthanol et de
I"albumine sérique de rat par sonication avec sonde et diluées jusqu’a leur concentrationfinale dans 10 %
PBS; les males et les femelles témoins ont recu I'excipient seulement. Les ratsont été sacrifiés 24 h apreés
la derniére exposition (jour 2 ou jour 6) et le foie, la rate et les ganglions lymphatiques mésentériques
(GLM) ont été recueillis. Des échantillons de tissus ont été analysés pour détecter la présence de Ti par
I"ICP-SM a haute résolution. Sur les 30 échantillons de foie/rate d’animaux exposés, un échantillon de foie
(groupe NM-102) se trouvait au SD et un échantillon de foie (groupe NM-103) était au-dessus du SD, mais
en dessous de la LQ; le SD et la LQ étaient respectivement de 0,03 pg de Ti/g de tissu et de 0,09 pg de Ti/g
de tissu. Aucune concentrationde Ti au-dessus du SD n’a été détectée dans la rate des animaux exposés,
bien que parmiles trois témoins non traités, I'un d’eux avait une concentration de Tiau SD aussi bien dans
la rate que dans le foie. Tous les échantillons de GLM contenaient des concentrations de Ti supérieures
au SD, bien que les concentrations chez les animaux exposés étaient supérieures a celles des témoins non
exposés seulement dans le groupe NM-104. Dans ce groupe, la teneur totale de Ti dans les GLM a été
estimée a environ 0,003 % de la dose administrée, ce qui a été considéré comme le pire scénario, quoiqu’il
faut préciser qu’il s’agit d’une fine particule (~24 nm) rutile de qualité cosmétique enrobée et donc non
représentative du TiO, utilisé dans les aliments. Selon tous les nanomatériaux et tous les organes testés,
les auteurs ont estimé qu’environ 0,02 % de la dose administrée a été absorbée et ont donc conclu que
les TiO,-NP ont une biodisponibilité orale tres limitée chez le rat. Des résultats semblables ont été
rapportés par Janer et coll. (2014) et MacNicoll et coll. (2015); les résultats de ces deux études ont indiqué
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que la teneur en Ti du sang, destissus et des organesinternes n’était passignificativement différente chez
les témoins comparativement aux animaux traités par I'administration orale des TiO,-NP (des détails
supplémentaires se trouvent al’annexe E).

Compte tenu de leur insolubilité dans les matrices biologiques et de I'absence de mécanismes d’excrétion
connus pour les particules absorbées systématiquement, une inquiétude est soulevée du fait que la
fraction absorbée, bien qu’elle soit petite, puisse persister et s"accumuler dans les tissus a la suite d’une
exposition chronique. Cependant, la variabilité élevée du niveau d’ingestion du TiO, et des niveaux de Ti
du tissu de fond (basal) chez les humains et les animaux de laboratoire complique I'établissement précis
des parametres cinétiquestels que la demi-vie d’élimination (EFSA 2021a). Dansson récent avis, le groupe
FAF de I'EFSA (2021a) a identifié la possibilité que les TiO,-NP s’accumulent dans le foie, les poumons et
la rate avec des demi-vies allant de 83 jours dans le foie et les poumons a 350 jours pour la rate et a
450 jours pour tout le corps. Toutefois, ces estimations sont fondées sur I'injection intraveineuse de TiO,-
NP chez les rats et sont extrapolées a partir du dernier point d’échantillonnage a 28 j. Il existe une
incertitude inhérente compte tenu de la durée de la période d’échantillonnage par rapport aux demi-vies
estimées et du fait qu’aucune étude expérimentale ne pouvait mesurer de fagon appropriée une demi-
vie de 450 jours chez les rongeurs. |l a été recommandé que la durée du plan d’échantillonnage soit d’au
moins 4 fois la durée moyenne de la demi-vie mesurée afin de pouvoir se fier aux valeurs de demi-vie
déclarées (Colucci et coll. 2011). En revanche, dans ce cas, la demi-vie estimée de 450 jours est 16 fois
plus longue que la durée d’échantillonnage de 28 jours.

La biocinétique des TiO,-NP administrés par voie orale et intraveineuse chez les rats Wistar-Kyoto femelles
a été étudiée par Kreyling et ses colléegues (2017a,b) dans deux études de radiotraceursde vanadium (V).
Aprées la dispersion, les NP anatase formaient des entités approximativement sphériques
agrégées/agglomérées d’'un diameétre d’environ 50 nm qui se composaient de particules primaires plus
petites d'un diamétre de 7 a 10 nm. Des suspensions de [*8V]TiO,-NP ont été administrées a des rats
n’étant pas a jeun dans un seul bolus par gavage oraldans la plage de 30 a 80 pg/kg pc ou dans une seule
injection intraveineuse dans la plage de 40 a 400 pg/kg pc. Les ratsont été placés individuellement dans
des cages métaboliques pour la collecte d’ urine et de selles; a1 h, 4 h, 24 h et 7 jours aprés la dose, quatre
rats par repére temporel pour chaque voie d’exposition ont été sacrifiés et la radioactivité 48V a été
mesurée dans le sang, les organes, les tissus et tous les excréments. Quatre autresrats ont été sacrifiés a
28 jours dans I'expérience intraveineuse uniquement. Dans I'étude de cinétique orale (Kreyling et coll.
2017a), presque tous ont conservé [*8V]TiO,-NP au-dela de I'intestin distribué a la carcasse sans organe,
avec seulement de petites fractions hétérogénes observées dans des organes comme le foie et la rate,
alors que le foie a recueilli pratiguement toutes les [*8V]TiO,-NP aprés administration par intraveineuse.
Les auteurs ont fait remarquer que ce résultat est probablement dd au constat selon lequel le TiO, ingéré
par voie orale est absorbé et translocalisé par les lymphatiques, ol il peut étre conservé dans les ganglions
lymphatiques et ensuite il est lentement libéré dans le sang (Kreying et coll. 2017a). En supposant que 48V
est un marqueur de substitution fiable pour les TiO,-NP, environ 0,6 % de la dose administrée a été
absorbée dans la premiéere heure apres le gavage, et la concentration a diminué a 0,05 % apres 7 jours. Le
déclin rapide de la fractionretenue de 0,6 % aprés1 ha0,2 % aprés4 h indique I'existence de mécanismes
actifs de dégagement précoce. Cependant, des niveaux faibles, mais détectables persistent dans des
organes comme le cerveau et I'utérus sept jours aprés la dose, ce qui suggere un potentiel de
bioaccumulation des TiO,-NP dans des conditions d’exposition répétée, en supposant que ces mesures ne
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soient pas confondues par la lixiviation de 48V solubles a partir de particulesde TiO, étiquetéesen #8V. Les
auteurs notent que les études sur la biocinétique a long terme a la suite de doses orales répétées font
encore défaut. En comparant la cinétique orale et la cinétique intraveineuse des TiO,-NP chez le rat, une
biocinétique remarquablement différente est observée, ce qui a amené les auteurs a conclure que
« I'injection intraveineuse ne semble pas étre un substitut adéquat pour évaluer la biodistribution et les
effets potentiels sur la santé qui surviennent aprés I’exposition orale aux nanoparticules de TiO, »
(Kreyling et coll. 2017a).

Il convient de mentionner que dans la majorité des études qui se sont penchées sur la toxicocinétique des
TiO,-NP chez les rongeurs, ces derniers ont regu les particules par gavage oral. Les études de gavage
menées avec des particules insolubles posent plusieurs problemes qui peuvent compliquer
I'interprétation des résultats, y compris la fragmentation de la couche de mucus gastrique, qui peut
améliorer la biodisponibilité systémique de la dose administrée. De plus, les doses concentrées de bolus
utilisées pour le gavage peuvent produire des changements artificiels dans la distribution de la taille des
particules qui ne refléteraient pas la facon dont les humains sont exposés dans le régime alimentaire; par
exemple, des doses plus élevées de bolus de TiO, peuvent entrainer une plus grande agglomération de
particules et une exposition paradoxalement plus faible aux particules primaires. L’absence d’exposition
a une matrice alimentaire avant I'ingestion peut également avoir une incidence sur les propriétés
toxicocinétiques.

Etudes chez les humains

L’évaluation du TiO, effectuée par JECFA (1969) fait référence a un rapport non publié de I'industrie
chimique dans lequel cing volontaires males ont ingéré 5 g de TiO, de qualité alimentaire, suspendus
pendant trois jours consécutifs dans du lait (West et Wyzan 1963, comme cité dans JECFA 1969). L’urine
a été recueillie pendant cing jours et aucune augmentation des concentrations de Ti dans I'urine n’a été
détectée, ce qui a permis au Comité de conclure qu’il n’y avait pas eu d’absorption significative de Ti.
Cependant, des progrés technologiques importants ont amélioré la capacité d’analyse pour détecter leTi
dans les matrices biologiques depuis ce temps et I'urine ne semble pas étre une voie importante
d’excrétion du Ti (Cho et coll. 2013). Plus récemment, Pele et coll. (2015) ont étudié la biodisponibilité
orale du TiO, de qualité alimentaire. Des volontaires sains ayant une perméabilité intestinale normale (n
=7) ont ingéré des capsules contenant 100 mg de TiO, de qualité alimentaire (anatase, D5y de 260 nm) a
un jeline déclaré (les participantsse sont vu offrir le petit-déjeuner et le déjeuner 1 h et 4 h apreésla dose,
respectivement, et bien que la teneur en Ti des repas n’ait pas été quantifiée, ils ont été déclarés
« exempts de TiO, ajouté »). Des échantillons de sang ont été recueillis a la base ainsi qu’a des intervalles
allant jusqu’a 10 h apres I'ingestion et analysés pour détecter les particules de TiO, de fagon semi-
guantitative au moyen de la microscopie a fond noir ainsi que pour le Ti total par ICP-SM. Les résultats de
la microscopie a fond noir refletent globalement les mesures de Ti par ICP-SM dans les mémes
échantillons. Desaugmentationsimportantes du Ti dans le sang ont été observées a partirde 2 h, avec un
sommet atteint a 6 h. Le niveau le plus élevé de Ti dans le sang observé a 6 h était d’environ 11 ng/ml,
comparativement a un niveau de base moyen d’environ 2 ng/ml, bien que la taille des particules
absorbées n’ait pas été quantifiée.
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Jones et coll. (2015) ont mené une étude chez les humains afin de comparer I'absorption des TiO,-NP avec
celle des particules plus grosses. Les volontaires humains (quatre males adultes et cing femelles adultes)
ont recu des doses orales uniques de 5 mg/kg pc de TiO, (équivalant a 300 mg pour un individu de 60 kg),
composées de diverses tailles de particules dispersées dans I'eau : 15 nm (anatase; ~ 100 % en nombre
<50 nm), 100 nm (rutile; 95 % en nombre entre 48 et 154 nm) et < 5 000 nm (rutile; 100 % en nombre
> 100 nm). Des doses ont été administrées avec au moins 4 semaines d’écart et des séries d’échantillons
sanguins (de référence, 2, 4, 24 et 48 h apres la dose) et d’urine (24 h comme point de référence jusqu’a
72 h apres la dose) ont été recueillis. La teneur en titane dans le sang et I'urine a été mesurée par I'ICP-
SM. Aucune différence significative entre les niveaux de biomarqueurs avant et apres la dose n’a été
observée pour quelque taille de particules que ce soit, et ni les mesures pour le sang ni celles pour I'urine
n’ont donné de courbes qui indiquent I'absorption et/ou I'élimination. Il est intéressant de noter que le
niveau de référence moyen de Ti dans I’étude de Jones et coll. était de 13,7 ng/ml, ce qui est supérieur au
niveau du sommet observé aprésl’ingestion chez Pele et coll. (2015). Dans I'étude de Jones et coll., il n’est
pas précisé sile TiO, a été administré a un rythme rapide. Toutefois, les niveaux de base de Ti dans cette
étude semblent exceptionnellement élevés, car les recherches récentes utilisant I'IlCP-SM a haute
résolution révelent systématiquement que les niveaux de base de Tidans le sérum et le sang total sont
inférieurs a 1 ng/ml (Balcaen et coll. 2014; Swiatkowska et coll. 2019), ce contraste suggére une possibilité
de contamination ou d’interférence. Swiatkowska et coll. (2019) ont également mis en garde contre le fait
gue la norme ICP-MS, qui a été utilisée par Pele et coll. (2015) et Jones et coll. (2015) pour quantifier le Ti
dans le sang, n’est pas une méthode appropriée pour mesurer le Ti dans des échantillons biologiques, en
raison d’'une gamme d’interférences polyatomiques et isobariques.

Le transfert de particules de TiO, de la mere au feetus pendant la grossesse a été étudié par Guillard et
coll. (2020) en analysant la teneur en Ti du placenta et du méconium ainsi gu’au moyen d’un modéle de
perfusion ex vivo pour étudier le transfert transplacentaire du TiO, de qualité alimentaire. Dans la
premiere étude, des placentas de bébés nés a terme ont été recueillis a partir de 22 grossesses sans
complications a Toulouse, en France. Des échantillons de méconium (n = 18) ont également été prélevés
dans les premiers jours suivant la naissance, bien que ces échantillons ne proviennent pas des mémes
nourrissons associés a la collecte du placenta. Le Ti a été détecté dans tous les échantillons de placenta
avec des concentrations allant de 0,01 a 0,48 mg/kg de tissu. La distribution de la taille des particules de
Ti dans le placenta (n = 2) a été caractérisée par MET avec analyse de rayons X a dispersion d’énergie
(MET-EDX) et la majorité des particules (17 sur 26) ont été déterminées comme étant inférieures a
100 nm. Dans le méconium, le Ti a été détecté par ICP-SM dans 9 échantillons sur 18, avec des
concentrations allant de 0,02 a 1,50 mg/kg de tissu. L’analyse de la taille par MET-EDX de 33 particules
provenant de deux échantillons de méconium déterminés a 82 % a révélé que leur taille correspondait a
I’échelle nanométrique (< 100 nm), bien que, en plus du Ti, il s’agissait également de particules de : Si, Al,
Fe et Zn. Le groupe FAF de I'EFSA (2021a) a également noté que les auteurs n’ont pas controélé la possibilité
gue les particules de Ti dans le méconium proviennent peut-étre des couches, de la créme de change ou
du lait maternel, car les nourrissons avaient été nourris avant la collecte. Dans la deuxiéme expérience,
les auteurs ont utilis¢é un modele de perfusion placentaire ex vivo pour caractériser le transfert
transplacentaire d’'E171. Les placentas ont été perfusés avec (n = 13) ou sans (n = 2) E171 a une
concentration de 15 pg/L pendant 1h avec des échantillons prélevés dans le flux feetal toutes les
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5 minutes. A la suite de la perfusion, du Tia été détecté par ICP-SM dans la plupart des exsudats du foetus
(0,412 3,46 ng Ti/mL), bien que 92 % se trouvaient dans la plage du niveau vide (0,333 1,92 ng Ti/mL). La
méthode n’a pas permis de quantifier le nombre total de particules dans I'exsudat du coté foetal ou les
particules de TiO, ont augmenté a partir de 10 minutes suivant la perfusion d’E171, atteignant un plateau
entre 20 a 30 minutes. Les fractions liquides regroupées de I’exsudat placentaire 20 a 30 minutes apres
perfusion avec E171 ont été analysées par SEM-EDX. Un total de 300 particules de TiO, ont été
échantillonnées et mesurées en prenant la plus petite dimension de chaque particule dans les
agglomérats. A I’exception de trois particules, toutes avaient un diameétre inférieur 3 200 nm et 70 % et
100 % étaient a I'échelle nanométrique dans deux expériences de perfusion, respectivement.

Dans I'ensemble, les résultats d’études sur les rongeurs et les humains révelent que I'absorption des
particules de TiO, par voie orale est trés faible et dépendante de la taille, et qu’elle peut se produire
principalement par I'intermédiaire du GALT, la matiére absorbée est alors conservée principalement dans
les intestins, le foie et la rate (Winkler et coll. 2018; Heringa et coll. 2018). Heringa et ses collégues (2018)
ont étudié le fardeau des particules de TiO, dans les organes humains a I'échelle nanométrique et a
I’échelle micrométrique dans 15 foies et 15 rates humains post mortem (six hommes et neuf femmes,
dgésde 56 2104 ans). Dans le foie et la rate, la teneur totale en Ti variait de 0,02 a 0,09 mg Ti/kg de tissu
(moyenne de 0,04 + 0,02 mg/kg) et de 0,02 a 0,4 mg Ti/kg de tissu (moyenne de 0,08 + 0,1 mg Ti/kg),
respectivement. Cette teneur était inférieure au SD corrigé par des essais a blanc (0,01 mg/kg de tissu)
dans huit des 15 échantillons de foie et un des 15 échantillons de rate. La taille des particules variait de
85 a 550 nm dans le foie et de 85 a 720 nm dans la rate, avec 24 % des particules de TiO, < 100 nm, bien
gue ces valeurs soient probablement sous-estimées puisque la méthode splCP-HRMS utilisée pour la
caractérisation de la taille des particules avait un SD de 85 nm. A I'aide de SEM-EDX, les auteurs ont
déterminé que les particules les plus grosses étaient constituées d’agglomérats de particules primaires
plus petites dans la plage de 75 a 150 nm. En se basant sur les concentrations totales de Ti et les
concentrations maximales de Ti dans les particules, et en tenant compte de la taille du SD de 85 nm, il a
été supposé que tout le Ti était présent sous forme de particules. Chez les sujets, aucune corrélation n’a
été observée entre le fardeau des particules de Ti dans le foie et du fardeau dans la rate. Deux sujets
avaient des implants de Ti (type non indiqué), bien que ces individus n"avaient pasdes concentrations plus
élevées de particules de Ti ou de TiO, dans les tissus.

Peters et ses collegues (2020) ont aussi évalué I'absorption systémique de TiO, dans des échantillons de
tissus prélevés post mortem. Des échantillons de foie, de rate et de reinont été prélevés sur sept hommes
et sur huit femmes décédés a I'age de 64 a 98 ans; des parties du jéjunum et de I'iléon ont également été
examinées dans un sous-ensemble de 12 individus. Le Ti était inférieur au SD (0,01 mg/kg de tissu) dans
quatre échantillons de foie, deux échantillons de rate, un échantillon de rein et un échantillon de jéjunum.
Pour les tissus dans lesquels le Ti était présent au-dessus du SD, les valeurs médianes étaient : 0,02 (foie),
0,04 (rate), 0,05 (rein), 0,13 (jéjunum) et 0,26 mg/kg de tissu (iléon) dont les particules de TiO,
représentaient environ 80 % de la concentration totale de Ti. Les particules primaires, les agrégatsetles
agglomérats dont le diametre variait de 50 a 500 nm ont été identifiés, avec un mode d’environ 100 a
160 nm; environ 17 % des particules de TiO, détectées avaient un diametre <50-100 nm. La plus petite
taille de particule TiO, détectable était de 50 nm par cette méthode spICP-HRMS. Compte tenu de I'age
des sujets, il est raisonnable de supposer que des niveaux d’état stationnaire ont été atteints dans les
organes et qu’aucune association du fardeau des particules avec I'age n’a été observée.
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Des détails supplémentaires sur les études qui éclairent la toxicocinétique du TiO, chez les humains et les
animaux de laboratoire se trouvent al’annexe E.

7. Toxicité
Toxicité aigué

Selon les résultatsdes études animales, les particules de TiO, ont une faible toxicité aigué par voie orale.
Deux études conformes aux lignes directrices de I'OCDE ont été relevées dans la littérature publiée, I'une
chez les souris (Wang et coll. 2007; structure cristalline non spécifiée, particules de 25, 80 et 155 nm) et
une chez les rats (Warheit et coll. 2007; 79 % rutile et 21 % anatase, taille médiane des particules 140 nm).
Les deux étudesont estimé un niveau d’effet DLs, de plus de 5 000 mg/kg pc, la dose la plus élevée testée.
Une autre étude qui a examiné la toxicité aigué des TiO,-NP (taille moyenne de 28,3 + 3,1 nm)
administrées par voie orale selon la ligne directrice de I’OCDE 420 (méthode a dose fixe) n’a permis de
relever aucune mortalité a la dose la plus élevée testée de 2 000 mg/kg pc (études résumées a I'annexe
F). Quatre autres rapports d’études non publiées sont également résumés dans le dossier de I’Agence
européenne des produits chimiques (ECHA) pour le TiO,, bien que les informations de base sur I'article de
test (forme cristalline, taille, pureté, traitements de surface, etc.) et les méthodes de dispersion soient
généralement insuffisantes. Ces rapports ont clairement démontré que la DLsy orale aigué des particules
de TiO, était supérieure a la dose la plus élevée testée dans tous les cas, ce qui comprend une étude de
1971 dans laquelle des rats males ChR-CD ont regu les particules de TiO, par gavage oral a des doses allant
jusqu’a 25 000 mg/kg pc. Dans de nombreux systémes de classification de la toxicité aigué (comme le
SGH18), les substances dont la DLso orale aigué est supérieure a 5 000 mg/kg pc sont considérées comme
étant pratiqguement non toxiques ou de faible toxicité aigué par voie orale.

Cancérogénicité et toxicité chronique

La plupart des recherches disponibles sur la cancérogénicité du TiO, concernent I'exposition parinhalation
dans les milieux professionnels. Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a classé le TiO,
comme étant potentiellement cancérogéne pour les humains (groupe 2B) en fonction de preuves
suffisantes de cancérogénicité chez les animaux de laboratoire (c.-a-d. augmentation de I'occurrence des
tumeurs pulmonaires chez les rongeurs a la suite d’une exposition prolongée par inhalation).
Parallélement, le CIRC a noté qu’il n’y avait pas suffisamment de preuves chez les humains pour évaluer
la cancérogénicité du TiO, (CIRC2010). Bien que de nombreux autres examens/réglementsinternationaux
relatifs au potentiel cancérogene du TiO, par inhalation aient été publiés (p. ex. plus récemment par
I’"UE??), I'exposition par inhalation au TiO, de qualité alimentaire en dehors des milieux professionnels

18 Le Systéme général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques (SGH) est un systéme qui
a été mis au point par I’ONU pour normaliser |a classification et |’étiquetage des produits chimiques a |’échelle
mondiale.

19 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=0J:L:2020:044:FULL&from=FR
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n’est pas prévue dans la population générale et n’est pas pertinente pour I'exposition dans le régime
alimentaire et, par conséquent, elle ne sera pas examinée plus en détail dans le présent document.

Aucune étude de cancérogénicité ou de toxicité chronique du TiO, de qualité alimentaire par voie orale
n’a étérelevée dans lalittérature publiée. Cependant, un essai biologique par voie orale avec Unitane® 0-
220 (un article de test conforme aux formes actuelles de TiO, de qualité alimentaire) a été identifié (NCl
1979). Trois lots différents d’Unitane® 0-220 ont été utilisés pour cet essai biologique. Selon les rapports
d’identité et de pureté obtenus du National Toxicology Program (NTP), les trois lots d’Unitane® 0-220 ont
été décrits par le fabricant (American Cyanamid Company, Wayne, New Jersey) comme anatase avec un
minimum de 98 % de TiO, et ont satisfait aux spécifications alimentaires de la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis2® (MRI 1974; 1975a,b). L’analyse élémentaire effectuée par le
Midwest Research Institute (Kansas City, Missouri) a confirmé que tous les lots contenaient de faibles
niveaux d’impuretés des oligo-éléments, I'aluminium, le phosphore et le silicium, dans la plage de 0,1-
1,0% (MRI 1974; 1975a,b), ce qui est conforme a la composition élémentaire du TiO, de qualité
alimentaire (Dudefoi et coll. 2017a). D’aprés un rapport préliminaire obtenu de I'industrie chimique,
I’'Unitane 0-220 avait un Dsg variant de 113 a 135 nm lorsqu’elle était analysée par SEM et de 109 a 124 nm
lorsqu’elle était analysée par MET, une surface spécifique par rapporta la masse allant de 8,4 a9 m?/g, et
il a été constaté qu’elle contenait une partie importante de particules sur I'échelle nanométrique (de 20
a 40% et de 26 a 44 % des particules < 100 nm par nombre, selon les méthodes SEM et MET,
respectivement; TDMA 2022a), qui est conforme au D5y par nombre, par surface spécifique et par portion
de NP dans les formes actuelles de TiO, de qualité alimentaire (Dudefoi et coll. 2017a; EFSA 2019b; 20213;
Verleysen et coll. 2020; 2021; Geiss et coll. 2020; 2021). Le groupe ANS de I'EFSA (2016) a signalé un
diametre moyen arithmétique légerement plus élevé pour Unitane® 0-220, qui variait de 180 a 320 nm,
bien gu’aucune méthode d’analyse n’ait été précisée. Il pourrait donc s’agir d’une déduction fondée sur
son utilisation comme agent pigment blanchissant. De méme, Winkler et coll. (2018) ont déduit des
propriétés optiques de I’Unitane® 0-220 qu’une partie importante des particulesavait un diamétre moyen
dans la plage de 200 a 300 nm, qui leur conféere la couleur blanche. Dans I'’ensemble, étant donné que les
méthodes de fabrication du TiO, de qualité alimentaire n’ont pas beaucoup changé au fil du temps, les
renseignements présentés ci-dessus confirment que I’'Unitane® 0-220 est comparable a la forme actuelle
de TiO, ajouté dans les aliments et, par conséquent, il est considéré comme un article de test approprié
lorsqu’il s’agit de cerner les dangers pour la santé associés a I'exposition orale au TiO, de qualité
alimentaire.

L’Unitane® 0-220 a été évalué dans le cadre d’un essai biologique de deux ans sur le cancer avec des souris
B6C3F1 et des rats Fischer 344 males et femelles (NCI 1979), qui a été mené conformément aux lignes
directricesde 1976 du NCI sur les tests de cancérogénicité chez les petits rongeurs (Sontag et coll. 1976)*.
Les concentrations alimentaires choisies pour I’essai biologique de détection du cancer étaient fondées
sur une étude de 13 semaines portant sur I'établissement de I'intervalle dans laquelle les souris B6C3F1

20 Reglementdela FDA8.316.

21 Bien que les lignes directrices du NCI de 1976 sur la cancérogénicité soient antérieures aux lignes directrices
modernes del’OCDE et de l’International Council for Harmonisation (ICH), de nombreux éléments sont semblables,
la plus grande différence étantlarecommandation que les études soient menées avectrois groupes de doses plutot
gu’avec deux groupes de doses (Hayes et coll. 2011; Hentz 2010).
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et les rats Fischer 344 males et femelles (n = 10 par sexe par groupe) ont été exposés a Unitane® 0-220 a
des niveaux allant jusqu’a 100 000 ppm dans le régime alimentaire sans preuve d’effets indésirables?2.
D’apreés ces résultats, le NCI a établi la concentration alimentaire la plus élevée a 50 000 ppm (5 % p/p),
ce qui correspondait a la « quantité maximale autorisée pour les essais biologiques d’évaluation de la
toxicité chronique dans le cadre du Programme de détection de la cancérogenese », et la concentration
alimentaire la plus faible a été fixée a 25 000 ppm (2,5 % p/p). Les animaux (n = 50 par sexe par groupe)
ont été exposés a I'Unitane® 0-220 incorporé dans le régime alimentaire pendant 103 semaines a des
concentrations de 0, 25 000 ou 50 000 ppm (équivalant a des doses de 0, 3 250 ou 6 500 mg/kg pc/j et O,
4 175 ou 8350 mg TiO,/kg pc/j pour les souris males et femelles, respectivement, et des doses de 0, 1 125
ou 2 250 mg/kg pc/j et 0, 1 450 ou 2 900 mg/kg pc/j pour les rats males et femelles, respectivement)?3.
Les animaux survivants ont été euthanasiés a la semaine 104 et une évaluation histopathologique
compléte des principaux tissus et organes ainsi que de toutes les Iésions brutes a été effectuée. Chez les
souris femelles, une tendance statistiqguement significative et liée a la dose dans la mortalité a été
observée, 45/50 (90 %) ayant survécu jusqu’a 104 semaines dans le groupe témoin contre 39/50 (78 %)
et 33/50 (66 %) dans les groupes a faible et a forte dose, respectivement. Chez les animaux traités, une
augmentation de I'incidence de plusieurs Iésions non néoplasiques chez les deux sexes a également été
observée, mais les directeurs de I’étude n’ont pas considéré qu’elles étaient liées au traitement. Ils ont
conclu gu’« il n’y avait pratiguement aucune preuve de toxicité du dioxyde de titane chez les rats exposés
ou les souris exposées ».

Une incidence accrue de lésions néoplasiques a été observée chez les rats males traités
(phéochromocytomes de la médullosurrénale et fibromes du tissu sous-cutané) et femelles (polypes du
stroma endométrial) par rapport aux témoins concomitants, mais les directeurs de I'étude ont considéré
gue ces lésions se situaient dans le rang des témaoins historiques de la méme souche et du méme age (NCI
1979). Un test de Cochran-Armitage statistiguement significatif pour une tendance positive en lien avec
la dose dans I'incidence de kérato-acanthomes chez les rats males a également été signalé (0/49, 0/50,
3/50); toutefois, dans une analyse statistique distincte, les directeurs de I’étude ont fait remarquer que
I"'augmentation du groupe a forte dose n’avait pas d’importance statistique et, par conséquent, n’était
pas considérée comme étant liée au traitement. Untest de Cochran-Armitage statistiguement significatif
a également été observé chez les rats femelles (1/48, 0/47, 6/44), mais I'incidence de carcinomes et
d’adénomes des cellules C de la thyroide n’était pas statistiqguement significative a la suite de témoins
concomitants et les directeurs de I’étude n’ont pas considéré I'effet comme étant lié au traitement. Le
TiO, est également mal absorbé par voie orale avec de tres faibles concentrations de particules de TiO,
détectées systématiquement chez les animaux de laboratoire et les cadavres humains (voir la section
intitulée « Toxicocinétique » ci-dessus pour plus de détails), et par conséquent, la plausibilité biologique
de la néoplasie en dehors du TGl chez les rats n’est pas claire pour le moment. Une légére augmentation
de I'incidence des carcinomes hépatocellulaires a également été observée chez les souris males du groupe
a forte dose par rapport aux témoins concomitants, mais les directeurs de I'étude ont considéré qu’elle
se situait dans la plage des lésions de fond normales enregistrées chez les souris de la méme souche et du
méme age. Les directeurs de I'étude n’ont signalé aucune autre différence liée au traitement dans

22 Etude de 13 semaines sur 'établissement de la plage décrite dans NCI (1979).

2 Calculéparlegroupe ANS del’EFSA (2016) selondes directives surla conversion des concentrations de substances
chimiques dansles aliments pour animauxen doses quotidiennes chez des animauxde laboratoire (voir EFSA 2012
pour plus de détails).
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I'incidence de la néoplasie entre les souris traitéesde I'un ou I'autre sexe et les témoins concomitants, et
aucune relation dose-réponse/tendance n’a été observée pour une lésion, y compris les lésions
néoplasiques dans le tractus intestinal. A la lumiére de ces résultats, les directeurs de I’étude ont conclu
gue I'exposition alimentaire aI’Unitane® 0-220 n’était pas cancérogéene pour les souris B6C3F1 ou les rats
Fischer 344 males ou femelles a des concentrationsallant jusqu’a 50 000 ppm de régime alimentaire (5 %
p/p), qui était la plus forte concentration alimentaire testée?*. Comme I'Unitane®0-220 est trés
comparable a la forme actuelle de TiO, présente dans les aliments, les résultats ci-dessus fournissent
également un solide appui a I'avis selon lequel I’exposition chronique auTiO, de qualité alimentaire n’est
pas cancérogene chez lessouris et les rats males et femelles lorsque les particules sont administrées a des
concentrationstrés élevées dans I'alimentation (5 % p/p), soit des doses de 2 250 a 8 359 mg/kg pc/j selon
le sexe et |'espece.

Lésions prénéoplasiques dans le c6lon

Dans la littérature publiée, six études qui examinaient la possibilité que le TiO, de qualité alimentaire
engendre la formation de lésions prénéoplasiques dans le TGl ont été relevées. Trois de ces études ont
été publiées par un groupe de recherche de I'Universidad Nacional Autonoma de México et de la
Maastricht University (Urrutia-Ortega et coll. 2016; Medina-Reyes et coll. 2020; Proquin et coll. 2018a).
Ces études n’étaient pas conformes aux lignes directrices et ont évalué le potentiel d’exposition
subchronique au E171 dispersée par sonication dans I'eau potable ou par gavage oral a générer la
formation de tumeurs intestinales et d’autres marqueurs de progression de la tumeur. Toutefois, en
raison du nombre limité de rapportssur les détails de ces études et de certaineslimites relevées dans leur
méthodologie et/ou leur conception, aucune n’a été jugée appropriée pour étreincluse dans la présente
évaluation. Les principales préoccupations avec celle de Urrutia-Ortega et coll. (2016) ont trait a I’absence
d’un excipient témoin pour I'administration par gavage de E171, a I'administration d’un seul niveau de
dose de E171, au manque de données d’incidence individuelles déclaréespour les résultats néoplasiques,
et a l'incertitude quant a la normalisation de certaines évaluations histopathologiques et moléculaires en
raison de déscriptions inadéquates de la méthodologie de I'étude. En ce qui concerne I'étude de Medina-
Reyes et coll. (2020), I'évaluation des adénomes intestinaux semble avoir été effectuée au moyen
d’observations brutes, le volume a été utilisé pour mesurer la taille des adénomes, ce qui rend difficile
I'interprétation de ces résultats sans analyses histologiques ou morphométriques subséquentes,
I'incidence des adénomes intestinaux chez les souris témoins nourries par un régime régulier aprés 16
semaines de traitement était significativement plus élevée que celle rapportée antérieurement chez les
souris du méme sexe et de la méme souche pendant 24 mois (38 % contre 4 %; Brayton et coll. 2012), et
I'observation d’une augmentation des cellules caliciformes chez les animaux traités avec du E171 (qui
constitue la preuve d'un effet antitumorigéne) est incompatible avec I'observation de tumeurs

24 Un examinateur de I’essai biologique sur le cancer a noté I'importance potentielle de I’'incidence accrue
d’adénomes ou de carcinomes dela thyroidechezles rats femelles eta recommandé deréviser la conclusion pour
tenir comptedes « résultats équivoques chez | es rats femelles ». Une recommandation visant a réviser la conclusion
selon laquelle « aucune conclusion ferme ne peut étre tiréeau sujetdela cancérogénicité possible de [Unitane® 0-
220] pour les rats Fischer 344 » n’a regu aucune objection de la part du comité d’examen externe, bien qu'il ne
semble pas que les directeurs de |’étude aient modifié leur conclusion. Un membre du personnel du NCI a fait
remarquer que « I’incidence des tumeurs a cellules Cdela thyroide n’était pas une découverteinattendue chez le
ratFischer ».
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intestinales. Les résultats de I'étude de Proquin et coll. (2018a) sont également difficiles a interpréter
étant donné la description limitée des modifications de I'architecture cryptique a 7 jours ainsi que le faible
nombre de souris dans chaque condition expérimentale (n = 2 par sexe par groupe par repere temporel).

Parmi les trois autres études mentionnées dans la littérature, deux d’entre elles sont des études non
exigées de toxicité subchronique dans le cadre desquelles le E171 a été administré a des rongeurs soit
dans de I'eau potable (et coll. 2017), soit par|'intermédiaire du régime alimentaire (Blevins et coll. 2019).
La troisieme quant a elle a été effectuée conformément a la ligne directrice 408 de I'OCDE (étude de
toxicité orale a doses répétées pendant 90 jours) dans le cadre de laquelle le E171 a été administré aux
rats par gavage oral (Han et coll. 2020). Une septiéme étude EOGRT, non publiée, conforme aux lignes
directrices BPLet OCDE 443, qui a été commandée par I'industrie pour examiner les effets préoccupants
soulevés par le groupe ANS de I'EFSA (2016; 2018a) et par NVWA (2019) s’est penché sur les effets
potentiels du E171 non dispersée dans le colon a I'aide d’'un modéle alimentaire (LPT 2020, comme cité
dans EFSA 2021a).

Bettiniet coll. (2017) ont étudié le potentiel d’exposition subchronique au E171 lorsqu’il est dispersé dans
I’eau potable par ultrasonication afin d’initier et de promouvoir la formation de |ésions prénéoplasiques
dans le colon de rats Wistar males adultes. D’ autres expériences ont été réalisées par Bettini et coll. (2017)
et sont décrites ailleurs dans le présent rapport (voir les sections « Toxicocinétique », « Génotoxicité » et
« Immunotoxicité, inflammation et effets sur le TGl »). Afin d’examiner les effets potentiels de promotion
du’E171, lesrats(n=12 par groupe) ont été prétraitésavecde la 1,2-diméthylhydrazine (DMH; 180 mg/kg
p.i.dans 9 g/L de NaCl) pour amorcer la cancérogenése du cblon sept jours avant I’exposition a E171a des
doses nominales de 0, 200 pg ou 10 mg/kg pc/j dans I’eau potable pendant 100 jours. Afin d’évaluer les
effets potentiels du E171, un deuxieme groupe de ratsa été exposé a des doses nominales de 0 (témoin,
n =12) ou de 10 mg/kg pc/j (n = 11) dans I'eau potable pendant 100 jours sans prétraitement avec de la
DMH. Un fournisseur frangais de colorants alimentairesa fourni les échantillons de E171 utilisés dans les
expériences susmentionnées. L’échantillon de E171 était principalement composé d’anatase, avait un
diamétre médian des particules de 118+53 nm (plage de 20 a 340 nm) avec 44,7 % des particules <
100 nm, comme déterminé par MET, et était « proche de la pureté » selon I'analyse MET-EDX. Les
particules de I'E171 ont été dispersées dans I'eau potable par ultrasonication au moyen du protocole de
dispersion de NANOGENOTOX (c.-a-d. la sonication pendant 16 minutes a 20 kHz dans un BSA de 0,05 %
p/v ASB). Les dispersions de I'E171 dans I'eau potable ont été préparées deux a trois fois par semaine et
les bouteilles d’eau ont été secouées par inversion trois fois par jour afin d’éviter la sédimentation du’
E171 dans les bouteilles (Dr. Houdeau, comm. pers. 15 février 2022). La stabilité des dispersions de E171
dans I'eau potable et les solutions méres ont été analysées en trois exemplaires par DDL sur une période
de 8 jours et le diamétre hydrodynamique du E171 a été déclaré stable, allant de 297,4 a 407,9 nm et de
322,32 383,4nm dans les échantillons d’eau potable et de solutions méres, respectivement (Dr. Houdeau,
comm. pers. 15 février 2022). Les ratstémoins ont été exposés a de |’eau potable mélangée avec environ
5 ng/ml d’ASB pour tenir compte de I'ajout d’ASB dans les dispersions de E171 (Dr. Houdeau, comm. pers.
15 février 2022). Pour les deux expériences, les ratsdu méme groupe de doses ont été logés ensemble en
groupes de troiset la dose de E171 administrée a été estimée en fonction des poids corporels moyens des
rats par cage et de la consommation moyenne d’eausur la période de 100 jours (~22-23 mL/jour/rat; Dr.
Houdeau, comm. pers. 15 février 2022). La concentration nominale de E171 dans I'eau potable pour les
deux doses de E171 a été ajustée tous les 15 jours pour tenir compte des changements dans le poids
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corporel moyen par cage, allant de 0,0036 a 0,0057 mg/mL (moyenne 0,0049 mg/mL) et 0,179 a 86 mg/mL
(moyenne de 0,247 mg/mL) pour les doses de 200 pg et de 10 mg/kg pc/j, respectivement (Dr. Houdeau,
comm. pers. 15 février 2022). Les doses de E171 ont varié légerement au cours de I'expérience de
100 jours avec des doses moyennes d’exposition de 225 pg/kg pc/j (de 200 a 250 pg/kg pc/j) et de
11,97 mg/kg pc/j (de 10,65 a 13,84 mg/kg pc/j) pour les groupes E171 a faible et a forte dose,
respectivement (Dr. Houdeau, comm. pers. 15 février 2022). Les doses faibles et élevées utilisées dans les
deux expériences ont été choisies pour estimer |’exposition alimentaire a 'E171 chez les adultes et les
enfants, respectivement.

Pour les deux expériences, les deux colons ont été enlevés a la fin de la période de traitement de 100 jours,
colorés avec du bleu de méthyléene (0,1 %) pendant 6 minutes et toute la surface de I'épithélium a été
examinée pour détecter des cryptes aberrantes (CA) et des FCA a un grossissement 40x a I'aide d’un
microscope léger par deux lecteurs en aveugle par groupe de dose (Dr. Houdeau, comm. pers. 15 février
2022) selon la procédure décrite par Bird (1987)25. Des CA/FCA ont été identifiés pour la premiére fois
chez les souris par Bird (1987) comme étant la premiere Iésion morphologique précurseur dans le colon a
la suite d’un traitement avec un cancérogene pour le célon et ils ont depuis été observés chez les humains
(p. ex. Pretlow et coll. 1991); bien que la valeur prédictive des FCA comme biomarqueur du cancer
colorectal chez lesrongeurs et les humains soit controversée (voir I'annexe G pour plus de renseignements
sur les FCA comme biomarqueur potentiel du cancer colorectal). Chez les rats prétraités avec le
cancérogene génotoxique DMH et par la suite exposés a I'E171 dispersé, une augmentation
statistiquement significative du nombre moyen de CA et de grands FCA par célon a été observée (défini
comme >3 CA par FCA) dans le groupe E171 a forte dosepar rapport aux témoins de la DMH seulement
(CA : ~540 par rapport a ~460, respectivement et pour les grands FCA : ~45 contre ~35, respectivement).
Aucune différence statistiguement significative n’a été observée dans le nombre moyen de CA ou de
grands FCA entre le groupe E171 a faible dose et les témoins de DMH seulement. Le nombre moyen de
FCA par colon n’a pas atteint la signification statistique, les trois traitements générant environ 200 FCA
par colon. En se fondant sur les résultats susmentionnés, Bettini et coll. (2017) ont conclu que I'E171,
lorsqu’il était dispersé dans I'eau par ultrasonication, favorisait le développement de Iésions
prénéoplasiques sous forme de CA et de FCA dans le cOlon de rats traités avec un agent cancérogéne.
Cependant, le nombre moyen de FCA par c6lon chez les témoins traités uniguement a la DMH n’était pas
différent des groupes E171 a faible ou a forte dose et bien qu’une différence statistiquement significative
ait été observée entre les nombres moyens de FCA par colon chez les témoins traités a la DMH
uniguement comparativement au groupe E171 a forte dose (~35 contre ~45), cette différence était de
faible ampleur. Etant donné que trés peu de ces Iésions progressent vers la néoplasie, la plupart des
Iésions régressent spontanément au fil du temps chez les rongeurs (Choi et coll. 2015; Shpitz et coll. 1996)
et les humains (Schoen et coll. 2008) et la prise en compte du prétraitement ala DMH chez les rongeurs
peut entrainer une variabilité interindividuelle d’environ 20 a 40 % dans la formation de FCA (voir Blevins
et coll. 2019; Rodrigues et coll. 2002; Won et coll. 2012, pour des exemples de variabilité interindividuelle
au sein des groupes de traitement a la DMH), la légére augmentation des grands FCA par c6lon dans le
groupe E171 aforte dose n’a pas été considérée comme étant importante sur le plan toxicologique.

% Les CA ont été classées comme plus grandes et comme ayant un épithélium plus épais comparativement aux
cryptes de colons sains, tandis que | es FCA sont définis comme une concentration aberrante avec aumoins deux CA

(Bird 1987).
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En I'absence d’un initiateur de cancérogenese pour le c6lon, le développement spontané de FCA a été
observé chez 4 des 11 ratsexposés a la dispersion de 'E171 dans I’eau potable (Bettini et coll. 2017). Chez
ces rats, un a trois FCA ont été observés par cblon, dont pas plus de trois CA par FCA, a I’exception d’un
FCA avec 12 CA. Aucun FCA n’a été observé chez les sept autresratstraitésavec du E171 dispersé ou chez
des témoins. A la lumiére de ces résultats, Bettini et coll. (2017) ont conclu que le E171, lorsqu’il était
dispersé dans I'eau potable par ultrasonication, provoquait des lésions prénéoplasiques dans le colon.
Cependant, la formation spontanée d’un a trois FCA n’a été observée que dans le célon d’environ un tiers
des rats traitésavec du E171 (4/11; environ 36 %), dont un seul FCA avait plus de trois CA par foyer et par
conséquent, répondait a la définition des auteurs d’un grand FCA. Il n’est pas rare d’observer la formation
spontanée de FCA chez les souris et les rats témoins en I'absence d’un initiateur cancérogenése pour le
cblon, bien que le cancer du célon soit extrémement rare chez ces especes. Par exemple, Furukawa et
coll. (2002) ont signalé qu’environ 42,5 % des rats F344 non traités, males et femelles ont spontanément
développé des FCA dans le cblon sur une période de 16 semaines (~112 jours), dont environ 77 % des FCA
avaient 1 a 3 CA par foyer et environ 23 % des FCA > 4 CA par foyer, mais le développement spontané de
tumeurs colorectales a été constaté a < 0,34 %. Dans une autre étude, environ 35 FCA par c6lon se sont
spontanément développés chez des rats Wistar recevant de la solution saline par gavage pendant
90 jours, la majorité des FCA étant constituée de < 3 CA et seulement un ou deux FCA avec = 4 CA par
foyer; aucune tumeur n’a été signalée (Singh et coll. 2022). Néanmoins, aucune de ces études ne s’est
étalée sur une période suffisamment longue pour évaluer pleinement si I'un des FCA a progressé vers la
néoplasie. Les résultats de ces études n’étaient donc pas directement comparables a ceux rapportés par
Bettini et coll. (2017) en raison des différences relativement aux souches de rats et aux paradigmes de
dosage. Dans I'étude de Bettini et coll. (2017), compte tenu du fait que bien peu de FCA ont été observés
par cblon (y compris un seul grand FCA avec plus de 4 CA) et que la plupart des FCA ne progressent pas
vers la néoplasie, particulierement les FCA avec trois CA ou moins par foyer (p. ex. Alrawi et coll. 20063;
Magnuson et coll. 1993; Pretlow et coll. 1992; Kristiansen 1996), la présence de FCA dans le c6lon de rats
traités avec du E171 en I'absence d’un initiateur cancérogenese pour le célon n’a pas été considérée
comme une preuve concluante d’un risque toxicologique potentiel lié a I'exposition au E171 dispersée
dans I'eau potable.

D’autre part, toutes les études n’indiquent pas que des FCA ont été observés chez les rongeurs témoins
en I'absence d’un initiateur cancérogene pour le colon (p. ex. Rodrigues et coll. [2002]) et, plus probant
encore, aucun FCA n’a été observé chez les rats témoins concomitants, qui sont considérés comme le
meilleur groupe de comparaison. Il existe également des preuves qu’au moins un certain nombre de FCA
peuvent progresser vers les adénomes et le cancer au fil du temps (p. ex. Shpitz et coll. [1996]), certains
soutiennent que I'importance clinique du potentiel gu’un seul FCA progresse vers le cancer colorectal ne
doit pas étre négligée (Clapper et coll. 2020); bien que, comme nous I'avons mentionné plus haut, I’ utilité
des FCA comme biomarqueurs du risque ou de la progression du cancer colorectal chez les rongeurs et
les humains est controversée. Par conséquent, I’étude de Bettini et coll. (2017) est reconnue comme
fournissant des preuves que I'exposition orale subchronique aux particules d’E171 lorsqu’elle est
intentionnellement dispersée par ultrasonication pour libérer des particules primaires et réduire la taille
d’agglomération peut déclencher la formation de FCA dans le c6lon de rats; cependant, ces conditions
expérimentales ne sont pas entierement représentatives de I'exposition humaine au TiO, comme
constituant de I'alimentation. Les particules de TiO, dans les préparationsalimentaires solides et liquides
sont présentes sous la forme d’agglomérats plus grands qui n’ont pas été dispersés au méme degré et les
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données disponibles n’indiquent pas que le TiO, dans les denréesalimentaires se désagrege ou se dissocie
dans le TGl (voir les sections « Dispersion des particules » et « Couronne protéique autour des particules,
matrice alimentaire et milieu gastro-intestinal » pour plus de détails). La Direction des aliments de Santé
Canada a également recu la confirmation de I'industrie que la sonication n’est pas utilisée pour disperser
le TiO, dans la fabrication d’aliments ou de boissons (International Association of Color Manufacturers,
comm. pers. 11 mars 2022; Titanium Dioxide Manufacturers Association, comm. pers. 13 mai 2022). De
plus, dans Bettiniet coll. (2017), le E171 a été administré aux ratsdans I'eau potable, ce qui ne tient pas
compte de la contribution de la matrice alimentaire. Les protéines, les sucres et d’autres macromolécules
sont présents dans les préparations alimentaires solides et liquides, et peuvent interagir avec les
particules de TiO, de qualité alimentaire modifiant leurs propriétés physicochimiques et influencant leurs
interactions dans le TGl (voir la section « Couronne protéique autour des particules, matrice alimentaire
et milieu gastro-intestinal» pour plus de détails). Par conséquent, I'applicabilité de la méthode de
préparation de I’échantillon et du mode d’exposition dans Bettini et coll. (2017) a I'exposition humaine
au TiO, a partir de denrées alimentaires est incertaine et, donc, cette étude a été considérée comme
n’ayant pasde pertinence claire pour la caractérisation desdangersdu TiO, en tant qu’additif alimentaire.

L'interprétation ci-dessus de I'étude de Bettini et coll. (2017) est conforme aux avis précédemment
publiés par d’autresautorités compétentes, y compris I’ANSES (2017) et le groupe ANS de I'EFSA (2018).
Le comité d’experts de I'’ANSES a considéré que I'augmentation des FCA chez les rats prétraités avec la
DMH et par la suite exposés au E171 était modérée. Ce qui leur a fait conclure que le E171 pourrait avoir
un effet cancérigene potentiel dans le colon (ANSES, 2017). Cependant, en raison de I'incertitude quant a
la nature prédictive des FCA pour les tumeurs colorectales et étant donné qu’il s’agissait du seul
biomarqueur évalué et que la présence de FCA ne garantit pas que ces lésions progresseraient vers la
néoplasie, le comité d’experts a recommandé que les effets cancérigenes potentiels de 'E171 soient
confirmés par des expériences qui évaluent des biomarqueurs supplémentaires et/ou des expositions plus
longues. En ce qui concerne les effets initiateurs potentiels du E171, le comité d’experts a considéré que
le nombre de rats évalués était trop faible pour déterminer I'importance potentielle de cette constatation.
Dans I'ensemble, le comité d’experts a reconnu que I'étude de Bettini et coll. (2017) identifie les dangers
potentiels associés au E171, mais s’est demandé si les conditions expérimentalestestées dans I'étude (c.-
a-d. 'administration de particules de E171 dispersées dans |'eau potable par ultrasonication) étaient
représentatives de 'E171 lorsqu’il est utilisé en tant qu’additif alimentaire et a recommandé que des
recherches supplémentaires soient menées pour confirmer ces constatations dans une matrice
alimentaire avant que I’étude de Bettini et coll. (2017) puisse étre utilisée dans I'évaluation des risques
(ANSES 2017). De méme, le groupe ANS de I'EFSA (2018) a noté que I’utilisation d’un seul biomarqueur
(FCA) par Bettini et coll. (2017) pour évaluer la possibilité que le E171 génére des lésions prénéoplasiques
dans le colon était une limite et a remis en question la nature prédictive des FCA pour le développement
ultérieur des tumeurs. Toujours selon le groupe ANS, I'apparition de FCA dans le c6lon de quelques rats
traités avec du E171 en I'absence d’un initiateur de cancérogenése pour le colon était « inhabituelle »;
bien que ni cette constatation ni la présence de FCA chez les rats traités par carcinogene également
exposés au E171 n’aient été considérées comme suffisantes pour soulever des préoccupations quant aux
effets potentiellement déclencheurs ou cancérigenesde I’'E171 en raison de I'essai biologique négatif de
deux ans sur le cancer chez les souris et les rats effectué par le NCl (1979). Le groupe ANS a également
conclu que « l'administration du TiO, (E171) par gavage ou a travers 'eau n’est pas entiérement
représentative de [I'utilisation de I'additif alimentaire E171 dans les aliments » (EFSA 2018). Par
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conséquent, la pertinence des résultats de I’étude de Bettini et coll. (2017) pour I'évaluation du E171 en
tant qu’additif alimentaire est incertaine, car il se peut qu’il n’y ait pas eu d’interactions avec la matrice
alimentaire.

La toxicité orale subchronique du E171 dispersée dans une solution aqueuse par ultrasonication a été
également analysée dans une étude de 90 jours de dose répétée conforme aux directives de I'OCDE 408
(Han et coll. 2020). Des rats Sprague Dawley males et femelles de cing semaines (n = 10 par sexe par
groupe) ont été exposés au E171 par gavage orala des doses de 0, 10, 100 ou 1 000 mg /kg pc/j dans de
I’eaudistillée. Les particulesd’E171 (HOMBITAN® FG, pureté de 99,5 %) avaient une phase anatase unique
avec un diameétre d’environ 150 nm tel que mesuré par MET. Les suspensions d’E171 ont été préparées
au moins une fois par semaine en dispersant les particules dans I'eau distillée pendant au moins
10 minutes par sonication (énergie non spécifiée). Elles ont été déclarées stables pendant 7 jours
lorsqu’elles étaient stockées dans un réfrigérateur (Dr. Yoon, comm. pers. 22 septembre 2021). Des tissus
et des organes ont été recueillis pendant la nécropsie, colorés d’hématoxyline et d’éosine, et examinés
pour détecter lesanomalies macroscopiques et microscopiques. Aucune anomalie liée au traitement dans
le poids des organes, I’'anatomie brute ou I’ histopathologie (y compris le tractus gastro-intestinal) n’a été
observée chez les rats males ou femelles exposés a 1 000 mg E171/kg pc/j comparativement aux témoins;
bien que les auteurs aient signalé I’accumulationd’E171 dans les parois de I'estomac des ratsa la dose la
plus élevée. D'apreés|’observation du E171 dans les parois de I'’estomac, lesauteursont conclu que la dose
sans effet nocif observé (DSENO) pour I’exposition orale au E171 se situait entre 100 et 1 000 mg/kg pc/j.
Cependant, selon un examen des photomicrographies, le E171 semblait étre présent uniqguement sur la
surface de I'estomac et dans la muqueuse; par conséquent, la DSENO pour I'exposition orale au E171 a
été considérée comme étant de 1 000 mg/kg pc/j. Le groupe FAF de I'EFSA (2021a) a également considéré
gue la dose la plus élevée administrée dans cette étude (1 000 mg/kg pc/j) était la DSENO. Néanmoins, en
raison de ['utilisation d’ultrasonications pour disperser les particules de E171 dans I’eau distillée, ce que
Santé Canada a confirmé aupres de I'industrie ne refléte pas son utilisation dans la fabrication d’aliments
(International Association of Color Manufacturers, comm. pers. 11 mars 2022; Titanium Dioxide
Manufacturers Association, comm. pers. 13 mai 2022), ainsi que I'administration par gavage de 'E171
dans I'eau distillée, qui ne tient pas compte de I'incidence de la matrice alimentaire, cette étude a été
considérée comme n’ayant pas de pertinence claire pour la caractérisation des dangers du TiO, en tant
gu’additif alimentaire.

En tenant compte du fait que différents paradigmes de dosage par voie orale peuvent modifier les
propriétés des particules de TiO, et leursinteractions avec des substrats biologiques, Blevins et coll. (2019)
ont tenté de reproduire les résultatsde Bettini et coll. (2017) en utilisant un modéle alimentaire. Desrats
Wistar Han IGS (Crl : WI (Han)) males agés de six semaines (n = 16 par groupe) ont regu un régime
alimentaire contenant du E171 a des concentrations nominales de 0, 40, 400 ou 5 000 ppm pendant
100 jours (équivalant a 1,1 a 1,5 (régime alimentaire de base); 3,0a 4,1; 19,0a 25,7 ou 236 a 300 mg/kg
pc/j selon la consommation alimentaire, les concentrations mesurées de Ti dans le régime alimentaire et
les données sur le poids corporel) en présence ou en |'absence d’un initiateur de cancérogenése pour le
c6lon DMH* 2HCI (180 mg/kg p.i.). L’échantillonde E171 utilisé dans cette étude (E171-E, anatase) a été
fourni par la Titanium Dioxide Manufacturers Association (TDMA) et a été caractérisé par deux
laboratoires contractuels indépendants. L'analyse par SEM a révélé que les particules de E171-E avaient
un diametre moyen de 110-115nm avec environ 36 % des particules < 100 nm. Les propriétés
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physicochimiques de I'E171-E ont également été décrites en détail dans plusieurs rapports publiés (voir
EFSA 2019b; Verleysen et coll. 2020). Les régimes ont été analysés en triplicat a partir du sommet, du
milieu et du bas pour déterminer ’lhomogénéité et les concentrations d’'E171 et ont été signalés comme
étant trés homogénes (ECHA 2022a). Les concentrations de E171 dans les régimes alimentaires étaient
approximativement les concentrations prévues, aI’exception de la dose la plus élevée, qui était inférieure
a ladose nominale de 5 000 ppm d’environ 10 % (Drs. Cohen & Kaminski, comm. pers. 15 février 2022). A
la fin de la période de traitement de 100 jours, des échantillons de tissus prélevés dans le colon et I'intestin
gréle ont été évalués pour déterminer les anomalies histopathologiques, les changements dans la
longueur moyenne de la glande et le nombre moyen de cellules caliciformes par glande ainsi que le
développement de CA/FCA a I'aveugle (sauf pour la longueur de la glande et le numéro de cellule
caliciforme) par un pathologiste expérimenté. D’autres expériences ont été réalisées par Blevins et coll.
(2019) et sont décrites ailleurs dans le présent rapport (voir la section intitulée « Immunotoxicité,
inflammation et effets sur le TGl »).

Pour I’évaluation histopathologique, des portions du duodénum, du jéjunum et de I'iléon ainsi qu’un
segment transversal de 1 cm du colon distal ont été enlevées, fixées au formol tamponné a 10 %, puis
incluses dans la paraffine. Des sections de tissus d’une épaisseur d’environ 4-5 um ont été colorées avec
de I'hématoxyline et de I'éosine et examinées pour détecter les anomalies histopathologiques. Les
segments transversaux du colon distal ont également été analysés pour détecter les changementsdans le
nombre de cellules caliciformes et la longueur de la glande. Un micromeétre oculaire a été utilisé pour
mesurer la longueur de deux glandes de chaque colon choisies au hasard (de la surface lombaire
épithéliale ala base de la crypte) et le nombre de cellules caliciformes dans chaque glande mesurée a été
compté. Pour I"évaluation des CA et des FCA, trois sections de 2 cm du cdlon (une du célon proximal, une
du c6lon moyen et une du célon distal) ont été enlevées, fixées auformol tamponné a 10 %, puis colorées
avec 0,5 % de bleu de toluidine dans 0,5 % de borate de sodium. L’emplacement des échantillons de c6lon
a été normalisé de maniere a ce que des emplacements comparables du célon proximal, moyen et distal
soient examinés pour chaque rat (Drs. Cohen & Kaminski, comm. pers. 15 février 2022). Chaque
échantillon de célon a été divisé en sous-sections d’environ 4 mm? et le nombre de CA et de FCA dans
chaque sous-section a été compté au moyen d’un microscope léger a un grossissement de 40 fois. Le
temps prolongé de conservation des tissus requis pour la normalisation peut avoir contribué a une
limitation technique (autolyse) qui a empéché I'évaluation de la surface entiere des échantillons de
cOlons, avec environ 25 a 50 % de la surface évaluée par rat (Drs. Cohen & Kaminski, comm. pers. 15 février
2022). La portion du c6lon examinée variait d’un rat a I'autre, mais était similaire d’un groupe a I'autre
(Drs. Cohen & Kaminski, comm. pers. 15 février 2022). Pour normaliser la surface des échantillons de
cOlons analysés, le nombre de CA et de FCA parcm? a été estimé pour le célon observable, sans qu’il y ait
de différence entre les groupes quant a I'emplacement des CA ou des FCA dans le colon (Drs. Cohen &
Kaminski, comm. pers. 15 février 2022). De plus, I'augmentation prévue du nombre moyen de CA et de
FCA par cm? de cblon a été observée chez les rats prétraités avec DMH comparativement aux rats qui
n’ont pas été prétraités et les auteurs ont indiqué qu’ils étaient en mesure d’identifier systématiquement
les effets de la DMH de fagon aveugle (Drs. Cohen & Kaminski, comm. pers. 15 février 2022).

Chez les ratsprétraitésavec DMH, un total de quatre tumeurs intestinales a été observé; parmi celles-ci,
il y avait deux adénocarcinomes invasifs chez un rat traité uniguement avecla DMH, un adénome unique
chez un rattraité avecla DMH + E171 a faible dose et un adénome unique chez un rattraité avecla DMH
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+ E171 a moyenne dose moyenne. Aucune tumeur ou anomalie histopathologique n’a été observée chez
les rats traités avec DMH + E171 a forte dose ou en I'absence de prétraitement de DMH, avec ou sans
exposition a E171. Les tumeurs dans le tractus intestinal des rats traités avec la DMH, un cancérogéne
génotoxigue puissant, n’étaient pas une découverte inattendue a 100 jours (p. ex. Shetye et Rubio 2004)
et compte tenu du fait que I'incidence de la tumeur chez les rats traités a la DMH exposés a une dose
faible ou moyenne de E171 n’était pas au-dessus des teneurs de fond naturelles chez les témoins
concomitantsde la DMH, cette constatation n’est pas considérée comme étant liée au traitement. Aucune
différence n’a été notée dans le nombre moyen de cellules caliciformes par glande ou dans la longueur
moyenne des glandes du c6lon parmiles groupes exposés auE171, avec ou sans prétraitement ala DMH,
a I'exception d’une augmentation de la longueur des glandes chez les témoins DMH seulement par
rapport aux témoins négatifs. L’exposition au E171 dans les aliments en I'absence de prétraitement a la
DMH n’a pas non plus eu d’effet sur le nombre moyen de CA ou de FCA par cm? de cblon par rapport aux
témoins négatifs, la moyenne de CA/cm? pour les groupes exposés au E171 allant de 0,2 a 2,7/cm? par
rapport a 1,9/cm? pour les témoins et la moyenne de FCA/cm? pour les groupes exposés au E171 allant
de 0,130,9/cm? par rapport a 0,8/cm?2 pour les témoins. De méme, I’exposition au E171 dans les aliments
n‘a eu aucun effet sur le nombre moyen de CA ou de FCA par cm? de rats traités a la DMH
comparativement aux témoins, la moyenne de CA/cm? pour les groupes exposés au E171 allant de 14,8 a
28,4/cm? par rapport a 17,1/cm? pour les témoins et la moyenne de FCA/cm? pour les groupes exposés
auEl71allantde 5,3a10,1/cm?2 contre 5,4/cm? pour les témoins. Dansl’ensemble, les résultats de Blevins
et coll. (2019) montrent que, lorsqu’elles sont administrées par I'entremise du régime alimentaire, les
particules de E171a une dose ~ 24 a 30 fois supérieures ala dose la plus élevée administrée par Bettini et
coll. (c.-a-d. 236 a 300 mg/kg pc/j comparativement a 10 mg/kg pc/j) n’initient pas ou ne promeuvent pas
le développement des CA ou des FCA dans le cblon de rat. L’exposition au E171 dans les aliments a des
doses allant jusqu’a 236-300 mg/kg pc/j, avec ou sans prétraitement a la DMH, n’a pasnon plus augmenté
I'incidence de la tumeur dans le tractusintestinal des rats (bien que cette étude n’ait probablement pas
été assez longue pour évaluer si des tumeurs finiraient par se former) et aucune différence liée au
traitement n’a été observée dansla longueur moyenne des glandes du c6lon ou dans le nombre de cellules
caliciformes par glande dans le c6lon, a I'exception d’un allongement significatif des glandes chez les rats
soumis a la DMH comparativement aux témoins négatifs. La différence dans les résultatsentre les études
de Blevins et coll. (2019) et Bettini et coll. (2017) est probablement attribuable au mode d’exposition
et/ou ala méthode de préparation de I’échantillon, la distribution alimentaire de particules non soniquées
étant plus représentative de I'exposition humaine au TiO, comme constituant des préparations
alimentaires.

Une étude EOGRT non publiée, conforme aux lignes directrices GLP et OCDE 443, avec des paramétres
supplémentaires, a été commandée par I'industrie pour examiner les effets préoccupants soulevés par le
groupe ANS de I'EFSA (2016; 2018a) et par NVWA (2019), y compris une évaluation de la question de
savoir si le E171 administré dans le régime alimentaire a déclenché la formation de FCA dans le cblon
(LPT 2020, comme cité par EFSA 2021a et ECHA 2022b). Pour un résumé des autres parametres examinés
dans le cadre de I'étude EOGRT, veuillez consulter le tableau 13 a I’'annexe K. Pour I'évaluation des FCA,
des ratsCD/Crl : CD Sprague Dawley (n = 10 par sexe par groupe), méales et femelles FO satellites ont recu
une forme anatase de E171 (E171-E) a des doses nominales de 0, 100, 300 ou 1 000 mg/kg pc/j dans le
régime alimentaire pendant 10 semainesavant I'accouplement jusqu’au sevrage de la génération F1 (~18-
19 semaines). Les analyses du régime alimentaire de base ont révélé de faibles teneurs de fond naturelles
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de Ti allant de 11 a 31 mg de Ti/kg de régime (moyenne : 17 mg de Ti/kg de régime) qui avaient été
estimées par le groupe FAF de I'EFSA (2021a) comme équivalant a une dose d’environ 1,4 mg de TiO,/kg
de poids corporel/j. La forme vierge de E171-E utilisée dans cette étude a été fournie parla TDMA et avait
un diametre médian des particules (SD) de 99,9 + 2,0 nm avec environ 50-51 % des particules < 100 nm
tel que déterminé par SEM (LNE 2020). La distribution en nombre et la taille médiane des particules
constitutives de E171-E présentesdans les échantillons de préparations alimentaires au-dessus, au milieu,
au bas des contenants et dans les restes étaient semblables a la forme vierge avec un diamétre médian
(SD) allant de 109,2 + 1,4 a 113,7 * 4,9 nm et environ 31 a 43 % des particules < 100 nm SEM (LNE
2021a,b,c,d). Ala lumiére de ces résultats, la TDMAa conclu que les tailles des particules primaires dans
les différentes parties du régime alimentaire étaient homogenes et qu’il n’y avait pas de désagrégation,
d’agrégation ou de ségrégation significative des particules (TDMA 2022b). Les caractéristiques
physicochimiques du E171-E ont également été décrites précédemment dans EFSA 2019b et Verleysen et
coll. 2020.

Les animaux satellites FO ont été sacrifiés en méme temps que les animaux FO de I'étude principale (apres
sevrage des animaux F1) afin de permettre des comparaisons entre |’ évaluation des FCA pour les animaux
satellites FO et I'analyse histopathologique du TGl pour les animaux FO de I’étude principale. Les c6lons
des animaux satellites FO ont été enlevés, colorés avec 0,5% (p/v) de bleu de méthyléne dans I'eau, et
toute la surface épithéliale a été examinée pour détecter la présence de FCA sous un stéréomicroscope a
50x de grossissement a I'aveugle par le pathologiste de I'étude selon la définition de Shwter et coll.
(2016)25. Aucune preuve de FCA n’a été observée dans le colon de ratsou de témoins males ou femelles
traitésavec du E171. La variabilité morphologique des cryptes dans deux régions caudales du célon a été
l[égerement augmentée chez quelques rats, mais elle ne correspondait pas a la définition de FCA selon
Shwter et coll. (2016) et il n'y avait pas de différences significatives dans I'incidence de ces cryptes chez
les males (1/10, 0/10, 1/10, 1/10) ou les femelles (1/10, 0/10, 1/10, 2/10). D’autres études de la
morphologie de la crypte ont révélé des incidences semblables d’augmentationslégéres de la variabilité
morphologique des crypteschez les ratssélectionnés au hasard dans le groupe témoin (4/4 pour les méles
et 4/5 pour les femelles) et dans le groupe a forte dose de E171 (3/3 pour les males et 3/5 pour les
femelles). Conformément aux constatations ci-dessus, aucun changement histopathologique lié au
traitement n’a été observé chez les animaux FO males et femelles de I'étude principale (n = 20 par sexe
par groupe) exposés a 0, 100, 300 ou 1 000 mg de E171/kg pc/j dans le régime alimentaire, y compris les
changements histopathologiques dans le TGl. Dans I'ensemble, les résultats de I’étude EOGRT révelent
gue le E171 n’a pas amorcé le développement de FCA dans le cblon de rats males ou femelles lorsqu’il
était administré a des doses allant jusqu’a 1 000 mg de E171/kg pc/j, ce qui est 100 fois plus élevé que la
dose la plus élevée utilisée par Bettini et coll. Lesrésultatsde I'étude EOGRT étaient également conformes
a ceux de I'étude de Blevins et coll. (2019) dans laquelle le E171 non soniqué a été administré par
I'intermédiaire du régime alimentaire et aucune preuve de FCA n’a été observée en I'absence d'un
initiateur de cancérogenése pour le célon. L'étude EOGRT n’a pas évalué les potentiels effets cancérigénes
du E171.

Résumé

26 | es FCA ont été définis comme des foyers aberrants avec plus de deux CA (Shwter et coll. 2016).
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Dans ’ensemble, les résultats de I’étude suggérant qu’une exposition au TiO, de qualité alimentaire par
voie orale a déclenché ou favorisé la formation de Iésions prénéoplasiques dans le colon, y compris les CA
et les FCA, ont été limités a une seule étude non exigée dans laquelle le E171 a été administré aprés
ultrasonication pour disperser les particules dans des matricessimples (Bettini et coll. 2017). Dans cette
étude, des rats males exposés aux particules de E171 dispersées dans |'eau potable par ultrasonication a
des doses de 10 mg/kg pc/j pendant 100 jours, avec et sans prétraitement de DMH ont développé des CA
et des FCA dans le cOlon. Cependant, I'ampleur de I effet était faible et, compte tenu du fait que la plupart
des FCA ne progressent pas vers la néoplasie, I'observation de CA et de FCA en présence et en |'absence
d’un initiateur de cancérogenése pour le cblon n’a pas été considérée comme une preuve scientifique
concluante d’un effet indésirable potentiel du E171. Dans une étude subséquente menée conformément
aux lignes directrices de 'OCDE 408 (Han et coll. 2020), aucune anomalie histopathologique n’a été
observée dans le TGI chez les rats males ou femelles a des doses allant jusqu’a 1 000 mg E171/kg pc/j
pendant 90 jours, ce qui était 100 fois plus élevé que les doses administrées par Bettini et coll. (2017).
Dans la présente évaluation, ces résultats n’ont pas de pertinence claire pour la caractérisation des
dangers du TiO, en tant qu’additif alimentaire en raison de I'administration de particules de E171
ultrasoniquées par I'eau potable, ce qui ne tenait pas compte de la fagon dont les interactions avec la
matrice alimentaire et/ou la facon dont la fragmentation des agglomérats dans I’ article de test peuvent
avoir influencé la toxicité potentielle de ces particules. Deux études sur I'alimentation avec du E171 ont
été effectuées apres la publication de I'étude de Bettini et coll. (2017), dont aucune n’atrouvé de preuve
que le E171 menait a la formation de FCA dans le c6lon (Blevins et coll. 2019; LPT 2020, comme cité dans
EFSA 2021a). La recherche de Blevins et coll. (2019) était une étude non exigée effectuée pour reproduire
les résultats de Bettini et coll. (2017) dans un modéle alimentaire et aucune des constatationsn’a prouvé
gue I'exposition au E171 dans les aliments pendant 100 jours a la dose la plus élevée testée (236-
300 mg/kg pc/j) était a I'origine ou favorisait le développement de CA ou de FCA dans le colon de rats
males. La dose la plus élevée testée par Blevins et coll. sans aucun effet signalé était environ 24 a 30 fois
supérieure a la dose a laquelle des effets ont été observés chez Bettini et coll. (236 a 300 par rapport a
10 mg/kg pc/j, respectivement), ce qui appuie I'hypothése selon laquelle la matrice alimentaire et/oula
fragmentation des agglomératsdans|’article de test peuvent influer/atténuer la toxicité des particules de
TiO, de qualité alimentaire. L’absence de lésions intestinales observée dans cette étude était compatible
avec les résultats d'une étude subséquente conforme aux BPL et aux directives EOGRT, avec des
parametres supplémentaires d’évaluation de FCA dans le colon, qui a rapporté des résultats nuls
(LPT 2020, comme cité dans EFSA 2021a). Dans cette étude, aucune preuve de FCA n’a été observée chez
les rats males ou femelles aprés une exposition aux particules de E171 dans les aliments pendant environ
18 a 19 semaines a la dose la plus élevée testée (1 000 mg/kg pc/j) en I'absence d’un initiateur de
cancérogenese pour le célon. La dose la plus élevée testée dans cette étude était 100 fois plus élevée que
la dose a laquelle les effets ont été observés chez Bettini et coll. (10 mg/kg pc/j). Il n’y avait pas non plus
de preuve de cancérogénicité (y compris les lésions intestinales) dans un essai biologique de deux ans sur
le cancer lorsque I’'Unitane® 0-220 (une forme de TiO, trés comparable a la forme actuelle de TiO, trouvée
dans les aliments) a été administré a des concentrations alimentaires allant jusqu’a 50 000 ppm (5 % p/p)
ades souris et des rats males et femelles (équivalent a des doses de 2 250 a 8 359 mg/kg pc/j selon le sexe
et 'espece; NCI 1979). Dans I’ensemble, les études de Blevins et coll. (2019), LPT (2020, comme cité dans
EFSA 2021a) et NCI (1979) suggerent que la matrice alimentaire peut atténuer la formation de lésions
intestinales dans le célon, y compris les FCA. Etant donné que les études sur I'alimentation sont plus
représentatives de |’exposition humaine au TiO, de qualité alimentaire, plus de poids a été accordé ces
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études dans cette caractérisation desdangersdu TiO, en tant qu’additif alimentaire. Selon I’ensemble des
données probantes recueillies dans le cadre du présent examen, aucune preuve cohérente de lésions
prénéoplasiques dans les célons des rongeurs apres I'exposition au TiO, de qualité alimentaire par voie
orale n’a été relevée. D’aprés les informations disponibles, il y a également un faible niveau de
préoccupation concernant la cancérogénicité et la toxicité chronique.

Génotoxicité

Les évaluations d’innocuité et les avis antérieurs sur le TiO, de qualité alimentaire n’ont soulevé aucune
préoccupation en ce qui concerne la génotoxicité (EFSA 2016; 2018a; 2019a,b). Cependant, avec la
publication de nouveaux résultats scientifiques suggérant que les TiO,-NP peuvent étre génotoxiques,
ainsi que de nouvelles recherches analytiques révélant que le TiO, de qualité alimentaire peut contenir
un pourcentage plus élevé de particules primaires a I'échelle nanométrique que ce que I'on croyait
auparavant, le potentiel génotoxique du TiO, de qualité alimentaire est remis en question. Le group FAF
de I'EFSA a récemment réévalué la base de données sur la génotoxicité disponible pour le TiO,, y compris
une évaluation des études de génotoxicité menées avec les TiO,-NP, qui n"avaient pas été précédemment
considérées comme pertinentes pour la caractérisation des dangers de I'E171 (EFSA 2021a). Bien qu’une
préoccupation immédiate en matiére de santé n’ait pas été relevée par le groupe FAF, un certain nombre
d’études de génotoxicité faisant état de résultats positifs lors de I’ utilisation des particlesde TiO, comme
article de test ont été relevées. Par conséquent, le groupe FAF a conclu que la génotoxicité des particules
de TiO, qui peuvent étre présents dans le TiO, de qualité alimentaire ne pouvait étre exclue et qu’il n’a
pas été possible de déterminer une valeur limite pour la génotoxicité en termes de taille des particules.
Selon le groupe FAF, plusieurs modes d’action de génotoxicité peuvent agir en parallele, mais il y a de
I'incertitude quant a savoir si un mode d’action seuil peut étre pris en compte (voir la section « Mode
d’action » pour plus de détails).

Pour la présente évaluation de la génotoxicité potentielle du TiO, de qualité alimentaire, il a été noté que
la conclusion de 2021a du groupe FAF sur la génotoxicité reposait en grande partie sur des études qui
utilisaient des TiO,-NP (dont beaucoup se servaient de TiO,-NP < 30 nm) pour déterminer le potentiel
génotoxique du TiO, ajouté aux aliments. Cependant, moins de 1 % des particules primaires détectées
dans des échantillons vierges de TiO, de qualité alimentaire ainsi que dans des produits alimentaires avec
TiO, sur le marché européen étaient inférieures a 30 nm (Verleysen et coll. 2020; 2021). En outre, en
raison de différences importantes dans les propriétés physicochimiques entre le TiO, et les TiO,-NP de
qualité alimentaire (par exemple, diaméetre moyen des particules, distribution de la taille des particules,
surface de contact et composition de la surface, etc.), les TiO,-NP et, en particulier, les TiO,-NP < 30 nm,
n’ont pas été considérés comme des objets d’analyse appropriés pour la caractérisation des dangers du
TiO, en tant qu’additif alimentaire (voir la section intitulée « Documents de référence pertinents pour
I’étude du TiO, de qualité alimentaire » et I'annexe D pour plus de détails). Enfin, étant donné que le TiO,
de qualité alimentaire peut déja contenir un pourcentage de TiO,-NP pouvant atteindre environ 30 % en
masse de particules et environ 70 % en nombre de particules (Verleysen et coll. 2020; 2021), les essais de
génotoxicité effectués avec du TiO, de qualité alimentaire évalueront simultanément le potentiel
génotoxique de toutes les TiO,-NP qui pourraient étre présentes et une évaluation distincte des études
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avec des TiO,-NP est jugée inutile. Par conséquent, I’examen actuel portait sur les études de génotoxicité
in vivo incluant du TiO, de qualité alimentaire. Toutefois, en raison du nombre limité d’études de
génotoxicité in vivo avec du TiO, de qualité alimentaire disponible, les études qui ont employé des
particules de TiO, de qualité non alimentaire avec un diamétre supérieur ou égala 100 nm ont également
été jugées pertinentes et ont été incluses dans la présente évaluation. Dans la mesure du possible, il a été
déterminé a quel point ces objets d’analyse ressemblaient a du TiO, de qualité alimentaire et ceux
considérés comme comparables (en fonction d’une taille moyenne de particules primaires similaires, de
la distribution de la taille des particules, du pourcentage de nanoparticules, du point isoélectrique, de la
surface spécifique par rapport a la masse, de la composition de la surface, de la composition élémentaire,
de la forme cristalline et de la pureté) ont recu plus de poids. Les études de génotoxicité in vivo avec les
TiO,-NP ont également été examinées (elles sont résumées dans le tableau 10 de I'annexe H) puisgu’elles
ont servi de base a I'avis du groupe FAF de I'EFSA (2021a) sur la génotoxicité, mais n’ont pas été prises en
compte dans le poids des données probantes dans I’évaluation actuelle du TiO, de qualité alimentaire
pour les raisons décrites ci-dessus et a la section sur les « Documents de référence pertinents pour I'étude
du TiO, de qualité alimentaire ». Des études de génotoxicité in vitro avec du TiO, de qualité alimentaire
ont également été examinées. Néanmoins, le potentiel connu de faux résultats positifs in vitro est élevé
(voir Kirkland et coll. 2005; 2007) et, par conséquent, les études de génotoxicité in vivo avec le TiO, de
qualité alimentaire ainsi que I'essai biologique de deux ans sur le cancer avec I’'Unitane® 0-220 ont regu
un plus grand poids dans la présente évaluation.

Génotoxicité in vitro

La majorité des études de génotoxicité in vitro relevées dans la littérature publiée ont évalué la possibilité
gue le E171 provoque des dommages a I’ADN dans un test des cometes in vitro (Brown et coll. 2019;
Dorier et coll. 2017; 2019; Franz et coll. 2020; Gea et coll. 2019; Proquin et coll. 2017) et ont produit des
résultats mitigés. Dans les cellules épithéliales intestinales humaines Caco-2, des résultats positifs ont été
signalés apres une exposition de 24 heures a une seule concentration non cytotoxique de E171
(0,143 pg/cm?; équivalent a 1 ug/ml) dispersé par sonication avec et sans co-exposition a la substance
cancérogéene de génotoxicité AOM (20 ug/ml)avec des niveaux similaires de dommages a I’ ADN observés
dans les conditions E171 et E171+AOM (Proquin et coll. 2017). Cependant, une seule concentration de
E171 a été testée lors du test des comeétes et I'absorption cellulaire des particules a cette concentration
n'a pas été confirmée. Dans une autre étude, I’exposition aigué aux particules de E171 dispersées par
sonication a des concentrationsde 10 ou 50 pg/mlpendant 6, 24 et 48 heures n’a pas causé de dommages
a I’ADN dans les cellules Caco-2 en présence ou en I'absence de formamidopyrimidine ADN glycosylase
(Fpg)??, mais une exposition répétée aux mémes concentrations de E171 deux fois par semaine pendant
trois semaines a conduit a une légére augmentation des sites sensibles au Fpg (mais pas a la rupture de
brins d’ADN) aux deux doses considérées (Dorier et coll. 2017). Aucune preuve de cytotoxicité n’a été
observée dans des conditions d’exposition aigué ou répétée et les auteurs ont signalé une accumulation

27 Le test des comeétes de type alcalinpermet de détecter les ruptures de brins et | es sites labiles alcalins; cependant,
de nombreux agents nuisibles a I’ADN forment des adduits a I’ADN ou des altérations de la base plutét qu’ils ne
provoquent directement des ruptures de brin (Azqueta et coll. 2013). L'utilisation de certaines enzymes de
réparation del’ADN peut permettre de surmonter cette limitationet d’améliorerla sensibilité du test des cometes
en convertissant les |ésions en ruptures. Le Fpg est une enzyme de réparation de |’ADN utilisée pour détecter les
dommages oxydatifs de I’ADN, car |’enzyme s’attaque au 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxo-dGuo) et a d’autres
produits d’oxydation de la purine, éliminant ainsila base endommagée qui est ensuite convertie en une rupture
(Collins 2014).
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d’E171 dans les cellules. Cependant, la méthode utilisée pour déterminer les niveaux de Ti (ICP-SM des
lysats cellulaires) n’a pas permis de distinguer le Ti accumulé dans les cellules du Ti lié a la membrane
cellulaire. Compte tenu du fait que les images MET des cellules étaient également bidimensionnelles, il
était difficile de déterminer si les particules se trouvaient a I'intérieur de la cellule ou sur la surface de
celle-ci. D’autres problémes ont été relevés, a savoir les concentrations d’exposition utilisées dans cette
étude qui selon les auteurs dépassaient I'apport quotidien estimé de TiO, chez les humains d’environ
10 000 fois, la concentration a été exprimée en ug/ml au lieu de pg/cm?, et seule la modification dans le
pourcentage d’ADN de queue provenant de témoins négatifs a été signalée (aucune valeur absolue pour
les groupes de traitement ou les témoins négatifs), ce qui complique I'interprétation desrésultats de cette
étude. Dans une troisieme étude avec des cellules Caco-2, I'exposition aigué au E171 (dispersé par
sonication) a des concentrations non cytotoxiques de 3,9; 7,8 ou 15,6 ug/cm? (équivalant a 12,5, 25,
50 pug/ml) pendant 4 heures n’a pas augmenté la rupture de brins d’ADN ou les sites sensibles au Fpg par
rapport aux témoins négatifs (Brown et coll. 2019). Une méthode de notation visuelle a été utilisée pour
évaluer les noyaux en fonction des dommages causés a I’ADN et on ignore si elle a été effectuée de fagon
aveugle. L’absorption cellulaire des particules de E171 n’a pas non plus été confirmée. Dans une autre
lignée de cellules intestinales, aucune preuve de rupture de brins d’ADN n’a été observée dans les
cellules HT29-MTX-E12 a mucus lorsque E171 a été administré a des concentrations non cytotoxiques de
0,5, 5 ou 50 pug/ml pendant 48 heures (Franz et coll. 2020). Les suspensions de E171 dans cette étude ont
été préparées intentionnellement (aprés un bain de sonication de 10 minutes) pour choisir des
agglomérats plus gros afin de ressembler a la distribution de la taille des particules de E171 dans la matrice
alimentaire; toutefois, I'état d’agglomération des particules dans le milieu d’exposition n’a pas été
confirmé. L’absorption cellulaire des particules n’a pas non plus été évaluée.

Les cellules Caco-2 et HT29-MTX-E12 sont considérées comme des lignées cellulaires appropriées pour
évaluer la génotoxicité potentielle de I'exposition alimentaire au TiO, de qualité alimentaire; cependant,
les essais in vitro avec une seule lignée cellulaire peuvent ne pas représenter avec précision
I’environnement complexe du systéeme gastro-intestinal. Deux études du méme groupe d’auteurs ont
évalué la possibilité que le E171 provoque des dommages a I'ADN dans des cocultures de
cellules Caco-2/HT29-MTX. Dansla premiére étude, les auteurs ont évalué le potentiel d’exposition aigué
et répétéea 'E171 (dispersée par sonication) a des concentrations de 10 ou 50 ug/ml pour produire des
dommages a I’ADN dans une monoculture de cellules Caco-2 (résultats également décrits au paragraphe
précédent) et la coculture de cellules Caco-2/HT29-MTX (Dorier et coll. 2017). Pour I'expérience
d’exposition aigué, les monocultures et les cocultures ont produit des résultats négatifs aux
concentrations de E171 avec et sans Fpg. De méme, aucune différence dans les ruptures de brins d’ADN
n’a été signalée dans les monocultures ou les cocultures a I’une ou I'autre concentration apres exposition
répétée aux mémes concentrations d’E171 deux fois par semaine pendant trois semaines; cependant, une
légére augmentation des sites sensibles au Fpg a été observée a 50 pg/mldans la coculture, alors que les
deux doses 10 et 50 pg/ml ont produit une légére augmentation des sites sensibles au Fpg dans la
monoculture. Ces résultats suggérent que la coculture des cellules Caco-2/HT29-MTX peut étre moins
sensible a I'exposition a E171 comparativement aux cellules Caco-2 seules, ce qui est conforme aux
recherches précédentesindiquant que la présence d’une couche de mucus produite par les cellules HT29
était essentielle pour réduire I'absorption cellulaire des TiO,-NP dans un modele épithélial complexe in
vitro (Garcia-Rodriguez et coll. 2018). Cependant, comme nous I'avons mentionné précédemment, les
résultats de I’étude rapportés par Dorier et coll. (2017) sont difficiles a interpréter. Dans une étude de
suivi menée par les mémes auteurs, aucune preuve de bris doubles-brins aI’ADN (mesurés par des doses
d’'immunocoloration de 53BP1 et de 8-oxo-dGuo) n’a été observée dans la coculture des
cellules Caco-2/HT29-MTX apres une exposition de 24 heures a 50 pug/ml d’E171 par sonication (Dorier et
coll. 2019). Cependant, une seule concentration a été testée dans la présente étude et, comme c’était le
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cas dans I'expérience précédente, la concentration testée était 10 000 fois plus élevée que I’exposition
alimentaire humaine prévue. L’absorption cellulaire des particules de E171 n’a pas non plus été évaluée.

Bon nombre des études in vitro décrites ci-dessus ont utilisé des cellules Caco-2 indifférenciées récoltées
aprés seulement quelques jours de culture pour évaluer la génotoxicité potentielle de E171. Les
cellules Caco-2 subissent une différenciation spontanée aprés environ deux a trois semaines en culture
pour ressembler a des cellules matures semblables a des entérocytes et, par conséquent, les cellules
différenciées Caco-2 sont considérées comme plus représentatives des conditions in vivo (Ude et coll.
2017; Vila et coll. 2018). Selon les résultats, I'absorption cellulaire des TiO,-NP a augmenté dans des
cellules Caco-2 indifférenciées avec des agrégats de TiO,-NP observés dans la cellule et le noyau, tandis
que les TiO,-NP ont été trouvés principalement dans la membrane apicale des cellules Caco-2
différenciées et seulement en faibles nombres dans la cellule et aucun dans le noyau (Vila et coll. 2018).
Les cellules Caco-2 utilisées par Proquin et coll. (2017) ainsi que celles employées dans les monocultures
et les cocultures dans I'expérience d’exposition chronique menée par Dorier et coll. (2017) étaient
indifférenciées et les deux études ont donné des résultats positifs. En revanche, des résultats négatifs ont
été rapportés dans |'expérience d’exposition aigué de Dorier et coll. (2017), qui ont utilisé des cellules
différenciées Caco-2 dans les monocultures et les cocultures. Cependant, dans une expérience de suivi de
Dorier et coll. (2019), une coculture de cellules Caco-2 indifférenciées et de cellules HT29-MTXa mucus a
donné des résultats négatifs. Brown et coll. (2019) ont également utilisé des cellules Caco-2
indifférenciées et les niveaux de dommages a I’ADN dans les groupes de traitement n’étaient pas
statistiguement différents de ceux chez les témoins concomitants. Dans I’ensemble, aucun schéma clair
n‘a été observé concernant les effets génotoxiques potentiels du E171 dans les cellules Caco-2
différenciées et indifférenciées.

D’autreslignéescellulaires ont également été employées pour étudier la possibilité que le E171 provoque
des dommages a I’ADN in vitro. Dans les cellules hépatiques HepG2, les ruptures de brins d’ADN et les
sites sensibles au Fpg n’ont pas augmenté de maniére significative par rapport aux témoins négatifsapres
une exposition aigué pendant 4 heures au E171 dispersé par sonication a des concentrations de 3,9, 7,8
ou 15,6 ug/cm?, équivalant a 12,5, 25, 50 ug/ml (Brown et coll. 2019). Des preuves de cytotoxicité ont
également été rapportées en lien avec la dose la plus élevée testée (15,6 pug/cm?) et une méthode de
notation visuelle a été utilisée pour analyser les noyaux afin de détecter lesdommages al’ADN (on ignore
si le marquage s’est fait a I’aveugle relativement au mode de traitement). L’absorption de particules dans
la cellule n’a pas été évaluée. Dansles cellules souches embryonnaires de souris (mES), I’exposition aigué
au E171 (dispersé par sonication) pendant 4 heures a des concentrations de 0,98; 1,95; 3,9; 7,8 ou
15,6 ug/cm? (équivalant a 3,13; 6,25; 12,5; 25; 50 pg/ml) a augmenté le niveau de rupture de brins d’ADN
(mais pas celui des sites sensibles au Fpg) a la dose la plus élevée testée comparativement aux témoins
négatifs, mais sans relation dose-réponse évidente (Brown et coll. 2019). Les cellules ont été choisies au
hasard pour I'analyse des dommages a I’ADN par le logiciel ImagelJ, mais on ignore si cette analyse a été
faite a I'aveugle. Dans un essai de cellules par ToxTracker avec des cellules mES, I'exposition au E171
pendant 24 heures a des concentrations de 0,98; 1,95; 3,9; 7,8 ou 15,6 ug/cm2 (équivalant a 3,13; 6,25;
12,5; 25; 50 pug/ml) n’a pas révélé des changements importants dans les dommages a I’ADN, le stress
oxydatif, le stress cellulaire médié par p53 ou la réponse de protéine non pliée par rapport aux témoins
négatifs (Brown et coll. 2019); toutefois, en raison des niveaux excessifs de cytotoxicité observés (environ
25 a 75 % des témoins), ces résultats étaient difficiles a interpréter. Des résultats positifs ont également
été rapportés dans les cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B humaines a la suite d’une exposition au
E171ades concentrationsallant jusqu’a 160 pg/ml (jusqu’a 41,6 pg/cm?; Gea et coll. 2019), maiscet essai
n’avait pas de groupe témoin positif et la pertinence de I’exposition des cellules pulmonaires au E171 in
vitro par rapport a I'’exposition humaine au TiO, de qualité alimentaire est incertaine.
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Deux testsde micronoyaux invitroavec E171 ont également été identifiés dans la littérature publiée. Dans
les cellules épithéliales du célon humain HCT116, une exposition de 24 heures au E171 (dispersé par
sonication) a des concentrations de 5, 10, 50 ou 100 pg/cm?2 (équivalant a 50, 100, 500, 1 000 pg/ml) a
entrainé une augmentation dépendante de la concentration sur I'incidence des cellules binucléées avec
micronoyaux par 1 000 cellules binucléées a 5, 10 et 50 pg/cm? (Proquin et coll. 2017). Aucune preuve de
cytotoxicité n’a été rapportée dans les conditions d’essai, mais les cellules exposées a la concentrationla
plus élevée (100 pg/cm?) n’ont pu étre évaluées en raison de la présence de particules agglomérées, ce
qui a nui a I'identification des micronoyaux. Les auteurs ont également rapporté que « E171 [semblait]
interagir avec la région centromeére des péles cinétochores pendant la mitose »; toutefois, d’apres les
photomicrographies publiées, il est difficile de déterminer si les particules étaient situées a I'intérieur des
cellules ou a la surface de celles-ci. Cette étude n’incluait pas non plus de groupe témoin positif. Dans la
deuxieme étude, aucune preuve de micronoyaux ou de noyaux hypodiploides n’a été observée dans les
cellules HT29-MTX-E12 exposées au E171 (dispersé par sonication) a des concentrations de 0,5, 5 ou
50 pug/ml pendant 48 heures (Franz 2020). Les concentrations testées ont été confirmées comme étant
non cytotoxiques. Comme mentionné précédemment, les suspensions de E171 utilisées par Franz et coll.
(2020) étaient intentionnellement préparées pour générer de plus grandes agglomérations qui
ressemblaient plus étroitement a la distribution de la taille des particules de E171 dans la matrice
alimentaire. Cependant, la présence de ces agglomérats a nui a la détection de micronoyaux dans la
méthode de notation basée sur la cytométrie en flux utilisée dans cette étude, ce qui complique
I'interprétation des résultats nuls déclarés. L’absorption cellulaire des particules n’a pas non plus été
évaluée.

Quatre études de génotoxicité portant sur de multiples produits chimiques qui ont évalué la possibilité
que le TiO, engendre in vitro des mutations génétiques bactériennes et des mutations géniques sur des
cellules de mammiféres, des aberrations chromosomiques et des échanges de chromatides sceurs ont
également été relevées dans la littérature publiée (Dunkel et coll. 1985; Ivett et coll. 1989; Myhr et
Caspary 1991; Tennant et coll. 1987). Dans ces études, le matériaude TiO, a été obtenu a partir du dépot
NTP28 de tous les produits chimigues testés dans les essais biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation) et, par conséquent, il est trés probable que cet article de test était le méme matériau
employé pour I’essai biologique sur le cancer mené par le NCl d'une durée de deux ans (c.-a-d. Unitane® 0-
220; anatase; 113-135 nm et 109-124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a 44 % des particules <
100 nm par nombre). En se basant sur les similitudes tant dans la composition élémentaire que dans le
diamétre médian des particules, la surface spécifique par unité masse et le pourcentage de particules <
100 nm par nombre, I'Unitane® 0-220 peut étre considéré comme hautement comparable a la forme
actuelle de TiO, ajouté aux aliments (voir la section « Cancérogénicité et toxicité chronique » pour plus de
détails). Bien que les quatre études aient donné des résultats négatifs, ces études ont été menées avec
des protocoles désuets, n’ont pas inclus d’évaluationde la cytotoxicité ou de I'absorption des particules,
et certaines n’ont fourni que des renseignements sur la méthodologie de I’étude. De plus, I'essai de
mutation inverse bactérienne utilisé par Dunkel et coll. (1985) et Tennant et coll. (1987) peut ne pas
convenir a [I'évaluation des nanomatériaux ('Unitane® 0-220 peut contenir jusqu’'a 44 % de
nanoparticules) ou des particules insolubles, en général, puisqu’elles ne sont pas facilement absorbées
par les cellules bactériennes dans le présent essai (Doak et coll. 2012; OCDE 2014; Kumari et coll. 2010).
On sait également que les TiO,-NP ont des propriétés antibactériennes/bactériostatiques (voir Khashan
et coll. 2021; Lopez de Dicastillo et coll. 2020), ce qui limite encore la pertinence de I'essai de mutation
inverse bactérienne pour I’évaluation de ces matériaux. L’essai in vitro d’échange de chromatides sceurs

28 e NCl estle prédécesseurdu NTP.
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dans les cellules de mammiféres utilisé par lvett et coll. (1989) et Tennant et coll. (1987) a également été
supprimé par I'OCDE en 2014 enraison d’un « manque de compréhension du ou des mécanismes d’action
de I'effet détecté par le test » (OCDE 2017). En raison de ces limites, aucune de ces études n’a été jugée
appropriée pour inclusion dans le présent examen.

Trois essais de génotoxicité in vitro non publiés avecle E171 commandés par la TDMA ont également été
examinés (BioReliance 2021a,b,c). Les trois essais ont utilisé le E171-E comme article de test (anatase,
diamétre médian des particules (SD) de 99,9 £ 2,0 nm avec environ 50-51 % de particules moins de 100
nm comme déterminé par SEM; LNE 2020) et ont été menés conformément aux lignes directricesactuelles
de I'OCDE 471 (essai de mutation inverse bactérienne), 476 (test de mutations géniques sur des cellules
de mammiferes), et 487 (test in vitro de micronoyaux de cellules de mammiféres). Toutefois, comme nous
I’'avons mentionné plus haut, I'absorption de nanomatériaux et de particules insolubles par les cellules
bactériennes peut étre limitée et les TiO,-NP sont connues pour posséder des propriétés
antibactériennes/bactériostatiques; par conséquent, I’essai de mutation inverse bactérienne peut ne pas
convenir pour évaluer la mutagénicité potentielle des nanomatériaux (Doak et coll. 2012; OCDE 2014;
Kumari et coll. 2010). Etant donné qu’il est connu que le E171-E contient un pourcentage important de
particulesde TiO, a I’échelle nanométrique (50-51 % moins de 100 nm), les résultats de I'essai de mutation
inverse bactérienne avecle E171-E (BioReliance 2021a) n’ont pas été examinés davantage. Pour I'essai de
mutation inverse bactérienne in vitro HPRT de cellules d’ovaire de hamster chinois (CHO), le E171-E n'a
pas provoqué de mutations avancées a des concentrations allant jusqu’a 30 pg/ml (en suspension dans
un milieu sans sérum par mélange vortex) en présence ou en I'absence d’une activation métabolique
(BioReliance 2021b). On a répété le méme essai de mutagénicité en utilisant des concentrations plus
élevées de E171-E (7,5, 15 et 30 ug/mL); toutefois, les résultats de cette analyse n’ont pas été consignés
dans les documents soumis parla TDMA et, par conséquent, cette analyse n’a pas été examinée davantage
dans le cadre du présent examen. Pour I'essai in vitro de micronoyaux de cellules de mammiféres dans les
lymphocytes sanguins périphériques humains (HPBL), le E171-E n’a pas augmenté ['induction de
micronoyaux a des concentrations allant jusqu’a 30 ug/mLen présence ou en |'absence d’une activation
métabolique (BioReliance 2021c). Des échantillons de cellules ont été prélevés pour une analyse
d'imagerie par microscopie électronique afin de confirmer si le E171-E a été absorbé par les HPBL. Les
résultats de cette analyse n'étaient pas disponibles au moment de cet examen et, par conséquent, on ne
sait pas si I'absence de génotoxicité était liée a I'absence d'internalisation cellulaire du E171-E ou a un
véritable résultat négatif.

En résumé, des résultats positifs et négatifs ont été obtenus a partir d’études de génotoxicité in vitro avec
du TiO, de qualité alimentaire. Néanmoins, la fiabilité et/ou la pertinence des résultats de plusieurs de
ces études étaient faibles en raison de I'utilisation de lignées cellulaires inappropriées pour évaluer
I’exposition a travers les aliments (p. ex. cellules pulmonaires), de I'utilisation d’essais de génotoxicité
désuets ou inappropriés (p. ex. essai de mutation inverse bactérienne, essai d’échange de chromatides
sceurs), de I'incertitude quant a la pertinence biologique de certains résultats positifs, d’une conception
expérimentale médiocre et de la non-conformité aux lignes directrices de I'OCDE. Trois études in vitro
avec E171-E conformes aux lignes directrices commandées par I'industrie ont été soumises a Santé
Canada au cours de cette évaluation. L'essai de mutation inverse bactérienne peut ne pas convenir pour
évaluer la mutagénicité potentielle des études sur les nanomatériaux et n'a donc pas été pris en compte
dans le poids des données probantes. Le test de mutation génique directe in vitro sur les cellules de
mammiféres dans les cellules CHO et le test in vitro de micronoyaux de cellules de mammiféres dans les
HPBL étaient tous deux négatifs; cependant, l'internalisation du E171-E dans les cellules CHO n'a pas été
démontrée dans une analyse d'imagerie ultérieure et I'absorption du E171-E dans les HPBL n'avait pas été
confirmée au moment de cet examen. Par conséquent, I'absence de génotoxicité observée dans les deux
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essais peut étre liée al'absence d'exposition au E171-E. Dans|’ensemble, les résultats incohérents ou peu
clairs observés ainsi que la fiabilité et la pertinence douteuses de nombreuses études de génotoxicité in
vitro disponibles ne permettent pasde tirer une conclusion officielle sur les effets génotoxiques potentiels
in vitro du TiO, de qualité alimentaire. Il est recommandé de mener des études supplémentaires
conformes aux lignes directrices qui évaluent la possibilité que le TiO, de qualité alimentaire génére des
effets génotoxiques in vitro, en particulier des études qui s’appuient sur des modeéles intestinaux
complexes in vitro qui ressemblent plus étroitement aux conditions in vivo.

Desdétails supplémentaires sur les études de génotoxicité in vitro avec le TiO, de qualité alimentaire dont
il a été question plus haut se trouvent autableau 7 de I'annexe H.

Génotoxicité in vivo

Dommages al’ADN

Deux études non exigées dans les lignes directrices ayant évalué la possibilité que le TiO, de qualité
alimentaire provoque des dommages a I’ADN in vivo ont été relevées dans la littérature publiée (Bettini
et coll. 2017; Jensen et coll. 2019). Deux autres études non exigées utilisant du TiO, de qualité non
alimentaire avec un diametre moyen de particules > 100 nm ont également été identifiées (Murugadoss
et coll. 2020; Sycheva et coll. 2011). Ces quatre études ont administré I'article de test par voie orale et ont
été décrites plus en détail ci-dessous ainsi que dans les tableaux 8 et 9 de I'annexe H.

Bettiniet coll. (2017) ont traité des rats Wistar méales adultes (n = 10 par groupe) avec du E171 (anatase;
D50 118153 nm, étendue de 20 a 340 nm, avec 44,7 % des particules < 100 nm, comme déterminé par
MET) achetés aupreés d’un fournisseur frangais de colorants alimentaires par gavage oral a une dose de
10 mg/kg pc/j pendant 7 jours?®. Avant I"administration, I'article de test a été dispersé dans de I'eau
suivant le protocole de dispersion de NANOGENOTOX (c.-a-d. la sonication pendant 16 minutes a 20 kHz
dans de I'ASB de 0,05 % p/v). Un groupe témoin négatif concomitant a recu de 'eau par gavage oral.
Aucun groupe témoin positif n’a étéinclus. Les rats ont été euthanasiés (le moment n’est pas précisé) et
les cellules des plaques de Peyer ont été recueillies et analysées pour détecter lesruptures de brins d’ADN
et les sites alcali-labiles a I'aide du test des cométes de type alcalin (+/- Fpg). Un total de 100 cellules des
plagues de Peyer ont été analysées et le pourcentage médian d’ADN de queue a été calculé, mais il n’est
pas clair si I'analyse a été effectuée de fagon aveugle et la méthode ne permet pas de déterminer si les
auteurs contrélaient la lumiére ambiante pendant la préparation des lames d’essai, la lyse ou
I’électrophorese. Des particules d’E171 ont été détectées dans les cellules des plaques de Peyer de rats
traités, ce qui confirme I’exposition. Aucune preuve de rupture de brins d’ADN ou de dommages oxydatifs
a ’ADNn’a été observée dans les cellules des plaques de Peyer chez des ratstraités ou témoins avec ou
sans Fpg. L’article detest et les échantillons de tissus (c.-a-d. les cellules des plagues de Peyer) évalués
dans Bettini et coll. (2017) ont été jugés pertinents pour I’évaluation du TiO, en tant qu’additif alimentaire;
bien gu’il ait été noté que I'étude s’écartait de la ligne directrice 489 de I'OCDE (test des comeétes in vivo
de type alcalin chez les mammiféres) en raison de I'utilisation d’un seul groupe de doses et de I'absence

29 Bettini etcoll. (2017) ontégalement évalué un matériaude TiO, detaille nanométrique avecunetaille moyenne
departiculesde22 nm (P25; NM-105), qui n’est pas représentatif de la distributionde la taille des particules du TiO,
de qualitéalimentaire (voirletableau 10 al’annexe H pour un résumé).
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de témoins positifs. Dans I'ensemble, le test des cometes in vivo de type alcalin (+/- Fpg) a été considéré
comme négatif.

Jensen et coll. (2019) ont étudié le potentiel de E171 (99,8 % anatase, 0,2 % rutile avec trois tailles de
groupe [135+6, 305161 et 900+247 nm, selon MET] achetéesa Bolsjeet [un fournisseur d’ingrédients de
bonbons]) a provoquer des ruptures de brins d’ADN et des dommages oxydatifs a I’ADN. Des rats Zucker
maigresfemelles (Crl:ZUC-Leprfa) (n = 10 par groupe) ont été exposés au TiO, de qualité alimentaire a des
doses de 50 ou 500 mg/kg pc/j par gavage oral une fois par semaine pendant 10 semaines. Les solutions
meres de TiO, de qualité alimentaire ont été préparées le jour de I'utilisation suivant le protocole de
dispersion ENPRA (c’est-a-dire que les particules ont été soniquées a 20 kHz pendant 16 minutes dans de
I’eau stérilisée filtrée avec 2 % de sérum de veau foetal [SVF]) et utilisées immédiatement. Les témoins
négatifs ont regu de I'eau stérilisée filtrée avec 2 % de SVF par gavage oral. Les rats ont été euthanasiés
24 heures apres la derniere dose et des échantillons de tissus hépatique et pulmonaire ont été analysés
en double pour détecter des dommages a I’ADN lors d’un test des comeétes de type alcalin (+/- Fpg ou
hOGG1). Des cellules THP-1 exposées au KBrO3 (5 mM) ont servi de témoins positifs. La méthode
présentée par les auteurs ne précise pas si ces derniers contrélaient la lumiere ambiante pendant la
préparation des lames d’essai, la lyse ou I'électrophoréese. Des nucléoides choisis auhasard (100 par lame
d’essai) ont été visuellement notés avec un microscope a fluorescence a partir d’un systéme a cing classes
(score de 0 a 4 pour chaque nucléoide) par des examinateurs a I'aveugle en ce qui concerne les groupes
de dose pour déterminer le degré de dommage a I’ADN (intervalle de score arbitraire 0-400). Le niveau
de dommages a I’ADN dans le foie et le tissu pulmonaire (c.-a-d. les ruptures de brins d’ADN, les sites
sensibles au Fpg ou au hOGG1) n’était pas significativement élevé a un niveau de dose quelconque par
rapport aux témoins. De plus, I'exposition au E171 n’a pas affecté la réparation des dommages oxydatifs
al’ADN causés par KBrO3 dans les échantillons de tissus pulmonaires. Cependant, I’exposition systémique
al’article de test dans le foie et les poumons n’a pas été confirmée et les dommagesa I’ADN n’ont pas été
évalués dans un tissu cible approprié (c.-a-d. le TGI). Le protocole d’'étude s'écarte également de la ligne
directrice 489 de I'OCDE en raison de I'utilisation de deux groupes de doses seulement, I'analyse des
dommages causés a I’ADN 24 heures apresla derniére exposition au lieu de 2 a 6 heures aprés la derniére
dose (ce qui peut avoir laissé a I’ADN le temps de se réparer), I utilisation d’un régime de dosage désuet
(une fois par semaine pendant 10 semainesau lieu de deux jours consécutifs ou plus), ainsi que I’ utilisation
d’une méthode de notation visuelle pour déterminer le niveau de dommagesa I’ADN (aulieu d’un logiciel
d’analyse d’'images automatisé ou semi-automatisé). Dans I’ensemble, ces limites ont soulevé certaines
guestions quant a la fiabilité des résultats de I'étude et rendent les résultats négatifs difficiles a
interpréter.

Murugadoss et coll. (2020) ont examiné si I'exposition au TiO, non alimentaire (117 nm, anatase,
JRCNM10200a) a provoqué des lésions a I'ADN dans les cellules sanguines périphériques de
souris C57BL/6JRj femelles (n = 4-5 par groupe) aprés une dose unique de ~10, 50 ou 250 pg de
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TiO,/souris30 (équivalenta ~0,6; 2,9; 14,7 mg de TiO,/kg pc3!) administrée par gavage oral32. Les particules
de TiO, ont été ultrasoniquées a I'aide d’un sonicateur a sonde (7056J) dans un milieu de suspension
congu pour produire des agglomérats petitsou grandsen utilisant différentes conditions de pH (pH 7,5 et
pH 2, respectivement). Les suspensions de particules ont été immédiatement stabiliséesavec 0,25% d'ASB
et la suspension dispersée au pH 2 a été réajustée au pH 7-7,5. Le diametre médian des cercles des petits
et des grands agglomérats (mesuré par MET) était respectivement de 122 nm et de 352 nm. Des groupes
témoins négatifs concomitants ont recu par gavage oral le milieu de suspension des petits agglomérats
ou celui des grands agglomérats. Les souris ont été euthanasiées trois jours apres la dose et des
échantillons de sang ont été recueillis et analysés lors d’un test des cométes de type alcalin. Les globules
périphériques de souris non traitées exposées au peroxyde d hydrogéne (100 uM) pendant 15 minutes
ont servi de témoin positif. La méthode présentée par les auteurs ne précise pas si ces derniers
controlaient la lumiére ambiante pendant la préparation des lames d’essai, la lyse ou I'électrophorese.
Cinquante cométesont été analysées a l’aide dulogiciel Casplab et le pourcentage moyend’ ADN de queue
a été calculé. Néanmoins, I’étude ne mentionne pas clairement si la sélection des comeétes aux fins
d’analyse a été effectuée a I'aveugle. Un résultat positif significatif a été observé a partir de 10 pg
(0,6 mg/kg pc) avec de grands agglomératset de 50 ug (2,9 mg/kg pc) avec de petits agglomérats, maisil
n’y a pas eu de preuve d’une dose-réponse. Cependant, les particules de TiO, auraient di étre absorbées
par le noyau cellulaire pour interagir avec I'’ADN afin de donner des résultats positifs et il n’y a aucune
preuve que cette interaction se produit avec des particules de cette taille (voir la section « Mode
d’action » pour plus de détails). Il n’y a pas eu de changement signalé dans les niveaux de Ti dans le sang
en réponse au traitement de TiO, (ce qui suggeére une faible biodisponibilité), I'étude s’est écartée de la
ligne directrice 489 de I'OCDE en raison de I'inclusion d’un seul temps d’échantillonnage soit 72 heures
apreés la dose (au lieu de plusieurs temps d’échantillonnage a la fois 2-6 heures et 16-26 heures, comme
recommandé pour les études avec une seule administration), et les données de témoins positifs ne sont
pas rapportées, ce qui souléve des questions quant a la fiabilité des résultats de I'étude. L'importance
biologique de la relation dose-réponse est également incertaine, étant donné que des niveaux semblables
de dommages a I’ADN ont été observés a toutes les doses pour les deux tailles d’agglomérats. En raison
de ces limites et incertitudes, les résultats de cette étude ont été considérés comme équivoques. Cette
étude a également été congue pour évaluer les propriétés et le comportement des nanomatériaux dans
des conditions expérimentales spécifiques afin de générer de petits et de grands agglomérats dont la
pertinence pour I'exposition humaine au TiO, de qualité alimentaire par le régime alimentaire est
incertaine. De plus, la pertinence de cette étude pour I’évaluationdu TiO, en tant qu’additif alimentaire
est discutable en raison d’une caractérisation insuffisante de I’ article de test administré (JRCNM10200a),
gui a empéché une comparaison raisonnable avecle TiO, de qualité alimentaire.

30 Les concentrations ont été estimées a partirde données graphiques (voirlafigure 4 ¢,d dans Murugadoss et coll.
2020).

31 En supposant un poids corporel moyen de 17 grammes pour une sourisC57BL/6JRj femelle de 8 semaines
(https://janvier-labs.com/fiche_produit/2-c57bl-6jri/).

32 Un matériau de TiO, de taille nanométrique (17 nm; JRCNM10202a) a également été évalué par Murugadoss et
coll.(2020), quin'est pas représentatifde la distribution de | a taille des particules de Ti O, de qualité alimentaire (voir
letableau10 a I'annexe H pour un résumé).
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Sycheva et coll. (2011) ont examiné le potentiel d’un TiO, de qualité cosmétique (anatase; 160+59,4 nm
tel que déterminé par microscopie électronique) a causer des dommagesa I’ADN dans les cellules du foie,
du cerveau et de la moelle osseuse3?3. Les souris males CBAXB6 ont été exposées a des doses de 40 ou
200 mg de TiO,/kg pc/j pendant 7 jours par gavage oral (n = 5 par groupe). Les particules ont été
dispersées dans de I'eaudistillée avant d’étre administrées. Aucun autre détail n’a été rapporté au sujet
du protocole de dispersion des particules. Un groupe témoin négatif concomitant a recu de I'eau distillée
par gavage oral. Aucun groupe témoin positif n’a été inclus. Les souris ont été euthanasiées 24 heures
aprésla derniere dose et descellules de la moelle osseuse (fémur), du cerveau et du foie ont été recueillies
et analysées pour détecterles dommagesa I’ADN (% d’ADN de queue) lors d’un test des cométes de type
alcalin. Les auteurs ont noté que la préparation des lames d’essai, de la lyse et de I'électrophoréese a été
effectuée sous la lumiere jaune afin d’éviter des dommages supplémentaires a I’ADN. Pour chaque
organe, 100 cometes choisies au hasard ont été analysées a I'aide du logiciel CASP pour déterminer le
pourcentage moyen d’ADN de queue. Néanmoins, I’étude ne mentionne pas clairement si la sélection des
cometes aux fins d’analyse a été effectuée a I'aveugle. Pour les cellules de moelle osseuse, une
augmentation statistiguement significative du pourcentage moyen d’ADN de queue a été observée aux
deux doses (3,66+0,84 chez les témoins négatifs par rapport a 7,99+1,21 et 6,8+1,13 a 40 et 200 mg/kg
pc/j). Cependant, cette augmentation avait une signification biologique incertaine, car elle était de faible
ampleur et il n’y avait aucune preuve d’'une dose-réponse. De plus, afin de donner des résultats positifs,
les particules de TiO, auraient di avoir accés au noyau et interagir avec’ADN; il n’y a aucune preuve que
cetteinteraction se produit avec des particules de cette taille (voir la section « Mode d’action » pour plus
de détails). Pour les cellules du foie et du cerveau, aucune preuve de dommage a '’ADN n’a été observée
a I'une ou 'autre dose comparativement aux témoins. Aucune information sur la toxicité des organes n’a
été signalée et I’exposition systémique a I'article de test dans la moelle osseuse, le foie et le cerveaun’a
pas été confirmée. Le protocole de I'étude s’est également écarté de la ligne directrice 489 de I'OCDE en
raison de I'utilisation de seulement deux groupes de doses, I'analyse des dommages causés a I’ADN
24 heures apres la derniere exposition au lieu de 2 a 6 heures aprés la derniére dose (ce qui aurait pu
laisser le temps a I’ADN de se réparer), ainsi que I'absence de témoins positifs. Ces limites ont soulevé
certaines questions quant a la fiabilité des constatations de I'étude et, par conséquent, les résultats de
cette étude ont été considérés comme peu clairs. La pertinence de cette étude pour I'évaluation du TiO,
en tant qu’additif alimentaire était également discutable puisque I’ article de test administré n’était pas
suffisamment singularisé pour permettre une comparaison avec la forme de TiO, ajouté aux aliments.
Sycheva et coll. (2011) ont également évalué le méme article de test (anatase 160+59,4 nm) lors d’un test
du micronoyau in vivo, qui a été résumé dans la partie « Risque de micronoyaux/Aberrations
chromosomiques » ci-dessous.

En résumé, un totalde quatre études non exigées dans les lignes directrices qui évaluaient la possibilit é
que les particules de TiO, > 100 nm induisent des dommages a I’ADN in vivo a partir du test des cometes
de type alcalin ont été identifiées dans la littérature publiée. Deux de ces études sont basées sur
I’administration de particules de TiO, de qualité non alimentaire > 100 nm par gavage oral a des souris,
avec des résultats positifs signalés dans les globules périphériques (Murugadoss et coll. 2020) et les
cellules de moelle osseuse, mais pas dans le foie ou le cerveau (Sycheva et coll. 2011). Toutefois, on ne

33 Un matériaudeTiO, detaille nanométrique (33 nm) a aussi été examiné par Sycheva et coll. (2011), qui n’est pas
représentatifdeladistributiondelataille des particules de TiO, de qualité alimentaire (voirletableau 10 al’annexe
H pour unrésumé).
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disposait pas de suffisamment d’informations pour déterminer dans quelle mesure les objets d’analyse
utilisés dans ces études (un nanomatériauJRC et un TiO, de qualité cosmétique) ressemblaient a la forme
actuelle de TiO, ajouté aux aliments et, par conséquent, il n’est pas clair si I'une ou I'autre des études était
appropriée pour évaluer le potentiel de TiO, de qualité alimentaire a provoquer des dommages a I’ADN
in vivo. De plus, on ne sait pas si les petits et les grands agglomérats générés expérimentalement par
Murugadoss et coll. (2020) avaient des propriétés similaires et/ou se comportaient de la méme fagon que
les agglomératsde TiO, consommés dans le cadre du régime alimentaire et I'importance biologique de la
faible augmentation du pourcentage moyen d’ADN de queue rapportée par Sycheva et coll. (2011) pour
le TiO, de qualité cosmétique était incertaine, d’autant plus que cette étude n’avait pas de groupe témoin
positif. Enfin, pour causer des dommages a I'ADN, les particulesde TiO, doivent d’abord pénétrer dans le
noyau cellulaire pour avoir acces a I’ADN et aucune preuve convaincante n’indique qu’il en est ainsi pour
les particules de cette taille (voir la section « Mode d’action» pour plus de détails). En raison de ces
incertitudes et de ces limites, aucune étude n’a été jugée appropriée pour I'évaluation in vivo de la
génotoxicité du TiO, de qualité alimentaire dans le cadre du présent examen. En ce qui concerne les deux
autres études, du TiO, de qualité alimentaire a été administré a des ratspar gavage oral, les deux études
ont mené a des résultats négatifs (Bettini et coll. 2017; Jensen et coll. 2019). Toutefois, Jensen et coll.
(2019) n’ont pas confirmé I’exposition systémique a I’ article de test dans le foie et les poumons ni évalué
le niveau de dommages a ’ADN dans le TGI, qui est le tissu cible le plus approprié étant donné que
I’'exposition au TiO, de qualité alimentaire a lieu par l'intermédiaire du régime alimentaire. Par
conséquent, I'absence d’effets génotoxiques observés chez Jensen et coll. (2019) pourrait étre liée a
I"'absence d’exposition systémique des tissus a I’article de test en raison de sa faible biodisponibilité orale,
plutét qu’a une conclusion véritablement négative. Par conséquent, cette étude n’a pas été jugée
appropriée pour I'évaluation de la génotoxicité in vivo du TiO, de qualité alimentaire. Quelques limites
ont également été relevées dans I'étude Bettini et coll. (2017) (il s’agit notamment du test d’une dose
unique, de I'absence de témoins positifs); toutefois, un tissu cible pertinent a I’exposition alimentaire au
TiO, de qualité alimentaire a été évalué (c.-a-d. les cellules des plaques de Peyer) et I'exposition de ce
tissu a été confirmée. Par conséquent, les résultats de cette étude ont été jugés valides.

Dans I'ensemble, les données probantes jugées appropriées pour évaluer la possibilité que le TiO, de
qualité alimentaire provoque des dommages a I’ADN in vivo ont été limitéesa une seule étude non exigée
basée sur un test des cometes (Bettini et coll. 2017). Bien que ce test n’ait pas montré que I'exposition
orale au TiO, de qualité alimentaire cause des dommages a I’ADN in vivo, il convient de noter que le test
des cométes n"est qu’un test d’indicateur pour les dommages a I’ADN qui peuvent étre réparés ou qui
peuvent entrainer une mutation ou des dommages chromosomiques. D’autres études conformes aux
lignes directrices avec du TiO, de qualité alimentaire sont recommandées pour confirmer les résultats
négatifs observés dans Bettini et coll. (2017).

Risque de micronoyaux/aberrations chromosomiques

Aucune étude portant sur le potentiel du TiO, de qualité alimentaire a causer des micronoyaux ou des
aberrations chromosomiques in vivo n'a été relevée dans la littérature publiée. Toutefois, deux études in
vivo qui ont utilisé une forme de TiO, comparable a la forme actuelle de TiO, que I'on trouve dans les
aliments (Unitane®0-220) ainsi que deux études in vivo avec des particules de TiO, de qualité non
alimentaire > 100 nm ont été trouvées. Trois des quatre études ont examiné la possibilité que les
particules de TiO, > 100 nm engendrent des micronoyaux; dont deux dans lesquelles I’ article de test est
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administré par voie orale (Donner et coll., 2016; Sycheva et coll. 2011) et la troisieme par injection
intrapéritonéale (Shelby et coll. 1993). La quatrieme étude a évalué la possibilité que les particulesde TiO,
> 100 nm produisent des aberrations chromosomiques lorsqu’elles sont administrées par injection
intrapéritonéale (Shelby et Witt, 1995). Chacune de ces études a été résumée ci-dessous et dans les
tableaux 8 et 9 de I'annexe H.

Donner et coll. (2016) ont examiné la possibilité que I'exposition orale aux trois pigments de TiO, (pg-1,
pg-2, and pg-3; source inconnue) provoque des micronoyaux dans la moelle osseuse de rats en utilisant
un test du micronoyau effectué conformément a la ligne directrice 474 de I’OCDE (1997) et aux BPL34. Le
matériaupg-1 est décrit dans I’étude comme un anatase avec un diamétre médian des particules de
120 nm et 27 % des particules < 100 nm par nombre, tel que déterminé par MET. La surface spécifique a
la masse était rapportée a 8,1 m2/g, le point isoélectrique était autour du pH 4 et les compositions
élémentaires de particules et de surface compléetes comprenaient du potassium, du phosphore et du
niobium. Toutes ces propriétés étaient cohérentes avec le TiO, de qualité alimentaire et prises ensemble,
suggerent que le matériaude I'anatase pg-1 était hautement comparable au TiO, de qualité alimentaire.
Les matériaux pg-2 et pg-3 étaient du rutile avec des diaméetres médians des particules de 165 nm (11 %
des particules < 100 nm par nombre; MET) et 132 nm (26 % des particules < 100 nm par nombre; MET),
respectivement, avec pg-3 également déclaré comme étant recouvert (aucune information
supplémentaire sur le revétement). Les superficies spécifiques a la masse ont été rapporteescomme 7,1
et de 17,1 m2/g avec un point isoélectrique autour des pH 6 et 4, respectivement pour pg-2 et pg-3. La
composition entiere des particules et des éléments de surface comprenait de I’ Al pour pg-2 et de I'Al, du
Si et du Nb pour pg-3. Bien que ces deux objets d’analyse aient été bien caractérisés, une seule forme
commerciale rutile de TiO, de qualité alimentaire a été définie a ce jour (voir EFSA 2019b et Verleysen et
coll. 2020) et, par conséquent, il n'y a pas suffisamment de données sur les formes rutiles actuelles de
TiO, ajoutées aux aliments pour déterminer si les matériaux pg-2 et pg-3 utilisés dans cette étude sont
comparables au TiO, de qualité alimentaire. Des rats males et femelles Crl:CD Sprague Dawley ou Wistar
Crl:WI(Han) (n =5 par sexe par dose; n =7 par sexe dans le groupe a la dose la plus élevée) ont été traités
avec une dose unique de 500, 1 000 ou 2 000 mg/kg pc d’un des trois objets d’analyse ou de témoins
négatifs (eau stérile) par gavage oral. Les objets d’analyse ont été dispersés dans de I'eau stérile par
sonication pendant 3 heures a 50W avant I'administration. Un groupe témoin positif concomitanta recu
10 mg/kg pc de cyclophosphamide (CY) par injection intrapéritonéale. Des échantillons de sang
périphérique ont été prélevés sur tous les rats 48 et 72 heures plus tard et évalués pour détecter la
présence de micronoyaux dans les réticulocytes de sang périphérique (RSP) avec au moins 20 000 RSP
analysés par échantillon de sang. La toxicité de la moelle osseuse a été évaluée encomparant la fréquence
des érythrocytes immatures a la fréquence totale des érythrocytes dans les échantillons de sang
périphérique. L’absorption potentielle du matériel pg-1 par le TGl a également été évaluée dans le sang
et le foie. Aucune augmentation de la fréquence des RSP micronucléés ni aucun changement dans le
rapport entre les érythrocytes immatures et le nombre total d’érythrocytes n’a été signalé pour aucun
des objets d’analyse du TiO,. Cependant, les concentrations de Ti mesurées dans le sang (a 48 et a
72 heures) et dans le foie (a 72 heures) étaient systématiquement < 1,14 ug/g de sang et < 0,316 pug/g de
foie, ce qui indique une faible biodisponibilité orale de I'article de test, peu importe la dose. Il n’y avait

34 Donner et coll. (2016) ont également évalué trois matériaux de TiO, de taille nanométrique dont I a taille moyenne
des particulesestde43 a 47 nm, qui nesontpas représentatifs dela distribution dela taille des particules deTiO;
de qualité alimentaire (voirletableau 10 al’annexe H pour un résumé).
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pas non plus de preuve d’ une dose-réponse, avec des concentrations semblables au Ti mesurées dans les
trois groupes de dose pg-1 et les témoins négatifs. Par conséquent, I'absence d’effets génotoxiques
observés pour les trois types de pigments de TiO, a été considérée comme étant liée au manque
d’exposition aux objets d’analyse en raison de leur faible biodisponibilité orale.

Sycheva et coll. (2011) ont étudié la possibilité que des particules de TiO, de qualité cosmétique (anatase;
160+59,4 nm tel que déterminé par microscopie électronique) administrées par voie orale générent des
micronoyaux3®. Dessouris males CBAxB6 ont été exposées a des doses de 40, 200 ou 1 000 mg de TiO,/kg
pc/j pendant 7 jours par gavage oral (n = 6 par groupe). Les particules ont été dispersées dans de I'eau
distillée avant d’étre administrées. Aucun autre détailn’a été rapporté au sujet du protocole de dispersion
des particules. Un groupe témoin négatif concomitant a regu de I'eau distillée par gavage oral, maisaucun
groupe témoin positif n’a été inclus. Les souris ont été euthanasiées 24 heures aprés la derniére dose; des
échantillons de moelle osseuse ont été prélevés sur le fémur et 1 000 érythrocytes polychromatiques (EP)
ont été analysés pour détecter la présence de micronoyaux. La toxicité de la moelle osseuse a été évaluée
en comparant la fréquence des EP parmi 200 érythrocytes. Le pré-estomac et le colon ont également été
enlevés et 1 000 cellules épithéliales dans chaque tissu ont été analysées pour détecter la présence de
micronoyaux, de protrusions nucléaires et de noyaux atypiques, ainsi que des preuves de cytotoxicité. Un
millier de spermatides du c6té droit du testicule ont également été analysées pour détecter la présence
de cellules micronucléés et des preuves de cytotoxicité. Une augmentation statistiquement significative
de la formation de micronoyaux dans les EP de la moelle osseuse a été signalée a la dose la plus élevée
testée (1 000 mg/kg pc/j) avec des fréquences moyennes de 6,0 pour 1 000 EP par rapport a 3,0 pour
1000 EP pour les souris témoins. Toutefois, il a été noté que I'analyse de I'incidence des micronoyaux
dans les EP s’écartait des lignes directrices de I"OCDE (474; 1997), qui recommande qu’au moins
2 000 érythrocytes immatures soient notés3®. Aucune preuve de cytotoxicité n’a été observée dansles EP
de la moelle osseuse. En revanche, rien n’indique que I'article de test provoque des micronoyaux, des
protrusions nucléaires ou des noyaux atypiques dans les cellules épithéliales du pré-estomacou du c6lon
ou des micronoyaux induits dans les spermatides. Cependant, des preuves de cytotoxicité ont été
rapportées dans I'épithélium du pré-estomac et du célon, mais sans relation dose-réponse apparente. Il
y a aussi des preuves de cytotoxicité chez les spermatides a la dose testée la plus élevée . Dans|’ensemble,
I"'augmentation de I'incidence des micronoyaux dans les EP de la moelle osseuse a été considérée comme
étant de faible ampleur et étant donné que I'étude n"avait pas non plus de témoins positifs et qu’elle
s’écartait deslignes directrices de I’OCDE pour I’analyse des EP, les résultats du test du micronoyau in vivo
ont été considérés comme équivoques. De plus, I'exposition systémique a la moelle osseuse n’a pas été
confirmée et il N’y a pas eu de preuve d’effets génotoxiques dans le pré-estomac ou le co6lon, qui sont
considérés comme des tissus cibles plus appropriés pour évaluer I’exposition orale au TiO, en raison de sa
faible biodisponibilité orale systémique. La caractérisation insuffisante de I'article de test administré ne
permettait pas non plus une comparaison raisonnable avec le TiO, de qualité alimentaire et, par
conséquent, la pertinence de cette étude pour I'évaluation du TiO, en tant qu’additif alimentaire a été
jugée discutable. Sycheva et coll. (2011) ont également évalué le méme article de test

35 Un matériaudeTiO, detaille nanométrique (33 nm) a aussi été examiné par Sycheva et coll. (2011), qui n’est pas
représentatifdeladistributiondelataille des particules de TiO, de qualité alimentaire (voirle tableau 10 a I’annexe
H pour unrésumé).

36 La ligne directrice 474 (2016) actuelle de I’OCDE recommande qu’au moins 4 000 érythrocytes immatures par
animal soient marqués pour I'incidence des érythrocytes immatures micronucléés.
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(anatase 160+59,4 nm) lors d’un test des cometes de type alcalin in vivo, qui a été résumé a la section
précédente.

Dans deux études de génotoxicité distinctes portant sur plusieurs produits chimiques (Shelby et coll. 1993;
Shelby et Witt 1995), la possibilité que le TiO, génére des micronoyaux et des aberrations
chromosomiques a été évaluée. Le matériau de TiO, utilisé dans les deux études provient du dépot NTP
de tousles produits chimiques testéslors d’essais biologiques sur la cancérogénicité (Radian Corporation).
Par conséquent, il est probable que cet article de test était le méme que celui utilisé pour I’essai biologique
sur le cancer mené par le NCl pendant deux ans (c.-a-d. Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a 44 % des particules < 100 nm par nombre), qui peut étre
considéré comme hautement comparable a la forme actuelle de TiO, ajoutée aux aliments (voir la section
intitulée « Cancérogénicité et toxicité chronique » pour plus de détails).

Dans la premiére étude, Shelby et coll. (1993) ont évalué la possibilité que le TiO, (Unitane® 0-220)
provoque des micronoyaux. Des souris males B6C3F1 (n = 5 par groupe) ont été exposées au TiO, par
injection intrapéritonéale pendant trois jours a des doses de 0, 250, 500 ou 1 000 mg/kg pc/j lors de la
premiére expérience et a des doses de 0, 500, 1 000 ou 1 500 mg/kg pc/j lors de la deuxieme expérience.
Toutes les doses ont été préparées a I'aide d’huile de mais comme excipient et les particules ont été
suspendues en solution a I'aide d’un homogénéisateur Tek-Mar Tissumizer®. On ne sait pas clairement
quel effet cet instrument pourrait avoir eu sur le statut d’agglomération de I'article de test. Le
diméthylbenzanthracéne (12,5 mg/kg dans I'huile de mais, probablement par injection intrapéritonéale
selon les descriptions précédentesdu protocole d’essai) a été utilisé comme témoin positif. Les souris ont
été euthanasiées 24 heures apres la dose finale. Lors de la premiere expérience, 2 000 érythrocytes de
moelle osseuse et de sang périphérique ont été analysés pour détecter les micronoyaux. Lors de la
deuxiéme expérience, 2 000 érythrocytes de moelle osseuse uniquement ont été analysés. La cytotoxicité
a été évaluée en analysant le pourcentage d’EP parmi 200 érythrocytes. Lors de la premiére expérience,
une tendance positive statistiquement significative a été observée pour les érythrocytes de la moelle
osseuse, la dose la plus élevée ayant été testée (1 000 mg/kg pc/j) a révélé une augmentation
statistiquement significative des cellules micronucléées par rapport aux témoins (3,50 par rapport a 1,70
par 1 000 EP, respectivement), mais aucune dose-réponse claire. Dans la deuxieme expérience, une
augmentation statistiguement significative de la fréquence des micronoyaux dans les érythrocytes de
moelle osseuse d’une ampleur similaire a été observée a la dose intermédiaire (1 000 mg/kg pc/j)
comparativement au témoin (3,60 contre 1,50 pour 1 000 EP, respectivement). Inversement, les niveaux
d’érythrocytes de moelle osseuse micronucléés n’étaient pas été élevés par rapport aux témoins a la dose
la plus basse (500 mg/kg pc/j; 2,60 par 1 000 EP) et aux doses les plus élevées testées (1 500 mg/kg pc/j;
2,00 par 1 000 EP) et aucune tendance linéaire globale n’a été détectée. Les auteurs ont signalé que
lorsque le groupe de doses les plus élevées a été retiré de I'analyse des tendances, une tendance linéaire
significative a été observée. Cependant, I'ampleur de I'effet en ce qui concerne I'augmentation des
érythrocytes de moelle osseuse micronucléés au niveau de dose de 1 000 mg/kg pc/j était faible etil n'y
avait aucune preuve de dose-réponse dans I'une ou I'autre des expériences. De plus, les résultatsde test
élevés au niveau de dose de 1 000 mg/kg pc/j (c.-a-d. 3,50 et 3,60 micronoyaux par 1 000 EP pour les
expériences 1 et 2, respectivement) se situaient dans la plage des données des témoins pour le méme
sexe et la méme souche rapportées par les mémes auteurs(c.-a-d. 1,10 a 3,70 micronoyaux par 1 000 EP,
Shelby et Witt 1995). Pour les érythrocytes du sang périphérique, la tendance générale était négative et
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aucune différence statistiquement significative n’a été observée entre les groupes traités et les témoins.
Par conséquent, les résultats du test du micronoyau in vivo ont été considérés comme négatifs.

Dans la deuxieme étude, Shelby et Witt (1995) ont évalué la possibilité que le TiO, (Unitane® 0-220)
produise des aberrationschromosomiques. Des souris males B6C3F1 (n = 8 par groupe) ont recu une seule
injection intrapéritonéale de 0, 625, 1 250 ou 2 500 mg de TiO,/kg pc dans de I'huile de mais (aucun détail
n'a été fourni quant a la préparation de la solution huile de mais-TiO,). D’apres les descriptions
précédentes du protocole d’essai, il a été supposé que le diméthylbenzanthracéne (12,5 mg/kg dans
I"huile de mais, injection intrapéritonéale) était utilisé comme témoin positif, bien que ces données n’aient
pas été présentées. Pour sélectionner les premiéres cellules de métaphase a marquer, des tablettes BrdU
ont été implantées aux souris de fagcon sous-cutanée 18 heures avant le prélevement des tissus. Pour
arréter les cellules lors de la métaphase, des souris ont recu de la colchicine parinjection (p.i.) deux heures
avant le prélévement des tissus. Les souris ont été euthanasiées a 17 et a 36 heures apreés la dose et des
échantillons de moelle osseuse (fémur) ont été recueillis et analysés pour détecter la présence
d’aberrationschromosomiques. La fréquence des aberrations chromosomiques dans les érythrocytes de
la moelle osseuse n’a pas été significativement élevée a aucun niveau de dose par rapport au témoin a
'un ou l'autre moment d’échantillonnage. Par conséquent, les résultats de I'essai d’aberration
chromosomique in vivo ont été considérés comme négatifs.

En résumé, un total de quatre études utilisant cing objets d’analyse différents qui ont évalué le potentiel
de particules de TiO, > 100 nm a provoquer des micronoyaux/aberrations chromosomiques in vivo ont
été identifiées dans la littérature publiée. Du TiO, de qualité cosmétique administré par voie orale a
augmenté la formation de micronoyaux dans les EP de moelle osseuse a la dose la plus élevée testée
(Sycheva et coll. 2011); toutefois, cette augmentation était de faible ampleur et d’'une pertinence
biologique douteuse, I'exposition systémique de I’article de test a la moelle osseuse n’a pas été confirmée,
et le protocole d’étude s’est écarté de la ligne directrice 474 de I'OCDE (c.-a-d. qu’il n’y avait pas assez
d’EP analysés, aucun témoin positif). Cette conclusion a donc été jugée équivoque. De plus, rien n’indique
que I'article de test provoque des micronoyaux, des protrusions nucléaires ou des noyaux atypiques dans
Iépithélium du préestomac et du célon, qui sont des tissus cibles plus appropriés pour évaluer I’exposition
aux particules de TiO, par I'intermédiaire du régime alimentaire. Le TiO, de qualité cosmétique utilisé dans
cette étude n"a pas non plus été suffisamment distingué pour permettre une comparaison raisonnable
avecle TiO, de qualité alimentaire. Enraison de ces limites et incertitudes, dans le présent examen, cette
étude n’a pas été jugée appropriée pour I’ évaluation de la génotoxicité in vivo du TiO, en tant qu’additif
alimentaire. Dans une autre étude, qui a été menée conformément a la ligne directrice 474 de I'OCDE,
trois catégories de pigments de TiO, (anatase pg-1, rutile pg-2 et rutile pg-3) également administrées par
voie orale n’ont pas causé la formation de micronoyaux dans les cellules de moelle osseuse (Donner et
coll. 2016). Bien que les propriétés physicochimiques du matériau pg-1 anatase soient cohérentes avecle
TiO, de qualité alimentaire, on ne dispose pas de suffisamment d’informations sur les formes rutiles de
TiO, ajouté aux aliments pour déterminer si les matériaux pg-2 et pg-3 rutiles sont comparables au TiO,
de qualité alimentaire. Cependant, |'absence d’effets génotoxiques observés dans cette étude était
probablement attribuable a I'absence d’exposition systémique des objets d’analyse au tissu cible et, par
conséquent, cette étude n’a pas été jugée appropriée pour I’évaluation de la génotoxicit é in vivo du TiO,
de qualité alimentaire. Dans le cadre des deux autres études, de I'Unitane® 0-220 (trés comparable a la
forme actuelle de TiO, que I'on trouve dans les aliments) a été administré par injection intrapéritonéale.
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Ces études ont rapporté des résultats négatifs lors d’un test du micronoyau in vivo (Shelby et coll. 1993)
et d’un essai d’aberration chromosomique in vivoin vivo (Shelby et Witt 1995). L’administration
d’Unitane®0-220 par injection intrapéritonéale a permis de s’assurer que les tissus cibles étaient
suffisamment exposés, augmentant ainsi le potentiel de détection d’un effet génotoxique; toutefois,
certains chercheurs ont fait valoir que la voie intrapéritonéale n’entraine pas toujours une exposition
systémique accrue par rapport a la voie orale, particulierement pour les composés moins solubles (voir
Kirkland et coll. 2019). De plus, I"administration intrapéritonéale d’Unitane® 0-220 aurait également
entrainé la formation d’une couronne de particules différente comparativement aux particules
administrées par voie orale, ce qui aurait pu affecter les propriétés physicochimiques et I'activité de ce
composé in vivo. Par conséquent, dans le cadre du présent examen, en raison du nombre limité d’études
de génotoxicité in vivo menées avec des objets d’analyse pertinents, les études basées sur I’administration
du TiO, de qualité alimentaire ou d’objets d’analyse comparables au TiO, de qualité alimentaire par
injection intrapéritonéale ont été prises en compte dans le poids global des données probantes, mais ont
néanmoins obtenu moins de poids comparativement aux voies plus physiologiquement pertinentes (p.
ex. la voie orale).

Dans I'ensemble, seulement deux des quatre études recensées (Shelby et coll. 1993; Shelby et Witt 1995)
ont été considérées comme pertinentes pour évaluer le potentiel du TiO, de qualité alimentaire a induire
des micronoyaux ou des aberrations chromosomiques in vivo. Ces études avaient un article de test tres
comparable a la forme de TiO, que l'on trouve dans les aliments (Unitane®0-220) par injection
intrapéritonéale et les deux ont produit des résultats négatifs. Bien qu’il y ait des questions quant a la
pertinence physiologique de I’exposition aux particules de TiO, parinjection intrapéritonéale, aucune des
deux études n’a fourni d’indication que le TiO, de qualité alimentaire provoquait des micronoyaux ou des
aberrations chromosomiques in vivo. Des recherches supplémentaires sont recommandées pour
confirmer ces résultats, plus précisément des études conformes aux lignes directrices et qui sont basées
sur le TiO, de qualité alimentaire administré par voie orale et qui examinent les tissus cibles appropriés
pour évaluer I'exposition aux particules de TiO, via le régime alimentaire (p. ex. I'épithélium du cdlon).

Mutagénicité

Aucune étude de mutagénicité in vivo avec des particules de TiO, de qualité alimentaire ou de TiO, de
qualité non alimentaire > 100 nm n’a été identifiée dans la littérature publiée. Les cinq études de
mutagénicité in vivo qui ont été trouvées employaient toutes des TiO,-NP dont le diaméetre moyen des
particules variait de 12,1 a 22 nm (Louro et coll. 2014; Sadiq et coll. 2012; Suzuki et coll. 2016; 2020;
Trouiller et coll. 2009) et toutes ont donné des résultats négatifs (voir le tableau 10 de I'annexe H).
Cependant, aucun de ces objets d’analyse n’a été considéré comme un matériau de référence approprié
pour étudier la mutagénicité potentielle du TiO, de qualité alimentaire en raison de différences
importantes dans leurs propriétés physicochimiques. Par conséquent, aucune conclusion ne peut étre
tirée quant a la possibilité que le TiO, de qualité alimentaire induise des mutations génétiques in vivo. Des
recherches supplémentaires sont recommandées pour confirmer si le TiO, de qualité alimentaire est
mutagéne in vivo.

Résumé
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Des résultats de génotoxicité positifs avec du TiO, de qualité alimentaire ont été observés in vitro;
toutefois, la confiance en la fiabilité et la pertinence de ces résultats était faible en raison de la mauvaise
conception de I'étude, du non-respect des lignes directrices de I'OCDE pour les essais, de I'utilisation de
lignées cellulaires inappropriées et des concentrations d’ exposition excessivement élevées testées, entre
autreslacunes. On sait également que les études de génotoxicité in vitro peuvent donner de faux résultats
positifs (Kirkland et coll. 2005; 2007), ce qui souligne I'importance de tenir compte des résultats des
études de génotoxicité et de cancérogénicité in vivo lors de I'évaluation du potentiel génotoxique du TiO,
utilisé comme additif alimentaire. Un examen de la littérature sur la génotoxicité in vivo a permis de
relever quelques études avec des particules de TiO, non alimentaires > 100 nm qui ont produit des
résultats positifs (Murugadoss et coll. 2020; Sycheva et coll. 2011); néanmoins, la pertinence de ces études
était incertaine en raison de la caractérisation insuffisante des objets d’analyse administrés, ce qui a
empéché une comparaison raisonnable avec la forme de TiO, ajouté aux aliments. La fiabilité de ces
résultats a également été jugée faible enraison du manqgue de conformité aux lignes directrices de I'OCDE
pour les essais, de la conception expérimentale médiocre, de la faible exposition systémique a I’ article de
test et de la pertinence biologique douteuse des effets génotoxiques positifs. Les autres études de
génotoxicité in vivo relevées dans la littérature ont produit des résultats négatifs : deux avec du TiO, de
gualité alimentaire (Bettini et coll. 2017; Jensen et coll. 2019), deux avec I'Unitane® 0-220 — un article de
test hautement comparable a la forme de TiO, que I'on trouve dans les aliments (Shelby et coll. 1993;
Shelby et Witt 1995), et une autre étude dans laquelle du TiO, de qualité alimentaire et des pigments de
TiO, ont été testés (Donner et coll. 2016). Lesrésultats nuls rapportés par Donner et coll. (2016) et Jensen
et coll. (2019) ont été considérés comme douteux étant donné que I’exposition des tissus a I’ article de
test n’a pas été démontrée et que, par conséquent, ces études n’ont pas été prises en compte dans
I’évaluation globale du poids des données probantes de la génotoxicité. Les trois autres études ont été
jugées appropriées pour éclairer la génotoxicité potentielle des formes de TiO, ajoutées aux aliments.
D’aprésles études de Shelby et coll. (1993) et Shelby et Witt (1995), rien n’indique que le TiO, de qualité
alimentaire provoque des micronoyaux/aberrations chromosomiques in vivo. Cependant, I'article de test
dans ces études a été administré par injection intrapéritonéale, jugée comme une voie d’exposition moins
physiologiquement pertinente. Il n’y avait pas non plus d’indication que I'exposition orale au TiO, de
qualité alimentaire induisait des dommages a I’ADN in vivo d’apreés les résultats d’une seule étude non
exigée dans les lignes directrices (Bettini et coll. 2017). Enfin, aucune preuve de génotoxicité n’a été
exprimée sous la forme d’'un parameétre apical pour le TiO, de qualité alimentaire. Un essai biologique de
deux ans sur le cancer chez les souris et les rats basé sur des concentrations alimentaires trés élevées
d’Unitane®0-220 (50 000 ppm ou 5 % p/p) n’a révélé aucune preuve de cancérogénicité (NCI 1979). De
méme, une récente étude EOGRT conforme aux lignes directrices des BPL et de I'OCDE 443, commandée
par I'industrie pour traiter des paramétres préoccupants3’, n’a permis de trouver aucune preuve de FCA
(considéré par certains comme une lésion prénéoplasique pour le cancer colorectal3®) dans le colon de
rats males ou femelles exposés au TiO, de qualité alimentaire (LPT 2020, cité dans EFSA). L'ensemble des
résultats ci-dessus indiquent qu’il n’y a pas de préoccupation immédiate concernant la génotoxicité de la
forme actuelle de TiO, ajoutée aux aliments. Toutefois, en raison du nombre limité d’études disponibles
avecdu TiO, de qualité alimentaire ou des objets d’analyse comparables a du TiO, de qualité alimentaire,
il est recommandé d’effectuer des recherches supplémentaires pour les essais de génotoxicité, reposant
en particulier sur des études bien menées qui respectent les lignes directrices modernes de I’OCDE.

37 Pour un résumé des autres parameétres examinés dans le cadre del’étude EOGRT, veuillez consulter I'annexe K.
38 "annexe G contient des renseignements sur |’utilisation des FCA comme biomarqueur potentiel du cancer
colorectal chezles animauxde laboratoire et es humains.
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Immunotoxicité, infllammation et effets surle TGI

Les études sur I’"humain et sur I'animal montrent que les particules de TiO, sont absorbées par les follicules
lymphoides intestinaux, connus sous le nom de plaques de Peyer. Cependant, comme I'ont fait remarquer
Barreto da Silva et coll. (2020), les cellules dans les plagues de Peyer semblent «a la fois
immunologiguement et métaboliguement léthargiques » et, par conséquent, malgré des charges de
particules importantes dans ces tissus, il n’y a aucune preuve de signalisation pro-inflammatoire ou de
signalisation autrement indésirable par les cellules affectées. On ne sait pas clairement si les particules de
TiO, peuvent provoquer d’autres effets indésirables locaux dans I'intestin, y compris les effets médiés par
les cellules dendritiques ou d’autres composants de I'inflammasome intestinal, ainsi que ceux sur ou par
les microorganismes intestinaux. Diverses sous-populations de cellules dendritiques sont présentes tout
au long de I'épithélium intestinal et jouent un réle clé dans la premiére ligne de défense contre les
pathogénes entériques (Coombes et Powrie 2008). Ces cellules spécialisées expriment de facon
constitutive des complexes d’histocompatibilité majeure de classe Il, qui stimulent les cellules T
auxiliaires, mais elles ont aussi la capacité de sécréter des cytokines inflammatoires, ce qui permet de
relier le systeme immunitaire inné au systeme immunitaire adaptatif (Banchereau et Steinman 1998). Les
cellules dendritiques sont également capables de capter a la fois les nanoparticules et les microparticules
(Manolova et coll. 2008), et des études in vitro ont montré que les cellules dendritiques de souris
produisent des cytokines pro-inflammatoires lorsqu’elles sont incubées avec des TiO,-NP dispersées
(Winter et coll. 2011). Plusieurs études ont démontré que les particules de TiO,, y compris le TiO, de
qualité alimentaire, peuvent influencer la production de cytokines ainsi que les altérations des sous-
ensembles de cellules T dans le TGI, surtout lorsqu’elles sont dispersées dans des matricessimples (p. ex.
Bettini et coll. 2017; Talamini et coll. 2019). Cependant, ces effets sont considérés comme des effets
intermédiaires et ils ne se sont pas reproduits dans des études ol le E171 a été administré par I’entremise
du régime alimentaire (Blevins et coll. 2019; Riedle et coll. 2020; LPT 2020, comme cité dans EFSA 2021a).

Dans son évaluation récente, le groupe FAF de I'EFSA a conclu que « certaines constatations concernant
I'immunotoxicité et I'inflammation avec le E171... peuvent indiquer des effets indésirables » (EFSA 2021a).
Le groupe FAF a identifié 30 études jugées pertinentes pour I’évaluation de I'inflammation et de
I'immunotoxicité, dont neuf étaient d’une qualité et d’une pertinence suffisante pour la caractérisation
des dangersdu E171, tandis que plusieurs autresont fourni des preuves a I'appui (les critéres utilisés pour
établir la qualité et la pertinence sont décrits a 'annexe C de I'évaluation du groupe FAF 2021 de I'EFSA
et les études pertinentes sont résumées a I'annexe | du présent examen). Seulement trois études ont
employé du E171 dans un paradigme de dosage alimentaire, qui reflete le mode d’exposition humaine a
cette substance, et elles ont recu la plus grande importance. Aucun effet indésirable en lien avec
I'inflammation ou I'immunotoxicité n’a été observé dans ces études alimentaires lors desquelles du E171
a été administré (Riedle et coll. 2020; Blevins et coll. 2019; LPT 2020, tel que référencé dans EFSA 2021a).
Du TiO, de type alimentaire dispersé dans de I'eau a été administré dans le cadre de six autres études :
deux étaient basées sur |'eau potable (Pinget et coll. 2019; Bettini et coll. 2017), trois administrées par
gavage (Urrutia-Ortega et coll. 2016, Han et coll. 2020; Mortensen et coll. 2021) et dans la sixieme, des
particules en suspension ont été égouttées dans la bouche avec une pipette pour étre avalées (Talamini
et coll. 2019).
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Pinget et coll. (2019) ont exposé des souris males C67BI/6JAusb (n = 5-6 par groupe) au E171 par |'eau
potable a des doses de 0, 2, 10 ou 50 mg/kg pc/j pendant 4 semaines. Le TiO, a été dispersé dans I'eau
potable par sonication (aucun autre détail n’a été fourni) et la dose a été calculée en fonction de la prise
d’eau mesurée par cage. Il a été constaté que le TiO, avait une incidence mineure sur la composition
microbienne de l'intestin a la dose la plus élevée testée et des modifications dans les métabolites
bactériensont été observées a partir de 10 mg/kg pc/j. Une diminution de I’expression du géne Muc2, un
élément clé de la couche de mucus intestinal, et une augmentation de I'’expression du géne Defb3, un
géne associé a la défense antimicrobienne, ont également été observées a des doses de 10 mg/kg pc/j et
plus, ce qui suggere que I'exposition au TiO, est associée a des altérations de I’'homéostasie intestinale,
bien que ceschangementsn’étaient reliés a aucune altération histopathologique ni a I'expression d’autres
peptides antimicrobiens tels que la Granzyme B, le peptide antimicrobien lié a la cathéline (CRAMP), la
protéine 3 gamma dérivée de I'flot régénérante (gamma REG3) et le p-lysozyme (PLYz) qui n’ont pas
changé. Les changements dans I'expression du Muc2 et du Defb3 seraient accompagnés d’ une réduction
de la longueur de la crypte du c6lon, d’'une augmentation des macrophages du célon et des cellules T
CD8+, ainsi que d’une augmentation destranscriptions de I’ARNm pour lesinterleukines (IL)-10, du facteur
de nécrose tumorale (FNT)-a et IL-6, suggérant une réponse immunitaire adaptative a I'exposition aE171,
bien qu’aucune relation dose-réponse cohérente n’ait été observée.

Talamini et coll. (2019) ont également exposé des souris au TiO, de qualité alimentaire dans I'eau (E171,
anatase, Dsg = 201,2 + 8,5 nm) sans sonication ni autres méthodes de désagglomération afin de mieux
simuler des conditions d’exposition réalistes. Dans cette étude, des souris males NFR de 8 semaines (4 par
groupe) ont regu des doses de E171 fraichement dispersé dans I’eau 3 jours/semaine pendant 3 semaines,
I'article de test était lentement égoutté dans la bouche a I'aide d’une pipette. Les souris ont recu 0 ou
5mg/kg pc/j (ce qui équivaut a une dose quotidienne moyenne d’environ 2 mg/kg pc/j) et ont été
euthanasiées le jour 21 (3 jours apres la derniére dose). D’apres la réaction quantitative en chaine par
polymérase en temps réel (QRT-PCR), une augmentation statistiquement significative des transcriptions
de 'ARNmde I'lL-1b (mais pas du FNT-a ou de I'lL-10) a été signalée dans I'’estomac (~ 75 %) et dans les
tissus de l'intestin entier (~ 75 %), mais pas dans les tissus du foie. Une réduction statistiquement
significative de I’expression transcriptionnelle de ’ARNm de I'lL-10 du foie a été observée (~40 %). L’ étude
était limitée a une dose et, de I'avis du groupe FAF de I'EFSA (2021a), ces changements indiquent une
réponse adaptative austress oxydatif et ne constituent pas une preuve d’adversité.

En plus des études de 100 jours décrites ci-dessus, Bettini et ses collegues (2017) ont exposé des rats
Wistar méales adultes (n = 10) a 10 mg/kg pc/j de E171 par gavage pendant 7 jours pour étudier
I'immunotoxicité aigué. L’article de test a été obtenu aupres d’un fournisseur commercial francais dont le
nom n’est pas précisé. Cet article de test était principalement composé de TiO, anatase avec une
distribution de taille des particules allant de 20 a 340 nm (D5, 1184+53 nm par MET-EDX); 44,7 % des
particules en nombre avaient un diametre inférieur a 100 nm. La dose a été choisie pour correspondre a
un niveau auquel les humains peuvent étre exposés par le régime alimentaire. Apres 7 jours de traitement
avecle E171 uniquement par gavage oral, une diminution des cellules T régulatrices (Treg) a été observée
et était concomitante a une diminution des cellules T auxiliaires (Th); les mémes résultats ont également
été observés apres 100 jours de traitement avec le E171 administré par I'eau potable. Une augmentation
de la fréquence des cellules dendritiques (DC) résidentes de I'lG CD103+ a également été notée aprés
7 jours, mais les effets sur les cellules DC étaient transitoires et n’ont pas été observés apres 100 jours de
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traitement. Selon les auteurs, I'augmentation des populations de cellules DC résidentes de I'lG pourrait
compenser I'inflammation locale induite par I'exposition au TiO,, bien que cela soit difficile a concilier
avec les diminutions des Treg anti-inflammatoires et des cellules inflammatoires Th signalées. Les effets
du traitement a 'E171 pendant 7 jours sur I'inflammation des muqueuses et les réponses des cellules
immunitaires dans les plaques de Peyer et la rate ont également été étudiés. Par rapport aux ratstémoins,
le traitement a 'E171 n’a pas provoqué de changements dans I'activité de la myéloperoxydase (un
marqueur d’infiltration neutrophile) ni dans les niveaux de cytokine (c.-a-d. TNF-a, IL-10, IL-1B, interféron-
y et IL-17) dans la muqueuse du petit et du gros intestins. De plus, les cellules ont été isolées des plaques
de Peyer et de la rate et cultivées avec des anticorps anti-CD3/CD28 pour entrainer la sécrétion de
cytokine afin d’examiner les réponses des cellules immunitaires ex vivo. Dans les cellules cultivées a partir
de rats exposés a la sécrétion E171 IFN-y, la diminution des cellules isolées des plaques de Peyer et
I'augmentation de cellesde la rate; une augmentation de la cytokine pro-inflammatoire IL-17 a également
été signalée dans les cellules de la rate, ce qui a été interprété comme un indicateur des effets
systémiques sur la régulation de la réponse immunitaire. Cependant, les variations de ces parameétres
étaient de faible ampleur et, de I'avis d'un groupe d’experts convoqué par I’ANSES (2017), elles ne
suffisaient pas a confirmer une déficience de I'homéostasie immunitaire. Ces résultats divergent
également quelque peu d’un rapport précédent d’inflammation induite par le TiO, dans les petitsintestins
(Nogueira et coll. 2012) dans lequel les auteurs notent des augmentations des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires dans I'intestin gréle ainsi que des augmentations des Treg CD4+ et des cellules Th, bien
gu’il soit reconnu que les deux études suggérent une réponse inflammatoire dans le TGI suite a
I’exposition au TiO,.

Blevins et coll. (2019) ont tenté de reproduire les résultats de Bettini et coll. (2017) en utilisant un modéle
alimentaire. Des rats Wistar Han IGS males (Crl:WI (Han)) (n = 15 par groupe) ont été nourris avec un
régime alimentaire contenant de I'E171 a des concentrations nominales de 0, 40, 400 ou 5 000 ppm
pendant 7 jours et 100 jours. D’apresla consommation alimentaire, la concentration mesurée de Ti dans
les données sur le régime alimentaire et le poids corporel, ces concentrations correspondaient a des doses
de 1,81 (régime de base); 4,76; 31,43 ou 373,86 mg/kg pc/j pour I'étude de 7 jours et a des doses de 1,1-
1,5 (régime de base); 3,0-4,1; 19,0-25,7; ou 236-300 mg/kg pc/j pour I'étude de 100 jours. La
concentration réelle de TiO, ainsi que I'homogénéité de la distribution des particules dans le régime
alimentaire ont été mesurées par splCP-SM. Dans|’étude de 100 jours, comme dans Bettini et coll. (2017),
le E171 a été administré seul ou aprés un prétraitement avec du 1,2-diméthylhydrazine (DMH) pour
amorcer la cancérogenese du colon. Contrairement a Bettini et coll. (2017), I'exposition au E171 dans les
alimentsn’a pas modifié de fagon significative les cellules Th CD4+ ni les cellules Th activées (CD4+, CD25+)
dans les plagues de Peyer, la rate ni les cellules mononuclées de sang périphérique (PBMC), ni méme les
cellules dendritiques systémiques ou résidentes du TGl CD103+ aprés |'exposition, ce qui suggére
I'absence d’inflammation locale accrue. Parallelement, I'expositiona I'E171 a traverslesaliments de fagon
aigué ou subchronique n’a pas eu d’effet sur les populations de cellules de Treg dans ces tissus et n’a pas
non plus altéré de maniere significative les niveaux de cytokine inflammatoire dans le plasma, le tissu du
TGl ou dans les lymphocytes isolés du sang périphérique, de la rate et des plaques de Peyer. Les auteurs
mentionnent que leur incapacité a reproduire les résultats de Bettini et coll. (2017) est probablement
attribuable au mode d’exposition, la distribution alimentaire étant plus caractéristique de I’exposition
humaine a I'E171 comme constituant des préparationsalimentaires.
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La toxicité de la dose répétée par voie orale d’'E171 a également été étudiée chez les rats SD males et
femelles dans une étude menée selon le TG 408 de I'OCDE (Han et coll. 2020). Les animaux (10 par sexe
par groupe) ont recu 'E171 par gavage oral a des doses de 0, 10, 100 ou 1 000 mg/kg pc/j pendant
90 jours. Des particules ont été dispersées dans |’eau distillée par au moins 10 minutes de sonication et
des formulations de dose ont été préparées au moins une fois par semaine, 'homogénéité étant
déterminée par échantillonnage du haut, du milieu et du bas de toutes les préparations (Dr. Seokjoo Yoon,
comm. pers. 09 septembre 2021). Aucune mortalité niaucun effet sur le poids corporel, la chimie clinique,
I’analyse d’urine, le poids des organesou les parametres bruts ou histopathologiques n’ont été observés.
L’analyse du profil génétique a révélé que les changements dans les microARN associés a la réponse
immunitaire étaient liés a I’exposition au E171. Une légere diminution statistiquement significative du
nombre relatif de lymphocytes (~8 %) a été observée chez les males a forte et a faible dose et des
altérations du facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) chez les
femelles et de I'lgM du plasma (chez les deux sexes) ont été observées a la dose la plus élevée testée,
mais étant donné I'absence de dose-réponse et la variabilité naturelle de ces parametres, onignore si ces
changements peuvent étre considérés comme indésirables; surtout que le groupe FAF de I’EFSA (2021a)
a noté que la dose la plus élevée testée dans cette étude étaitla DSENO.

Urrutia-Ortega et coll. (2016) ont également évalué les effets du TiO, de qualité alimentaire sur les
biomarqueurs de I'immunité (IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-10 et GM-CSF) dans les tissus du cblon. Les souris males
BALB/c ont été réparties en 4 groupes (n = 6 par groupe): (i) un groupe témoin non traité; (ii) un
groupe E171 uniquement; (iii) un modéle de cancer associé a la colite induite par le carcinogene (CAC) et
(iv) un groupe CAC + E171. Dans le modele CAC, I'azoxyméthane (AOM)/le sodium de sulfate de dextran
(DSS) a été employé pour provoquer chimiquement la cancérogenése du colon (injection intrapéritonéale
unique de 12,5 mg/kg pc d’AOM pendant la semaine 1 + 2 % de DSS dans I'eau potable les semaines 1, 5
et 8); le groupe témoin a regu une seule injection intrapéritonéale de solution saline au cours de la
semaine 1. Les souris du groupe E171 ont regu 5 mg/kg pc/j de TiO, (dispersé dans I’eau par sonication)
par gavage cing jours par semaine pendant 10 semaines; le groupe témoin ne semble pas avoir regu
d’excipient par gavage. Aucun changement n’a été observé entre le groupe qui aregu le E171 uniquement
et les témoins non traités pour I'un de ces marqueurs. Cependant, le groupe CAC a affiché une tendance
vers des niveaux inférieurs de toutes les cytokines par rapport aux témoins, ce qui était statistiguement
significatif dans le groupe CAC + E171 pour tous les marqueurs, a I’exception du GM-CSF. Ce résultat est
difficile a interpréter, car les souris du groupe CAC ont eu des rejets de sang périanal et d’'écoulement
purulent ainsi que des indicateurs comportementaux de toxicité systémique (courbure du corps, poils du
dos hérissés) a la suite d’un traitement avec l'initiateur génotoxique. Bien qu’il semble que le E171 ait eu
un effet anti-inflammatoire dans le modele CAC, ce résultat pourrait s’expliquer potentiellement par une
cytotoxicité accrue dans les cellules immunitaires productrices de cytokine résidentes du Gl menant a
I'immunosuppression. De I'avis du groupe FAF de I'EFSA (2021a), ces changements pourraient découler
des dommages causés aux tissus du colon par l'initiateur. Cette étude a également été examinée
précédemment par le groupe ANS de I'EFSA (2016), qui a conclu que « I’étude ne peut pas étre utilisée
pour I'évaluation des risques de TiO, (E171) en tant qu’additif alimentaire » sans donner plus de détails.
La Direction des aliments de Santé Canada convient que les changements dans les marqueurs
d’inflammation dans un modele CAC ne semblent étre que d’une pertinence limitée pour I'évaluation des
risques, compte tenu particulierement du fait qu’une seule dose a été administrée dans cette étude.
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Mortensen et coll. (2021) ont étudié les effets de I’exposition orale au TiO, de qualité alimentaire sur
I'inflammation et I'immunité dans le TGl des petits rats males et femelles. Des rats femelles allaitants
Sprague Dawley avec des portées normalisées de cing petits males et de cing petites femelles au jour
postnatal (JP) 2-3 ont été acclimatés pendant 4-5 jours avant le dosage. Entre le JP 7 et le JP 10, les petits
ont recu une dose quotidienne de 10 mg/kg pc/j d’E171 (acheté a Pronto Foods Co., Chicago, IL, E.-U.)
dispersé dans I'eau ou dans un volume équivalent d’eau par gavage oral (trois litres par groupe de dose
pour un total de 15 petits males et 15 petites femelles par groupe). Des particules ont été dispersées par
ultrasonication dans I'eau déminéralisée et la DDL a été utilisée pour mesurer le diamétre
hydrodynamique toutes les 2 a 5 minutes jusqu’a ce que le changement de diameétre soit inférieur a 5 %
(I'énergie critique livrée a été déterminée a 1 690 J/ml); des solutions de dosage étaient préparéeschaque
jour. Un male et une femelle de chaque groupe ont été sacrifiés 4 h apres la quatrieme et derniére dose
au JP 10 et le duodénum, le jéjunum, I'iléon et le c6lon ont été récoltés pour I'histopathologie. Les autres
petits ont été sacrifiés auJP 21 et le foie et le cerveauont été prélevés. L’étude comprenait également un
modele de digestion invitro entrois phases pour étudier la stabilité du E171 pendant la digestion simulée.
Les mesures de DDLdu E171 ont révélé une augmentation du diametre hydrodynamique et de I'indice de
polydispersité pendant la digestion simulée, ce qui a été confirmé par SEM. La microscopie a fond noir
améliorée avec imagerie hyperspectrale (EDM-HSI) a été utilisée pour évaluer I'absorption intestinale des
particules. La majorité des particules étaient présentesdans la lumiéere, bien que certaines particulesaient
également été détectéesdans le mucus gastrique et un plus petit nombre encore dans le tissu épithélial
sous-jacent; le pourcentage d’E171 dans toutes les zones des tissus intestinaux était plus élevé chez les
femelles que chez les males. En se basant sur I'lCP-SM, il n’y avait pas eu d’augmentation de la
concentration de Ti du foie. Les analyses histopathologiques comprenaient une évaluation des
changementsdans le nombre de lymphocytes intraépithéliaux (IEL) et de granulocytes dans le duodénum
et le cblon. Aprées avoir administré le E171, une augmentation significative du nombre d’'IEL dans le
duodénum a été observée, mais pas dans le cblon chez les deux sexes, tandis que le nombre de
granulocytes augmentait tant dans le duodénum que dans le colon. Aucun signe d’inflammation active
n’a été observé. Les auteurs ont conclu que I'exposition orale al’'E171 bien dispersé dans I'eau conduit au
recrutement des cellules immunitaires chez les jeunes rats, avec I’ effet le plus fort observé dans I'intestin
gréle, bien que I'on ignore si cette exposition a un stade précoce de la vie est associée a des effets a long
terme sur I’'homéostasie intestinale.

Lors d’une évaluation antérieure du TiO, en tant qu’additif alimentaire, le groupe ANS de I'EFSA (2016) a
relevé des préoccupations liées a un manque de données sur la toxicité en matiére de reproduction et de
développement, et a recommandé qu’une étude étalée sur plusieurs générations ou une étude EOGRT
soit menée conformément aux lignes directrices actuellesde I'OCDE. Une étude EOGRT conforme aux BPL
et a laligne directrice 443 de|’OCDE (LPT 2020, comme cité dans EFSA 2021a)a donc été commandée par
I'industrie avec de légéres modifications au protocole pour permettre I'analyse de I'immunotoxicité (des
détails supplémentaires sur cette étude sont fournis au tableau 13 de I'annexe K). Le matériel testé était
une préparation commerciale de E171 qui était administrée a travers le régime alimentaire. La
génération FO a été exposée a 'E171 par le régime alimentaire a des doses de 0, 100, 300 ou 1 000 mg/kg
pc/j pendant 10 semaines avant I’'accouplement jusqu’a ce que la génération F1 soit sevrée. La génération
F1 a recu les mémes régimes jusqu’'au JP 4 ou 8 de la générationF2. Les effets sur I'immunologie
développementale dans la cohorte F1 (10/sexe par groupe) ont été évalués en mesurant la réponse
primaire de I'anticorps IgM aprés |’exposition a un antigéne sensibilisant, I’'hémocyanine de patelle (KLH).
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Une légere diminution statistiquement significative du niveau d’'lIgM spécifique a I'antigéne (-9 %) a été
mesurée a la dose la plus élevée testée (1 000 mg/kg pc/j) chez les males seulement sans tendance
apparente a une diminution a doses intermédiaires. Les animaux satellites de la cohorte F1 (10/sexe) ont
été immunisés contre la KLH et ont également été exposés a un immunosuppresseur connu
(cyclophosphamide) pour servir de témoins positifs pour le test de KLH. Toutefois, le test n’a pas été
effectué en méme temps que la cohorte F1 et il n’y avait pas de témoin distinct pour la réponse au
cyclophosphamide; par conséquent, de I'avis du groupe FAF de I'EFSA (2021a), les témoins positifs
n’étaient pas considérés comme valides et la sensibilité du test n’a pas été démontrée de maniere
adéquate. Cerésultat devrait toutefois étre pris en compte dans le contexte d’une absence de différences
de poids ou d’histopathologie liées au traitement de la rate, du thymus et des ganglions lymphatiques,
ainsi qu’en I'absence de tout changement dans I’histopathologie de la moelle osseuse, dans le nombre
total et différentiel de globules blancs périphériques, ou dans la distribution de la sous-population de
lymphocytes spléniques dans cette méme cohorte F1. Dans l'analyse de la sous-population de
lymphocytes spléniques, il n’y avait pas de différences significatives dans le pourcentage de cellules T, de
cellules T auxiliaires, de lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques, de cellules NK et de cellules B chez I'un
des groupes traités par rapport aux témoins des deux sexes et, par conséquent, I'insuffisance relevée dans
le test KLH est considérée comme étant d’'importance marginale dans la présente évaluation.

Huang et coll. (2017) ont étudié I'influence de I'exposition aux TiO,-NP a travers les aliments dans un
modeéle murin. Dans cette étude, des souris C57BL/6J (n = 4-6; sexe non spécifié) ont recu soit un régime
témoin, soit un régime contenant des TiO,-NP a une concentrationde 0,1 % pendant environ un mois. Les
TiO,-NP sont décrites comme anatase avec des particules primaires de diamétre de 10 ou 50 nm (achetées
a DK Nanotechnology Co., Beijing, Chine; méthode de fabrication non précisée). Aprés une exposition par
I'intermédiaire du régime alimentaire pendant un mois, les macrophages péritonéaux ont été isolés et
leur état d’activation évalué par cytométrie en flux. Chez les animaux exposés a I’'une ou I'autre forme des
TiO,-NP, les cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-12a, TNF-a et I’ oxyde nitrique synthase-2) étaient
élevées et les cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10) étaient réduites par rapport aux témoins. Les
auteurs suggeérent que ces altérations peuvent mener a des affaiblissements de la défense immunitaire
de I'hote, bien que les changements de cytokine seuls soient considérés comme un biomarqueur d’effet
intermédiaire qui peut étre une réponse adaptative a la production d’ERO et qui peut ou non étre d’une
importance pronostique pour la toxicité, exprimée sous forme d’un parametre apical. |l convient
également de noter que la dose de 0,1 % dans I'alimentation a été choisie pour correspondre a I'apport
alimentaire chez I’"humain soit de 10 a 20 mg de TiO,/kg pc/j. Cependant, comme les objets d’analyse
étaient entierement a [|'échelle nanométrique, la dose équivalente en masse dépasserait
considérablement I'exposition humaine par toute autre mesure (p. ex. surface, nombre de particules).

Warheit et coll. (2015) ont fait état des résultatsde deux études a doses répétéesde TiO, chez les rats. La
premiére étude était une étude subchronique de 90 jours menée conformément au TG 408 de I'OCDE.
Des rats males et femelles Crl:CD(SD) (10 par sexe par groupe) ont recu du TiO, de qualité pigmentaire
par gavage oral a des doses de 0, 100, 300 ou 1 000 mg/kg pc/j pendant 92 jours (males) ou 93 jours
(femelles). Les particules ont été suspendues dans de la méthylcellulose en solution aqueuse a 0,5 % et
des suspensions fraiches ont été préparées quotidiennement par ultrasonication a 20 kHz. L’ article de test
était un échantillon de particules de TiO, de type rutile avec un revétement de surface d’alumine
contenant 21 % de NP (< 100 nm) par nombre de particules (Dso de 224 nm par masse et 145 nm par

79
Etat des connaissances scientifiques sur le dioxyde de titane (TiO,) en tant qu’additif alimentaire



Direction des aliments, Santé Canada Juin 2022

nombre3?) qui est comparable en taille au TiO, de qualité alimentaire. Les résultatsrelatifs a la substance
d’analyse se limitaient a la détection de particules de TiO, dans le tube digestif, drainant les tissus
lymphatiques et le nez, bien qu’il n’y ait aucune preuve d’une réaction tissulaire indésirable. Il n’y a eu
aucun effet indésirable lié¢ a I'article de test sur un paramétre mesuré et la dose la plus élevée de
1 000 mg/kg pc/j a été déterminée comme étant la DSENO. La deuxieme étude menée par ce groupe était
une étude de toxicité orale a doses répétées sur 28 jours (TG 407 OCDE) chez les rats males (4-5 par
groupe), probablement de la méme souche. Dans cette étude, soit I'excipient, soit I'un des deux objets
d’analyse, a été administré par gavage oral a une dose de 24 000 mg/kg pc/j pendant 29 jours. Les objets
d’analyse étaient des rutiles non enrobés (Dso = 173 nm) de deux puretés différentes, I'une considérée
comme étant de « qualité de recherche » et 'autre comme étant de « qualité commerciale », bien que
les auteurs notent que les deux catégories « étaient pratiguement identiques dans leur composition
physicochimique ». Comme dans le cas de I'étude de 90 jours, I'article de test a été observé dans le tissu
lymphoide intestinal, bien qu’aucun effet indésirable lié au traitement n’ait été noté pour un parametre
guelconque. La DSENO pour I’étude de 28 jours a été établie a 24 000 mg/kg pc/j.

Duan et coll. (2021) ont exposé des souris males ICR (n = 6 par groupe) a deux formes différentes de TiO,
par I'intermédiaire du régime alimentaire pendant 1, 3 ou 6 mois. Les particules sont décrites comme
étant de qualité alimentaire et ont été incorporées dans une alimentation commerciale en granulésa une
concentrationde 1 % en masse; les animaux témoins ont recu le régime de base (contenu Ti non déclaré).
Selon les facteurs de conversion du JECFA (JECFA 2000), une concentration de 1 % p/p dans les aliments
équivaut a une dose de 1500 mg/kg pc/j chez la souris. Le premier type de particule était une forme
anatase de taille nanométrique avec un diametre moyen des particules primaires de 38,3 £ 9,3 nm. Le
deuxieme type de particule était une forme rutile de microparticules avec un diameétre moyen des
particules primaires de 128,0 + 33,4 nm, et les deux types de particules ont été décrits comme étant de
forme presque sphérique selon I'imagerie MET. Apres avoir recu des aliments témoins ou mélangés au
TiO, pendant un, trois ou six mois, les animaux ont été euthanasiés et le sang et les organes (foie, rate et
rein) ont été recueillis pour des analyses histologiques et élémentaires. La teneur en Ti du sang était plus
élevée chez les animaux nourris pendant 6 mois avec un régime contenant du TiO, que chez ceux nourris
pendant 1 ou 3 mois, bien que la teneur en Ti des organes nait pas été significativement différente de
celle des témoins?. Les auteurs ont évalué l'influence de I'exposition au TiO, sur I’homéostasie de
22 oligo-éléments dans le sang, le foie, les reins et la rate (dont 17 étaient au-dessus de la limite de
détection). Les résultatssont présentés sous forme de ratios de ces éléments par rapport aux témoins et
un certain nombre de modifications mineures ont été observées. Ces modifications ont une signification
toxicologique peu claire. De plus, le nombre de comparaisons statistiques était élevé (4 tissus x
17 éléments x 3 conditions de dosage x 3 repéres temporels = 612 comparaisons) et les auteurs ne
semblent pas avoir controlé le taux d’erreur en fonction de la famille (c.-a-d. correction de Bonferroni ou
a l'aide d’'un taux semblable); avec un niveau alpha de signification de 0,05, les 18 observations
statistiguement significatives rapportées ne dépassent pas ce qui serait attendu selon le hasard
seulement. L’examen histopathologique a révélé qu’apres six mois d’alimentation, les souris exposées aux

39 Des écarts apparents entre |e texte et le tableau 1a ont été observés en ce qui concerne |a taille des particules.
Les valeurs inscrites dans letableau sontcelles quisontindiquéesici.

40 | 3 fiabilité de cette constatationestincertaine. Les auteursontmesuréleTi dans les tissus a |’aide de I’|CP-SM de
type quadripdle. Cependant, selon Swiatkowska et coll. (2019), cette méthode ne peut pas quantifier de faconfiable
leTi dans des échantillons biologiques en raison d’une gamme d’interférences polyatomiques etisobariques.
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microparticules avaient des cylindres protéiques occasionnels dans le canalicule des reins, mais aucun
effet significatif dans le foie ou la rate. Les souris exposées a la nanoforme ont montré une certaine
pathologie hépatique, décrite comme une nécrose ponctuée des cellules et I'infiltration de lymphocytes
mononucléaires, ainsi que des macrophages qui engloutissent des agrégatsde particules dans la rate, ce
dernier signe pouvant étre considéré comme une réponse adaptative. |l convient de noter que la dose
équivalente en masse entrainerait une exposition beaucoup plus grande, en fonction du nombre de
particules, pour les animaux recevant la nanoforme. Etant donné qu’une seule dose a été testée, aucune
indication d’une dose-réponse n’a pu étre relevée de cette étude.

Kampfer et ses collégues (2021) ont également exposé les souris méales et femelles C57BL6/J aux TiO,-NP
au moyen du régime alimentaire afin d’évaluer les effets sur le tissu intestinal. Il s’agissait de
particules P25 (un matériau catalytique en phase mixte composé de particules sphériques d’environ 85 %
d’anatase/15 % de rutile, diamétre primaire moyen de 21 nm) qui ont été incorporées aux granulés a
0,2% ou 1 % de TiO, en masse, ce qui correspond a une dose estimée de 400 ou 2 000 mg/kg pc/j. Les
souris (n = 10 par sexe par groupe) ont été exposées a un régime témoin (teneur de base en Ti non
déclarée) ou a I'un des deux régimes enrichis en TiO, pendant 28 jours. Apres I'exposition, des tissus
intestinaux ont été prélevés et analysés pour détecter les dommagesa I’ADN par un test des comeétes de
type alcalin dans des colonocytes fraichement isolés ainsi que pour détecter les marqueurs
d’inflammation et d’analyse de I’expression génétique. Aucune augmentation des dommages a 'ADNn’a
été observée chez les animaux exposés aux TiO,-NP, aucune amélioration des cytokines
proinflammatoires et aucun des geénes étudiés liés a la réparation de 'ADN, au stress oxydatif ou a
I'inflammation n"a été exprimé de facon différentielle. Les auteurs ont conclu qu’il n’y avait pas d’effets
indésirables locaux importants dans les intestins des souris aprés une exposition répétée aux TiO,-NP par
I'intermédiaire du régime alimentaire. lIs ont noté que I'incorporation de TiO,-NP dans les aliments pour
animaux permet une exposition trées réaliste qui imite I’exposition humaine par le régime alimentaire, bien
que les résultats ne soient peut-étre pas compatibles avec les études qui emploient le dosage du bolus
par gavage.

Gao et ses collegues (2020) ont exposé des rats Sprague Dawley males (n = 10 par groupe) a deux types
d’anatase non recouverts de TiO,, une forme de taille nanométrique ou une forme micrométrique,
destinée a représenter les deux fractions de TiO, de qualité alimentaire. Les particules de taille
nanométrique avaient un diamétre moyen des particules primaires de 24 + 5 nm, tandis que les particules
de taille micrométrique mesuraient en moyenne 120 + 30 nm de diametre. Les particules ont été
dispersées dans I'eau par ultrasonication et administrées par gavage orala desdoses de 2, 10 ou 50 mg/kg
pc/j pendant 30 jours consécutifs; les rats témoins ont été traités avec un volume égal d’eau ultrapure.
Aprés 30 jours d’exposition, les rats ont été soumis au jeline pendant la nuit puis anesthésiés afin
d’examiner I'influence des particules de TiO, sur I'absorption des nutriments et le métabolisme au moyen
d’une expérience in situ en boucle intestinale. Des échantillons de sang ont été prélevés au niveau de
référence ainsi que 1 h et 2 h apres I'introduction d’une solution de nutriments mixtes dans la boucle
intestinale fermée. A la suite de I'expérience in situ en boucle fermée, les animaux ont été euthanasiés
pour examen histopathologique de I'intestin gréle et I'ultrastructure de la muqueuse de 'intestin gréle a
été analysée davantage par MET. Des microvillosités et des inflammations superficielles et courtes de
I'intestin gréle ont été observées dans les groupes de 50 mg/kg pc/j exposés a des particules
nanométriques ou micrométriques, bien que les effets soient plus prononcés dans le groupe de la taille
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nanométrique. Dans I'expérience d’absorption intestinale, six acides aminés (Thr, Met, Val, Her, Lys et
Trp), trois éléments métalliques (Mg, Mn, Zn) et du glucose ont été injectés dans la boucle intestinale in
situ. Une certaine inhibition de I'absorption de Ihistidine ajoutée a été observée, en particulier chez les
groupes exposés aux TiO,-NP, bien qu’il n’yait aucune indication claire d’une relation dose-réponse. IIn’y
avait aucune influence sur les autres acides aminés, les niveaux de glucose ou les éléments métalliques.
Ces niveaux étaient élevés dans le sang apres |'exposition aux TiO,-NP, mais pas aux particules
micrométriques.

Dudefoi et coll. (2021) ont également étudié I'effet du TiO, de qualité alimentaire sur la digestion dans un
modele de digestion statique in vitro constitué de trois étapes représentant les compartiments salivaire,
gastrique et intestinal. La digestion simulée a été effectuée a 37°C sous agitation et dans I'obscurité. Il a
été constaté que les particules de TiO, de qualité alimentaire étaient chimiquement stables et insoluble s
a la suite d’une digestion in vitro, sans changement significatif de I'état d’oxydation bien que la présence
de protéines et d’ions dans les fluides simulés ait provoqué de grands agglomérats. Les enzymes a-
amylase (de la phase salivaire) et la pepsine (de la phase gastrique) ont été les premieres enzymes a
s'adsorber aux particules de TiO,; des changements structurels dans ces enzymes ont également été
observés, ce qui laisse penser que la présence de TiO, pourrait potentiellement modifier leurs activités.
Aucun effet de I'activité de I'amylase n'a été observé en présence de particules de TiO, a une
concentration de 0,5mg/ml. Cependant, lorsque la concentration d’amylase a été augmentée, une
diminution de I'activité dépendante de la dose a été observée a 0,7 mg/ml (20 %) et 1,0 mg/ml (34 %) au
pH 7, mais pas au pH 3, ce qui suggere que le TiO, de qualité alimentaire peut avoir sur le métabolisme
un effet inhibiteur dépendant de la concentration des glucides dans la bouche, mais pas dans I'’estomac.
L’activité de la pepsine n’a pas été modifiée en présence de particules de TiO,. Les auteurs ont noté que
ces résultats doivent étre confirmés par une a-amylase salivaire humaine et dans des conditions de
consommation réalistes.

Jensen et ses colléegues (2018) ont également examiné la possibilité que I’exposition orale au TiO, de
qualité alimentaire provoque un stress oxydatif systémique en dehors du TGI. Ces auteurs ont d’abord
mené une étude ex vivo dans laquelle des anneaux aortiques de rats Sprague Dawley femelles naifs (n =
11) ont été exposés pendant 30 minutes auTiO, de qualité alimentaire (E171) a des concentrations de 14
ug/ml ou de 140 pg/ml et la vasomotricité a été évaluée a I'aide de myographes a fil. Les particules ont
été dispersées soit dans de I'eaustérile filtrée de 0,45 pum avec 2 % de SVF ajouté, soit dans un milieu de
culture cellulaire a une concentration de 1,4 mg/ml par sonication continue a 20 kHz pendant 16 minutes.
Les solutions meres ont été utilisées immédiatement aprés la sonication et la dilution jusqu’aux
concentrations finales. Apres I’exposition au E171, les anneaux des vaisseaux ont été exposés a diverses
concentrations de composés vasoactifs afin d’évaluer la vasodilatation et la vasoconstriction. Une légere
augmentation de la valeur de I'effet maximal de la vasodilatation dépendante de I'endothélium induite
par I'acétylcholine (ACh) a été observée dans les anneaux aortiques exposés au E171 (56,3 %, 1Ca 95 % :
52,5-61,3 %) comparativement aux témoins (42,9 % (IC a 95 % : 38,7-48,6 %). Aucune différence dans la
vasodilatation indépendante de I’endothélium n’a été observée et la co-incubation avec un inhibiteur de
I’oxyde d’azote synthase a aboli la réponse médiée par I’ACh, ce qui confirme que le résultat dépend de
I’endothélium. L’incubation avec le E171 a également augmenté la valeur d’effet maximal de la
vasoconstriction induite par le tryptophane. Dans une deuxiéme expérience, des rats Zucker femelles
maigres (n = 10 par groupe) ont été exposés a une faible dose (50 mg/kg pc/semaine) ou a une forte dose
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(500 mg/kg pc/semaine) de E171 par gavage oral une fois par semaine pendant 10 semaines; le groupe
témoin a recu un volume équivalent de milieux de dispersion soniqués. Les niveaux plasmatiques de stress
oxydatif systémique et les déséquilibres de la biodisponibilité de I'oxyde nitreux n"ont montré aucun
changement entre les rats exposés aux particules et les rats témoins. Les effets sur la vasomotricité
observés apres I'exposition in vivo étaient généralement cohérents avec ceux observés lors de
I’'expérience ex vivo, bien qu’ils aient été limités a I'artére intraventriculaire antérieure gauche proximale
et gu’il n’y ait pas eu de réponse dans |'aorte. Les effets sur la vasomotricité ne se sont pas produits de
facon dépendante de la dose. Bien que statistiguement significatifs, les effets sur les artéeres coronaires
ont été considérés par les auteurs comme étant de faible ampleur et sans preuve de stress oxydatif
systémique.

Les effets des particules de TiO, sur le microbiote intestinal qui pourraient étre associés a des effets
indésirables ont également été signalés (voir I'annexe J pour une liste non exhaustive d’études; pour
examen, voir Baranowska-Wadjcik 2021; Rinninella et coll. 2021). Toutefois, la Direction des aliments de
Santé Canada est en accord avec la déclaration du groupe FAF de I'EFSA (2021a) selon laquelle « il n'y a
actuellement aucun consensus au moment ou les changements dans le microbiote du TGl devraient étre
considérés comme indésirables ». De plus, Dudefoi et coll. (2017 b) soulignent que I'environnement
intestinal peut atténuer la toxicité des particules de TiO, de qualité alimentaire pour le microbiote
intestinal humain et que, dans I'ensemble, I'impact potentiel du TiO, alimentaire sur le microbiome
intestinal demeure controversé (Ghebretatios et coll. 2021). Quoi gu’il en soit, il s’agit d’'un domaine
d’étude actif et des recherches plus poussées sont nécessaires pour élucider pleinement la relation entre
les particules insolubles de TiO, en contact avec la muqueuse intestinale ou les tissus lymphatiques ou y
résidant, et le réle de la matrice alimentaire dans la médiation de I'inflammation et/ou des altérations de
la flore intestinale induites par les particules.

Plusieurs études ont évalué la disposition des particules insolubles dans le TGl humain. Hummel et coll.
(2014) ont étudié le sort des pigments endogenes dans le TGl des enfants soupgonnés d’avoir une maladie
intestinale inflammatoire (MIl). Au total, 151 enfants ont subi a la fois une iléocoloscopie et une
endoscopie du tube digestif supérieur : 62 casde maladie ont été diagnostiqués de Crohn, 26 casde colite
ulcéreuse et 63 cas de non-Mll. Seuls les enfants dans lesquels I'iléon terminala été intubé ont été inclus
dans I'étude et au moins une biopsie, mais généralement deux biopsies ou plus, a été effectuée sur chaque
segment du célon, de I'intestin gréle, de I’estomac et de I’ cesophage. Les échantillons de biopsie ont été
évalués par microscopie photonique et la quantité de pigment a été notée sur une échelle semi-
quantitative par un pathologiste a I'aveugle de I'état clinique. Chez 63 enfants (42 %), un pigment noir fin
dans les plagues de Peyer a été observé, bien que les cellules pigmentées n’aient pas été observées dans
les follicules lymphoides du duodénum, du célon ou ailleurs dans le TGI. Une corrélation significative a été
observée entre I'age et la densité relative des pigments. Les auteurs suggerent que les particules sont
principalement constituées d’aluminosilicates, de TiO,, et d'une faible proportion de silicate ne contenant
pas d’aluminium, bien que cela n’ait pas été déterminé de facon analytique. Des cellules pigmentaires ont
été observées chez seulement 26 % des patients atteints de la maladie de Crohn, comparativement a 62
% des patients atteints de colite ulcéreuse et a 49 % des patients atteints de non-Mll. Comme les plaques
de Peyer dans l'iléon terminal sont le site « classique » d’inflammation dans la maladie de Crohn, les
auteurs ont formulé I’hypothése selon laquelle les cellules pigmentaires peuvent étreimpliquées dans le
processus inflammatoire. Toutefois, on ne peut pas présumer de la contribution potentielle du TiO,, car
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I'identité et la proportion relative des particules n’ont pas été établies; les auteurs notent que I'apport
alimentaire en aluminosilicates est d’un ordre de grandeur supérieur a I'apport en TiO, au Royaume-Uni.

Shepherd et coll. (1987) ont également examiné des sections de tissus provenant de résections
intestinales de 35 patients (dgés de 2 jours a 75 ans) présentant divers troubles gastro-intestinaux et de
sept échantillons post mortem (56 a 75 ans) sans preuve clinique, radiologique ou pathologique de
maladie gastro-intestinale (total n =42, 21 males et 21 femelles). La présence de pigment granulaire brun
foncé a été signalée dans les macrophages qui se trouvent dans les plaques de Peyer chez tousles patients
et les donneurs cadavériques agés de plus de six ans (n = 34), mais chez aucun patient de moins de cet
age (n = 8). Comme dans le cas de Hummel et coll. (2014), des dépots de pigments ont été observés a la
base des plaques de Peyer, mais pas dans le GALT d’autres parties du TGIl. De SEM avec imagerie
électronique secondaire et rétrodiffusion et spectroscopie d’ énergie par rayons X a été effectué sur des
sections histologiques de routine et les sections pigmentées contiennent de I'aluminium et du silicium
dispersés de maniere diffuse dans tout le cytoplasme ainsi que des foyers discrets de Ti ont été observées.
Cependant, aucune corrélation évidente n’a été observée entre le degré de pigmentation et la présence
ou le type de pathologie gastro-intestinale. De méme, Thoree et coll. (2008) ont examiné les cellules
pigmentaires d’une plaque de Peyer humaine dans des sections iléales obtenues de patients atteints
d’adénocarcinome (n = 10), de la maladie de Crohn (n = 23) ou de colite non reliée a la maladie de Crohn
(n = 10). Des cellules pigmentaires ont été identifiées par microscopie a fond noir et un spécialiste en
hispatologie a marqué la présence d’inflammation sur des sections de tissus. L’identité des particules n'a
pas été établie, mais les auteurs ont présumé qu’elles étaient composées de silicates et de TiO,. Les
auteurs notent que les particules ont surtout été trouvées dans des macrophages matures dans les
plagues de Peyer qui ont une faible activité métabolique et immunologique, et qui représentent
probablement des « sites de stockage » inertes pour les particules qui sont absorbées par les plaques de
Peyer. Il n’y avait aucune preuve de phénotype ou d’activation différentiel de cellules et aucune
association apparente entre la présence de particules et I'inflammation ou la maladie. Les auteurs
concluent qu’il est peu probable que les particules jouent un réle dans la maladie de Crohn, ce qui est
conforme aux observations précédentes selon lesquelles une alimentation réduite en microparticules
n’offre pas un avantage dans la résolution de la maladie de Crohn (Lomer et coll. 2005).

Résumé

Les données suggérent que les particules de TiO,, lorsqu’elles sont bien dispersées dans de matrices
simples, peuvent produire de I'inflammation et des perturbations immunologiques et peuvent altérerle
microbiote intestinal et le métabolisme de maniére potentiellement défavorable. Dans des études ayant
employé spécifiquement le TiO, de qualité alimentaire, certains effets sur l'inflammation et la
dysrégulation immunitaire ont été observés lorsque la substance a été administrée dans I'eau dans des
dispersions stables; toutefois, ces résultatsn’ont pas pu étre reproduits lorsque le TiO, a été administré a
travers les aliments. En conclusion, les préoccupations selon lesquelles le TiO, de qualité alimentaire
pourrait produire une inflammation ou une immunotoxicité semblent largement dépendre du paradigme
de dosage oral. Liu et coll. (2020) ont souligné que I'absorption spécifique de biomolécules (c.-a-d. la
couronne protéique) peut aussi modifier I'identité immunologique des particules et peut soit améliorer
ou diminuer leur immunogénicité. Des études chez I’homme ont invariablement démontré I’accumulation
de pigment, y compris le TiO, dans les macrophages a la base des plaques de Peyer de I'iléon terminal,
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mais pas ailleurs dans le TGI. Cependant, aucune association entre la présence de particules et I'activation
immunitaire ou I'état pathologique n’a été observée. Des renseignements supplémentaires sont
nécessaires pour étudier les effets atténuants potentiels de la matrice alimentaire sur la toxicité locale
dans le TGI afin de déterminer si les études ayant recours a du TiO, de qualité alimentaire dispersé de
maniére stable dans des matrices simples sont pertinentes pour la caractérisation des dangers de cette
substance lorsqu’elle est utilisée comme additif alimentaire.

Allergénicité

L’allergie alimentaire est un terme générique pour plusieurs entités cliniques qui ont en commun une
panne de la tolérance immunologique acquise aux antigenes alimentaires (Renz et coll. 2018). L’ allergie
aux protéines de lait de vache est I'allergie alimentaire la plus courante chez les jeunes enfants, avec une
prévalence estimée de 2 a 7,5 % (Castillo et Cassola 2017). La conformation des protéines est un
déterminantimportant de I'allergénicité des protéines de lait (Madsen et coll. 2014) et il est connu que la
liaison aux particules de TiO, provoque des changements conformationnels dans la structure des
protéines. Comme le TiO, est permis dans les produits laitiers, Phue et ses colléegues (2022) ont émis
I’"hypothese que I'interaction des protéines de lait de vache avec les particules de TiO, pourrait modifier
leur antigénicité et leur allergénicité en détruisant certains épitopes, en en créant de nouveaux ou en
changeant leur accessibilité. Les auteurs ont obtenu deux formes de TiO, de qualité alimentaire; le
premier article de test, des « nanoparticules de dioxyde de titane de qualité alimentaire », a été acheté
aupres de la société industrielle CNMI, Chine (taille des particules primaires environ 120 nm par MET,
forme cristalline non indiquée), alors que le deuxieme article de test a été décrit comme étant du E171
obtenu de Minerals-Water, Royaume-Uni (particules primaires 50 — 300 nm par MET, forme cristalline
non indiquée). Des particules ont été dispersées dans de I'eau déminéralisée a 10 mg/ml (protocole de
dispersion non indiqué) et des portions aliquotes de particules ont été incubées soit avec du lait écrémé,
soit avec une solution saline tamponnée de phosphate (PBS) de 20 mM (pH 6,5) comme témoin. Apres
1 h d’incubation, les suspensions ont été centrifugées et le surnageant a été éliminé pour enlever les
protéines a liaison souple qui forment la couronne molle. L’antigénicité des protéines de lait en présence
de particules alimentairesa été identifiée au moyen d’un test ELISAindirect. Les auteurs ont signalé que
I'antigénicité des protéines de lait B-lactoglobuline et de la caséine augmentait en présence d’'E171
comparativement aux protéines non interactives, mais diminuait dans le casdes particules de 120 nm. Un
test de dégranulation de mastocytes humains (LAD2) a été utilisé comme indicateur de I'allergénicité, et
I'interaction de I'une ou l'autre des particules de TiO, avec le lait a provogué une augmentation
statistiguement significative de la dégranulation LAD2, comme ['indique la libération de B-
hexosaminidase. Ce résultat s’est avéré exact lorsque le lait en présence de particules a d’abord été passé
dans un systeme digestif simulé in vitro a 3 compartiments avant d’'étre utilisé dans le test de
dégranulation des mastocytes. Les auteursont conclu que les altérations de la structure des protéines par
la médiation des particulesde TiO, peuvent améliorer I'allergénicité des protéines de lait.

L’étude de Phue et coll. (2022) a clairement démontré que les particules de TiO, se lient aux protéines de
lait et modifient leur structure dans une certaine mesure. Bien que les changements d’antigénicité fondés
sur le test ELISA puissent étre le résultat de la création de nouveaux épitopes, ou du masquage ou du non-
masquage d’ épitopes existant en raison de changements conformationnels dans la structure protéique, il
est difficile de tirer des conclusions étant donné que la réponse aux deux objets d’analyse de qualité
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alimentaire différait en direction. En ce qui concerne I'allergénicité, le test de dégranulation des
mastocytes ne semble pas avoir de controle de la libération de B-hexosaminidase uniquement sur les
particules et comme une seule concentration a été testée, aucune preuve d’une dose-réponse n’a pu étre
établie. Bien que la direction des changements dans I'allergénicité aient été cohérents entre les deux
formes de TiO,, 'ampleur est relativement faible et la signification biologique n’est pas claire.
L’extrapolationdesrésultatsd’étudesin vitrosur I'allergénicité des NP aux réponses toxicologiques in vivo
est complexe et la Direction des aliments de Santé Canada est en accord avec la conclusion des auteurs
de I'étude selon laquelle des études supplémentaires s’appuyant sur des modeles animaux sont justifiées
afin de mieux comprendre les répercussions potentielles de ces résultatssur I'allergie alimentaire. Atitre
d’exemple, Lefebvre et ses collegues (2014) ont démontré que les NP de noir de carbone présentaient des
propriétés semblables a des adjuvants*! in vitro en augmentant considérablement les voies reliées a
I'allergie (lymphocyte T auxiliaire TH2) pendant la réponse des cellules immunitaires a un allergéne
(' ovalbumine). Cependant, lorsque les mémes particules ont été administrées a une souche de souris
sensibilisées al’allergéne (D011.10) par gavage oral dansle cadre d’une étude de suivi, aucun changement
important n’a été observé dans le développement de marqueurs d’allergie en réponse a I'allergene (Fine
et coll. 2016).

Résumé

Le TiO, ne semble pas étre intrinsequement immunogeéne, maisil peut moduler les réponses immunitaires
aux protéines allergénes en raison de propriétés semblables a des adjuvants in vitro. La pertinence
potentielle de ces résultats pour I'humain n’est pas claire pour le moment, et des recherches plus
poussées sont nécessaires pour élucider la pertinence de ces résultats pour la prévalence de I'allergie
alimentaire chez les humains.

Toxicité pourlareproductionetle développement

L'exposition aux TiO,-NP a été associée a divers effets indésirables sur la stéroidogenéese, la
spermatogeneése et la fertilité chez les rongeurs males, avec une toxicité inversement liée a la taille des
particules (pour revue, voir Souza et coll. 2021). Lors d’un précédent examen du TiO, en tant qu’additif
alimentaire, le groupe ANS de I'EFSA (2016) n’a pas pu établir une dose journaliere acceptable en partie
en raison de I'absence d’'une étude prolongée de 90 jours, d’une étude multigénérationnelle ou d’une
étude EOGRT avec du TiO, de qualité alimentaire. En réponse, I'industrie a commandé une étude EOGRT
conforme aux lignes directrices GLP et OCDE 443 sur des rats CD/Crl:CD(SD) avec de légéres modifications
au protocole afin de tenir compte de I'étude relative auxautres parameétres préoccupants soulevés par le
groupe ANS de I'EFSA (2016; 2018a) et par NVWA (2019), notamment I'induction de FCA (LPT 2020,
comme cité dans EFSA 2021a). Le matériau testé était une formulation commerciale de E171 qui a été
administrée a travers le régime alimentaire (anatase, Dsg = 100 nm, 50 % des particules individuelles a
I’échelle nanométrique). La génération FO a été exposée auE171 parle régime alimentaire a des doses de
0, 100, 300 ou 1 000 mg/kg pc/j pendant 10 semaines avant I’'accouplement jusqu’a ce que la génération

41 Les adjuvants accélérent, prolongent ou améliorent la réactivité immunitaire, mais ne fournissent pas
nécessairement de stimulus antigénique s pécifique (Dodds 2016).
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F1 soit sevrée (20/sexe/dose avec 30/sexe/dose dans un groupe satellite FO). La générationF1 a recu les
mémes régimes jusqu’au JP 4 ou 8 de la génération F2. Il n’y a aucune preuve d’effets indésirables sur la
reproduction ou le développement jusqu’a la dose la plus élevée testée, et sur la base de cette étude, une
DSENO de 1 000 mg/kg pc/j peut étre établie pour les effets sur la reproduction et le développement. La
récente étude EOGRT est considérée comme I’'étude la plus fiable que I'on trouve dans la littérature qui
traite des effets de I'exposition au E171 sur la reproduction et le développement; des détails
supplémentaires sur les résultatsde I'étude EOGRT se trouvent a I'annexe K.

Une étude a été identifiée dans laquelle le E171 administré par I'intermédiaire du régime alimentaire a
été signalé comme étant a l'origine d’une toxicité testiculaire chez les souris (Rodriguez-Escamilla et coll.
2019). Des souris méales BALB/c (n = 4 par groupe) ont recu I’administration d’une alimentation de base,
ou une alimentation contenant du E171 a des concentrations de 0,1; 0,5 et 1 % (équivalant a 100, 680 ou
1300 mg/kg pc/j) pendant 7 semaines. Afin d’évaluer I'effet de la matrice alimentaire, deux groupes
additionnels de 4 souris ont recu soit un excipient, soit du E171 suspendu dans I'eau a une dose de
5mg/kg pc/j par gavage oral pendant 10 semaines. Les auteurs ont noté que des effets semblables,
notamment une augmentation de la mutation des cellules germinales et linfiltration de cellules
inflammatoires dans les tubules séminiferes, ainsi que la perturbation de la barriére des cellules de Sertoli
(souvent appelée « barriere hématotesticulaire »), ont été observés chez les souris recevant du E171 a
une dose de 5 mg/kg pc/j en suspension liquide et celles chez lesquelles il était administré par le régime
a des doses de 860 ou 1 300 mg/kg pc/j (c.-a-d. de 136 a 260 fois plus élevées), ce qui suggere que la
matrice alimentaire atténue la toxicité associée au TiO, lorsque I'exposition se produit par I'intermédiaire
du régime alimentaire. Cependant, les effets indésirables sur les testicules observés dans cette étude
n’ont pas été reproduits lorsque les mémes auteurs ont administré une dose similaire (5 mg/kg pc/j) de
E171 suspendue dans I’eau potable a des souris males C57BL/6 pendant 16 semaines (Medina-Reyes et
coll. 2020). Ces résultats n’ont pas non plus été observés dans I’étude EOGRT plus vaste et conforme aux
lignes directrices ni dans un certain nombre d’études subchroniques (dont plusieurs étaient conformes
aux lignes directrices de I'OCDE) dans le cadre desquelles des doses semblables ou plus élevées de TiO,
de qualité alimentaire ont été administrées dans I'eau potable, par gavage oral ou par I'intermédiaire du
régime alimentaire.

Neurotoxicité

Dans son récent avis, le groupe FAF de I'EFSA (2021a) a soulevé des préoccupations concernant les
observations de neurotoxicité potentielle des TiO,-NP. La majorité des études avec des indications de
neurotoxicité ont été effectuéesavec des TiO,-NP <30 nm, et il existe des preuves convaincantesd’études
sur les rongeurs que les TiO,-NP ainsi que d’autres NP de cette taille peuvent produire divers effets
neurotoxiques (pour revue, voir Prist et coll. 2020). Toutefois, cesrésultats sont considérés comme ayant
une pertinence limitée pour I'’exposition humaine par I'intermédiaire du régime alimentaire, étant donné
que < 1 % des particules en nombre dans le TiO, de qualité alimentaire sont inférieures a 30 nm, dont la
plupart sont liées en agglomérats.

Dans I'étude de Kandeil et coll. (2020), les particules de TiO, obtenues de Sigma (taille, forme cristalline
non déclarées) ont été préparées a I'aide de la technique de broyage a billes haute densité (HEBM), qui
est un processus de déformation mécanique qui broie des solides pour obtenir des NP par des collisions
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a haute intensité. Selon Yang (2015), cette technique « a été utilisée avec succés pour produire des
métaux dont la taille minimale des particules est de 4 a 26 nm », bien que la contamination du milieu de
fraisage (billes et flacon) soit considérée comme une grave limitation. Les auteurs signalent que la
caractérisation des TiO,-NP a été faite par MET, et que la taille moyenne des particules était de 90 nm
(plage de 40 a 140 nm), bien gu’aucune mention de préparation d’échantillon n’ait été faite (p. ex
protocoles de dispersion). Des ratsmales albinos (n = 20 par groupe, souche et age non signalés) ont été
exposés par gavage oral a I’excipient ou a 500 mg/kg pc/j de TiO,-NP fraichement dispersées dans I'eau
distillée par vibration ultrasonique (15 minutes, puissance et fréquence non déclarées) une fois par jour
pendant 14 jours. On ignore si la distribution de la taille des particules de I'article de test dispersé par
ultrasons correspondait a celle de la matiere premiéere caractérisée apres HEBM. L’ exposition aux TiO,-NP
a induit une peroxydation lipidique dans les tissus cérébraux et une augmentation spectaculaire des
marqueurs de la production des ERO, de I'inflammation et de I'apoptose ainsi qu’une diminution des
parametres antioxydants dans le cerveau, des altérations histopathologiques dans le cervelet et des
dommages a 'ADN, qui ont été atténués par un traitement préliminaire avec un antioxydant d’origine
botanique (extrait de graine de moringa). Malheureusement, comme les TiO,-NP ont été préparées en
laboratoire par broyage a billes de matériaux vraisemblablement en vrac, ils ont probablement des
caractéristiques distinctes de celles du TiO, de qualité alimentaire, ce qui empéche d’extrapoler ces
résultatsau E171.

Une deuxiéme étude de neurotoxicité est mentionnée par le groupe FAF de I'EFSA (2021a) dans son
évaluation récente (Ebrahimzadeh Bideskan et coll. 2017), dans laquelle des rats Wistar femelles (n = 6
par groupe) ont été exposés a I'excipient ou a 100 mg/kg pc/j de TiO,-NP en suspension dans |'eau
(anatase, taille des particules inférieure a 100 nm, SA >150 m?/g, méthode de dispersion non indiquée)
par gavage oral pendant la gestation (JG 2 a 21) ou par lactation (JP 2 a 21). Apreés le traitement, deux
chiots males de chaque portée ont été échantillonnés au hasard et un chiot a été utilisé pour I'examen
histologique tandis que I'autre a été utilisé pour évaluer I'expression de Bax et Bcl-2 (marqueurs
proapoptotiques et anti-apoptotiques, respectivement) dans I"hippocampe par RT-PCR. Les résultatsd’un
analyse TUNEL montrent que les deux protocoles d’exposition ont entrainé une augmentation des cellules
apoptotiques et une réduction de la neurogenése dans I’hippocampe de la progéniture male (les femelles
n’ont pas été examinées). Une augmentation et une diminution de I'expression des transcriptions de Bax
et Bcl-2, respectivement, ont également été observées dans I’"hippocampe de la progéniture des meres
traitées. Cependant, les TiO,-NP utilisés sont décrits comme étant de forme anatase avec une taille de
particules de « moins de 100 nm » et une surface supérieure a 150 m2/g, comparativementauE171ayant
une surface d’environ 8 a 10 m2/g (Dudefoi et coll. 2017; Geiss et coll. 2020). Il a été démontré que les NP
anatase ayant une surface pouvant atteindre 150 m2/g ont une taille moyenne de particules de 12 nm ou
moins (Kubiak et coll. 2011); par conséquent, il est hautement improbable que la taille moyenne des
particules de I'article de test soit supérieure a 30 nm dans cette étude et la pertinence pour I’exposition
humaine au TiO, de qualité alimentaire n’est pas claire.

Zhang et ses collegues (2020) ont étudié les effets des particules de TiO, sur I'axe microbiote-intestin-
cerveau. Trente souris méles C57BL/6J ont été traitées avec soit I'excipient, soit 150 mg/kg pc/j de TiO,-
NP (taille des particules primaires rapportées 21 nm, forme cristalline non déclarée) pendant 30 jours par
gavage oral (tailles des groupes non rapportées, mais probablement n =15 par groupe). Les particules ont
été dispersées par sonication dans du sérum de souris a 2 % inactivé par la chaleur et les témoins ont regu
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des doses de I'excipient soniqué. Les parametres examinés comprenaient I’histopathologie de I'intestin
gréle et du cerveau, les effets sur le microbiote intestinal, le transcriptome du cortex cérébral et de
I'intestin, ainsi que sur I'activité locomotrice (essai en champ libre), et I'apprentissage spatial et la capacité
de mémoire (labyrinthe aquatique de Morris). Des perturbations importantes de la composition de la
communauté microbienne de [I'intestin, qui n’étaient pas accompagnées de changements
histopathologiques, ont été observées dans le groupe traité au TiO,. L’ exposition orale aux TiO,-NP était
également associée a I'activation du systéeme nerveux entérique, ainsi qu’aux marqueurs de I'activité
sérotonergique dans l'intestin, mais pas dans le cerveau. Les niveaux de cytokines inflammatoires, de
neurotransmetteurs et de neuropeptides n’ont pas changé de fagon significative dans le groupe traité par
TiO,-NP. Il a été signalé que le traitement réduisait I'activité sur le terrain au centre lors de I'essai en
champ libre, ce qui indiqgue un comportement anxieux, bien que I'apprentissage spatial et la mémaoire
n’aient pas été affectés. Toutefois, I'essai en champ libre n’a été effectué que pendant 5 minutes, une
durée d’essai peut-étre insuffisante pour distinguer de facon fiable un effet réel de la variabilité naturelle
normale.

Une seule étude a étéidentifiée danslaquelle les parametres neuro-comportementaux ont été évalués a
la suite de I'administration du TiO, de qualité alimentaire (Medina-Reyes et coll. 2020). Dans cette étude,
le E171 (acheté a Mark Al Chemical du Mexique) a été administré dans I'eau potable a des souris
males C57BL/6 de six semaines (n = 9/groupe) a une dose de 5 mg/kg pc/j pendant 16 semaines. Afin
d’atteindre une dose de 5 mg/kg pc/j, le E171 a été formulé dans I'eau potable a une concentrationde 23
ug/mil, en fonction de la consommation moyenne d’eau (5 ml/souris/j) et du poids corporel a la premiére
semaine (23 g/souris). Les particules ont été dispersées par sonication et administrées dans I’eau potable
« pour éviter la formation de la couronne protéique » qui peut « modifier I'absorption, la distribution et
les effets biologiques de I’'E171 ». Les souris ont été nourries soit par un régime alimentaire régulier, soit
par un régime a haute teneur en matieres grasses, avec ou sans E171, et I'anxiété a été mesurée au moyen
du labyrinthe en croix surélevé décrit par Komada et coll. (2008) au cours des semaines 1, 8 et 16. Le
régime riche en matieres grasses seules ainsi que le régime alimentaire régulier plus le E171 ont produit
des augmentations semblables du comportement anxieux chez les souris, comme en témoignent les
entréesréduites dans les bras ouverts et le temps inférieur passé dans les brasouverts. Cependant, I'ajout
du E171 au régime riche en matiéres grasses semble atténuer I'anxiété. Bien que Medina-Reyes et coll.
(2020) rapportent qu’une alimentation riche en matieres grasses a augmenté de facon significative
I’anxiété chez les souris C57BL/6 males, mesurée dans un test du labyrinthe en croix surélevé, d’autres
ont montré le contraire (p. ex. Yoshizaki et coll. 2020). De plus, dans I'étude de Medina-Reyes et coll.
(2020), les animaux du groupe de régime régulier ont passé prés de la moitié de leur temps dans les bras
ouverts du labyrinthe a la base, comparativement a environ 15 % du temps observé par Yoshizaki et coll.
(2020) pour ce sexe et cette souche, ce qui est semblable aux 17-23 % déclarés par Tucker et McCabe
(2017). En raison de ces facteurs, associés a |'observation selon laquelle le E171 augmentait I'anxiété chez
les souris dans un régime alimentaire régulier, mais avait un effet apparemment anxiolytique chez les
souris dans un régime riche en matiéresgrasses, il est plus difficile de tirer des conclusions de cette étude.

A la suite de I'avis du groupe FAF de I'EFSA (2021a), une étude conforme aux lignes directrices de I’OCDE
(424; 1997) sur des effets neurotoxiques du TiO, chez les souris a été publiée (Sofranko et coll. 2021). Les
souris males et femelles C57BI/6J (n = 10 par sexe par groupe) ont été nourries ad libitum avec 1 % de TiO,
(nanomatériau de référence JRC NM105, taille moyenne des particules de 26,2 nm * 10,7) incorporées
dans les granulés alimentaires pendant 28 jours, avecou sans période de récupération de 14 jours. Selon
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un poids corporel de 20 g et une consommation alimentaire quotidienne estimée a 4 g, cela correspond a
une dose quotidienne d’environ 2 000 mg/kg pc/j. Au cours de la derniére semaine de la période
d’exposition et de la deuxieme semaine de la période de récupération, une batterie de testscomportem
entaux a été effectuée pour évaluer les effets du TiO, sur la fonction motrice, I'anxiété, I'apprentissage et
la mémoire. En plus des tests comportementau, a la suite d’un sacrifice final, ils ont examiné les effets
de I'exposition au TiO, sur la neuroinflammation, le stress oxydatif dans le cerveau, I'activité de la kinase
dans les tissus corticaux et I'intégrité de la barriére hématoencéphalique (BHE), et I'|CP-SM a été utilisé
pour quantifier le Ti dans l'intestin gréle, le sang, le cerveau, le foie, le rein et la rate. Aucun effet
neurologique de I’exposition au TiO, n’a été identifié lors de la batterie de tests comportementaux. De
méme, il n’y a pas eu de changements neuropathologiques importants liés au traitement et aucun effet
du TiO, sur les marqueurs de stress oxydatif, de neuroinflammation, d’activité de la kinase ou de
perturbation de la BHE. Les auteurs concluent que I'exposition alimentaire subaigué au TiO, d’origine
alimentaire ne produit pas de neurotoxicité chez la souris.

Résumé

Les préoccupations relatives a la neurotoxicité potentielle associée aux TiO,-NP dans le E171 semblent
étre principalement fondées sur des études qui ont utilisé des objets d’analyse qui ne correspondaient
pas aux paradigmesde TiO, et/ou de dosage de qualité alimentaire qui sont considérés comme ayant une
pertinence limitée pour I'exposition humaine a travers I'alimentation. Dans une étude EOGRT ou la
neurotoxicité développementale a été étudiée chez des rats exposés au E171 a des doses allant jusqu’a
1 000 mg/kg pc/j par I'intermédiaire du régime alimentaire, aucun effet indésirable sur les paramétres
neurodéveloppementaux ou neurofonctionnels n’a été observé. Les paramétres examinés comprenaient
le réflexe de sursaut auditif ainsi qu’une batterie de tests fonctionnels qui incluaient la force de
préhension et I'activité locomotrice. Aucun changement lié au traitement n’a été observé dans I'un ou
I'autre de ces parametreset il n’y a pas eu de découverte histopathologique notable dans le cerveau ou
les nerfs périphériques. De méme, dans la seule étude disponible ou les TiO,-NP ont été administrés par
I'intermédiaire du régime alimentaire (Sofranko et coll. 2021), aucune neurotoxicité n’a été observée.

Mode d’action

LeTiO, a été classé comme étant potentiellement cancérogéne pour les humains (groupe 2B du CIRC) par
inhalation (CIRC, 2010), en se basant sur des preuves suffisantes dans les études animales et sur des
preuves insuffisantes dans les études épidémiologiques humaines. La plupart des données disponibles
concordent avec les tumeurs pulmonaires causées par un mécanisme génotoxique secondaire impliquant
une surcharge de particules qui entraine une augmentation dépendante de I'inflammation de la
prolifération cellulaire et du stress oxydatif (Schins et Knaapen 2007; ECETOC 2013; Warheit et coll. 2016;
Bevanet coll. 2018). Dans les études sur les particulesfaiblement solubles de faible toxicité, y compris le
TiO,, la dose de surface des particules était la plus prédictive de I'inflammation pulmonaire et de la
réponse tumorale chez les rats (Driscoll 1997; Dankovic et coll. 2007). Comme nous |'avons déja
mentionné, la voie d’exposition par inhalation n’est pas au centre de cet état des connaissances
scientifiques sur le TiO, en tant qu’additif alimentaire et, par conséquent, le mode d’action pour la
cancérogénicité pulmonaire ne fera pas I'objet de discussions plus approfondies.
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On en sait moins sur les mécanismes biologiques par lesquels les particules de TiO, peuvent produire une
toxicité par voie orale. Plusieurs études sur des rongeurs dans lesquelles le TiO, de qualité alimentaire a
été administré dans des dispersions liquides (dans I'eau potable ou par gavage) ont révélé que les
particules de TiO, générent des ERO et des réponses inflammatoires dans le TGl (p. ex. Bettini et coll.
2017; Pinget et coll. 2019; Mortensen et coll. 2021); bien que ces résultats n’aient pas pu étre reproduits
dans des études alimentaires (Blevins et coll. 2019; Riedle et coll. 2020; LPT 2020, comme cité dans
EFSA 2021a). Des signes de modification des modes d’expression des génes dans le célon distal des souris
a la suite de I"'administration par gavage du TiO, de qualité alimentaire dispersé dans I’eau ont également
été signalés, y compris des changements dans I'expression des genes impliqués dans les réponses
immunitaires, le stress oxydatif, le développement du cancer colorectal et la réparation de I’ADN, entre
autres (Urrutia-Ortega et coll. 2016; Proquin et coll. 2018a,b). Cependant, en raison des limites de la
conception de I'étude (p. ex. faible taille de I’échantillon et utilisation d’un paradigme de dosage qui n’est
pas pertinent pour I'exposition alimentaire humaine au TiO,); on ne sait pas si des changements
semblables dans les génes et/ou leurs produits exprimés différemment seraient observés dans le tissu du
colon apres I’exposition alimentaire auTiO, de qualité alimentaire.

Les voies possibles de résultats indésirables apres I’exposition au TiO, par voie orale ont récemment été
évaluées par Brand et coll. (2020) et Braakhuis et coll. (2021). Pour ce qui est des effets dans le TGl
(changementsnéoplasiques dans I'épithélium intestinal), il a été supposé qu’apres I’absorption cellulaire,
les particules de TiO, produisent des ERO, du stress oxydatif et de I'inflammation chronique menant a des
dommages tissulaires, a des dommages a ’ADN et a une hyperplasie régénérative. En plus du tissu des
intestins, Brand et coll. (2020) ont étudié les mécanismes possibles de toxicité du TiO, sur le foie humain
apresexposition orale, bien que ces effets hypothétiques aient également été fondés sur des événements
clés semblables (ERO, stress oxydatif, inflammation). Ces auteurs ont également noté des résultats
incohérents entre les études et ont suggéré que la formulation d’un article de test (dispersions liquides
par rapport au régime alimentaire) et la formation de la couronne protéique affectent grandement la
toxicité des particules de TiO, et peuvent expliquer les écarts. L’association de I'inflammation chronique
a la transformation néoplasique est bien établie et considérée comme un mécanisme seuil. Braakhuis et
coll. (2021) ont fait remarquer que les données disponibles montrent des résultats incohérents en ce qui
concerne I'induction de I'hyperplasie épithéliale intestinale aprés I'ingestion de TiO, et que la formation
de tumeurs n’a pas été observée lors de I'essai biologique de deux ans sur les rongeurs (NCI 1979).

Le groupe FAF de I'EFSA (2021a) mentionne gu’il existe « des preuves de I'existence de plusieurs modes
d’action pour la génotoxicité qui peuvent fonctionner en paralléle », car les TiO,-NP peuvent interagir
directement avec I’ADN ou générer directement des ERO en raison de leurs propriétés intrinseques. Bien
gu’aucune étude ne montre que le E171 lie directement I’ADN et/ou interfére avec I'appareil mitotique
(ANSES 2019), le Comité scientifique européen pour la sécurité des consommateurs (SCCS 2018) arelevé
que les TiO,-NP auraient été localisés dans le noyau dans plusieurs études (citant Andersson et coll. 2011;
Lankoff et coll. 2012; Ahlinder et coll. 2013) et, par conséquent, un mécanisme génotoxique primaire par
interaction directe avec '’ADN ne peut étre exclu. Le Comité mentionne que de trés petites particules
(<10 nm) peuvent pénétrer dans le noyau par I'intermédiaire d’'un mécanisme de transport des pores
nucléaires réglementé par les récepteurs, tandis que les particules plus grosses pourraient avoir acces
pendant la division cellulaire lorsque la membrane nucléaire est dissoute (SCCS 2018). Les trois études
citées ont été menées in vitro a partir de cellules A549, qui constituent une lignée cellulaire immortalisée
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dérivée d’un alvéolaire adénocarcinomigue humain. Dans la premiére étude citée (Andersson et coll.
2011), les TiO,-NP (anatase et rutile, diametres variables allant de 5 a3 60 nm) ont été absorbés par les
cellules A549 lorsqu’elles ont été ajoutées au milieu de culture a des concentrations allant de 5 a
200 pg/ml. Bien que les TiO,-NP aient été trouvés a proximité du noyau, la microspectroscopie Raman et
la MET n’ont pas révélé leur présence dans le noyau. Dans I'étude de Lankoff et coll. (2012), les auteurs
ont trouvé des NP d’argent (Ag) (diamétre de 20 nm) dans le noyau des cellules A549, mais pas dans les
cellules HepG2 (dérivées du foie) ou THP-1 (lignée cellulaire monocytaire); Les TiO,-NP (anatase/rutile,
21 nm) n’ont pas été trouvés dans le noyau de cellules par MET ou SEM. Dans I’étude de Ahlinder et coll.
(2013), menée par les mémes auteurs que Andersson et coll. (2011), les cellules A549 ont été exposées
aux TiO,-NP (anatase, taille primaire de particules, 21 nm) dans des milieux de culture a une concentration
de 10 pg/ml. Aprés 4 ou 48 h d’incubation, I'absorption des particules a été évaluée a I'aide de la
spectroscopie Raman. Contrairement a I'étude précédente du méme groupe et malgré une méthodologie
similaire, une « fraction remarquablement élevée » des voxels classés comme appartenant au noyau
cellulaire a été observée avec une analyse d'image Raman hyperspectrale (37 %, ou 21 des
57 observations). Par MET cependant, les TiO,-NP « semblent étre entrés dans le noyau cellulaire » dans
seulement 2 des 30 images étudiées. Les auteurs ont recommandé que d’autres études MET aient recours
a I'EDX afin de résoudre cette divergence.

Bien que Singh et coll. (2007) ne soient pas cités par SCCS (2018), les auteurs de cette étude ont également
examiné la distribution des particules « fines » (40 — 300 nm) et « ultrafine » (20 —80 nm) de TiO, dans les
cellules A549. Comme pour les résultats d’Andersson et coll. (2011), les particules « ont souvent été
observées a coté du noyau, mais jamais a I'intérieur du noyau ». Hackenberg et coll. (2011) ont exposé
des lymphocytes sanguins périphériques humains de 10 donneurs males aux TiO,-NP (anatase, diamétre
de 153 30 nm) a des concentrations allant de 203 200 pug/mlpendant 24 h. Sur 100 cellules analysées par
MET, un dépot de particules intranucléaires aurait été observé dans une cellule. Toutefois, il n’est pas
précisé comment les dépots intranucléaires se distinguaient des dépots périnucléaires. Dans une étude in
vivo ou des rats BR WKY/NCrl males (n = 10) ont été exposés par intubation endotrachéale a un aérosol
contenant des TiO,-NP ultrafines (le matériau se composait principalement d’agglomérats avec un
diamétre médian de 22 nm et une taille estimée des particules primaires de 4 nm, forme cristalline non
déclarée) a une concentration de masse de 0,11 mg/m?3 pendant une heure, la localisation des particules
par MET couplée a la spectroscopie par perte d’énergie des électrons parallele (SPEE paralléle), a
I'imagerie par spectroscopie d’électronet al'imagerie SPEE a été effectuée 24 h apres I'exposition (Geiser
et coll. 2005). Les auteurs rapportent que les particules ont été principalement localisées dans le
cytoplasme et seulement rarement dans le noyau. De maniere particuliére, toutes les particules
administrées dans cette étude qui ne sont pas présentes sous forme d’agglomérats se situent dans la
plage de taille que le SCCS (2018) a signalée comme étant a méme de traverser les pores nucléaires.

Vila et coll. (2018) ont étudié I'absorption cellulaire in vitro de particules de TiO, dans les cellules Caco-2.
Bien qu’elle soit dérivée d’un adénocarcinome du célon humain, la lignée cellulaire Caco-2 conserve la
capacité de se différencier en monocouche avec plusieurs des propriétés typiques des entérocytes
absorbants de l'intestin gréle (Leah 2015). Dans cette étude, les particules de NM-100 (anatase Dsg =
104,01 = 39,42nm) ont été dispersées dans 0,05 % d’'ASB selon le protocole de dispersion de
NANOGENOTOX et les cellules Caco-2 ont été incubées avec 100 pg/ml de TiO, pendant 24 heures. Apres
I’exposition, les cellules ont été colorées et les particules visualisées au moyen de la microscopie confocale
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a balayage laser. Les auteurs rapportent que les cellules indifférenciées Caco-2 ont internalisé un grand
nombre d’agrégats de TiO, dans les cellules, y compris dans le noyau. Dans les cellules différenciées,
cependant, beaucoup moins d’absorption a été observée et les particules se trouvaient principalement
dans la membrane apicale des cellules, mais pas associées au noyau ou a I'intérieur de celui-ci. Dans une
étude de suivi, ces auteursont utilisé une culture tridimensionnelle des cellules Caco-2/HT29/Raji-B pour
produire un modele tridimensionnel plus réaliste, les cellules HT29 étant des clones de cellules
caliciformes et de cellules Raji-B se différenciant en cellules de type M capables de transporter les
particules par transcytose. La co-culture a été semée et a pu s’'établir pendant 21 jours, a ce moment-la
100 pg/ml de TiO, a été introduit et les cellules ont été incubées pendant 24 heures avant |'analyse par
microscopie confocale. Dansce systéeme d’essai, des particules ont de nouveau été observées a I'intérieur
des cellules et, bien gqu’il soit démontré qu’elles sont associées au noyau, elles ne semblent pas avoir pu
pénétrer dans le noyau.

Plusieurs autres études ont également rapporté la présence de TiO,-NP dans le noyau des cellules. Chan
et coll. (2011) ont étudié la toxicité in vitro des particules d’anatase non recouvertes (Dso = 25 nm) dans
des cellules HaCaT, qui sont dérivées d’une lignée de cellules kératinocytesimmortalisées établie a partir
de cellules adultes de la peau humaine. Les TiO,-NP ont été soniquées pendant 30 min. avant d’étre
ajoutées aux cellules a des concentrations de 10, 50, 100, 200 ou 300 ug/ml. Aprés 4 h d’incubation, les
cellules ont été lavées et fixées avant d’étre déshydratées, intégrées dans la résine époxyde Epon812 et
découpées par microtome en des sections de 60 nm. L’accumulation et la distribution intracellulaires des
TiO,-NP a été évaluées par MET et il a été observé que la majorité des particules étaient présentes dans
le cytoplasme sous forme d’agglomérats. Cependant, a la concentration la plus élevée de 300 pug/ml, la
présence des particules a été observée dans le noyau des cellules. Shukla et coll. (2011) ont également
exposé des cellules du carcinome épidermoide humain (cellules A431) aux TiO,-NP, plus précisément une
anatase non sphérique avec une taille moyenne des particules primaires par MET de ~ 50 nm (source et
méthode de fabrication non rapportées) et examiné par MET la distribution sous-cellulaire. Les particules
ont été dispersées dans les milieux de culture par sonication et appliquées aux cellules a des
concentrations allant de 0,0025 a 25 pg/cm? (volume non rapporté pour comparaison avec les
concentrations utilisées par Chan et coll. 2011). Les cellules ont été incubées avec des particules pendant
6 h avant d’étre récoltées, fixées et préparées pour I'analyse MET. Les auteurs ont signalé que les TiO,-NP
30-100 nm se trouvaient principalement dans le cytoplasme, mais que certaines étaient aussi présentes
dans le noyau, tandis que les agglomérats > 500 nm demeuraient a I'extérieur des cellules (aucun détail
sur les effets de la concentration n’a été mentionné).

Dans Chan et coll. (2011) et Shukla et coll. (2011), les particules appliquées aux cellules étaient trop
grandes pour réussir a accéder a I'intérieur du noyau par le transport via les pores nucléaires régulés par
les récepteurs, une voie qui selon le SCCS (2018) peut s’appliquer aux particules de < 10 nm de diamétre.
Par conséquent, ces particules ne pourraient probablement avoir accés au noyau que par un
enfermement accidentel lorsque I'enveloppe nucléaire se désassemble et se réassemble au cours de la
mitose. Le temps de doublement des lignées cellulaires immortalisées varie en fonction des conditions de
culture, mais pour les cellules HaCaT et A431, il est généralement de I'ordre de 24 h. Il est peu probable
gue les cellules soient confluentes dans les conditions de I'essai et qu’elles proliferent donc, bien que les
périodes d’exposition (4 et 6 heures pour Chan et coll. [2011] et Shukla et coll. [2011], respectivement)
soient bien inférieures a la durée du cycle cellulaire des lignées cellulaires utilisées. De plus, ces deux
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études ont déterminé que les particules se trouvaient a I'intérieur du noyau gracea I'imagerie MET. Les
images MET sont des projections bidimensionnelles et, par conséquent, il peut étre difficile de déterminer
avec certitude siune particule se trouve dans le noyau ou plutét si elle est associée a I’enveloppe nucléaire
sur la seule base de I'imagerie MET standard (c.-a-d. sans l"utilisation d’une série d’inclinaisons ou de
méthodes spécialisées semblables pour rendre les imagestridimensionnelles ou pour examiner plusieurs
plans focaux). Les particules peuvent également étre situées dans des plis du noyau cellulaire, ce qui peut
donner lieu a des imagestrompeuses dans lesquelles elles apparaissent a I'intérieur du noyau lorsqu’elles
n’y sont pas en réalité, comme le décrit Pan et coll. (2009).

Récemment, I'absorption cellulaire in vitro de 5 types de TiO,, y compris E171, a été étudiée dans les
cellules TK6 (lymphoblastes humains) et A549 (Evans et coll. 2021b). Le E171 a été identifié sous
I"appellation E171-E, dont le diameétre médian des particules (Dsg) était de 99,9 + 2,0 nm et qui contenait
environ 50 a 51 % des particules constitutives a I’échelle nanométrique (LNE 2020). Les quatre autres
particules ont été identifiées sous les appellations G6-3 (un TiO,-NP rutile revétu d'alumine et d'un
organique hydrophobe, Ds5y=9,2 + 2,0 nm), G2-5 (TiO,-NP anatase non revétu, Dsq=5,5 + 2,0 nm), G3-1
(TiO, rutile pigmentaire non revétu, Dso = 146,9 = 5,9 nm) et G4-19 (TiO, rutile pigmentaire revétu
d'alumine et de polyol, Dso=177,5+ 3,9 nm). Toutes les particules ont été dispersées par ultrasons selon
le protocole de dispersion de NANOGENOTOX. Une évaluation de la cytotoxicité a été effectuée afin de
déterminer la concentration la plus appropriée pour I'évaluation de I'internalisation cellulaire par MET. La
viabilité des cellules a été évaluée a la suite de I'exposition des cellules aux matériaux d’analyse a des
concentrations allant de 1 a 100 pg/cm? pendant 24 ou 72 h. On n’a observé aucune diminution
statistiguement significative de la viabilité des cellules pour I'un ou I'autre des matériaux d’analyse a
aucune des concentrations utilisées a 24 ou 72 h d’exposition. A la lumiére de ces résultats, la dose la
plus élevée a été initialement choisie pour I'analyse de I’absorption cellulaire, mais on a ensuite déterminé
gue la forte concentration de particules entrainait des anomalies structurelles lorsque les cellules étaient
sectionnées pour MET. Pour réduire cet artefact, une concentration de 10 pug/cm? a été utilisée. Dans la
lignée cellulaire A549, tous les matériaux d’analyse ont été identifiés dans le cytoplasme, mais aucune
absorption nucléaire de quelque matériau que ce soit n’a été observée. Dans la lignée cellulaire TK6, seul
G3-1 a été observée comme ayant été internalisée et a toujours été localisée dans le cytoplasme. Les
auteurs ont noté que certaines images MET suggéraient une absorption possible des particules par le
noyau cellulaire, mais qu’en défocalisant I’échantillon, il était évident qu’elles étaient sur différents plans
focaux. Les auteurs suggerent que la préparation de I'échantillon, comme le sectionnement par
ultramicrotome, peut aussi produire des artefacts en transférant des particules de la résine et en les
déposant sur le dessus ou le bas des sections. L'absorption cellulaire in vitro du E171 a également été
étudiée dans des cellules CHO par imagerie MET (Evans et coll. 2021a). Aucun signe d'internalisation
cellulaire n'a été observé dans les cellules CHO traitées avec le E171-E (propriétés décrites ci-dessus) a
une concentration de 30 pg/ml, avec ou sans activation métabolique.

Résumeé

Dans I'ensemble, les données disponibles suggérent que méme les TiO,-NP ultrafines (< 30 nm) ne sont
pas facilement absorbées par le noyau cellulaire dans les études in vitro, et aucune preuve convaincante
n’existe pour les particules plus grosses ou pour les TiO,-NP dans une matrice alimentaire. Par conséquent,
il N’y a que tres peu de preuves a |'appui de la plausibilité biologique d'une hypothése génotoxique
alternative impliquant une interaction directe des TiO,-NP avec I’ADN, et aucune preuve ne suggéere qu’un
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mécanisme génotoxique direct soit pertinent pour I'exposition au TiO, de qualité alimentaire par voie
orale. La prépondérance des données probantes est conforme a la génotoxicité secondaire par suite de la
générationd’ERO et de I'inflammation persistante.

8. Lacunes dans les connaissances et facteurs a prendre en considération pour les
futures recherches

Plusieurs lacunes dans les connaissances ont été relevées dans le cadre du processus d’examen et sont
décrites ci-dessous dans le but d’encourager d’autresrecherches.

La Direction des aliments de Santé Canada a demandé des renseignements supplémentaires aux
intervenants au sujet des pratiques de I'industrie alimentaire dans la dispersion du TiO, et a été informé
que la sonication ou d’autres méthodes intensives qui décomposent les agglomérats en leurs particules
constitutives ne sont pas utilisées pour disperser le TiO, dans la fabrication d’aliments ou de boissons
(Association internationale des fabricants de couleurs, comm. pers. 11 mars2022; Titanium Dioxide
Manufacturers Association, comm. pers. 13 mai 2022). Cependant, afin de caractériser le risque pour la
santé humaine associé a I’exposition au TiO, comme additif alimentaire au Canada, il sera important de
déterminer dans quelle mesure les articles de test du TiO, utilisés dans les études de recherche futures
(en termes de distribution de la taille des particules, de techniques de préparation d’échantillons, de
concentrations, etc.) ressemblent aux formes de TiO, de qualité alimentaire auxquelles les Canadiens sont
exposeés. De plus, des études bien congues visant a examiner le devenir des particulesde TiO, dans le tube
digestif et le r6le de la matrice alimentaire dans I’atténuation des effets potentiels de contact sur le site,
comme 'inflammation dans des conditions biologiquement pertinentes, sont nécessaires.

Les études qui dispersent le TiO, de qualité alimentaire dans de simples matrices de liquide n’ont pas de
pertinence claire pour la caractérisation des dangers du TiO, non dispersé comme constituant de
I'aliment. Ces méthodes de dispersion sont destinées a l'identification des dangers des particules
constitutives du matériel (particules primaires et agglomérats réduits) et sont considérées comme
représentant un « scénario catastrophe », car, de facon réaliste, les humains sont exposés a ces particules
constitutives sous la forme d’agglomérats plus grands et en présence d’une matrice alimentaire. Dans
certaines conditions, les méthodes utilisées pour décomposer les agglomérats et former des dispersions
homogenes peuvent également produire des altérations involontaires dans I'objet d’essai et/ou le
véhicule de dispersion, de sorte que le matériel utilisé dans les systemes d’essai peut posséder des
propriétés qui ne sont pas présentes dans la forme vierge et non soniquée. Par conséquent, la mesure
dans laquelle la préparation de I’échantillon contribue a I'obtention de réponses biologiques constitue
une lacune dans I'interprétation de la base de données concernant I'innocuité du TiO, dans les aliments.

Aucune préoccupation immédiate concernant la génotoxicité de la forme actuelle de TiO, ajoutée aux
aliments n’a été relevée dans le cadre de cet examen. Cependant, étant donné le nombre limité d’études
de génotoxicité in vivo disponibles menées avec du TiO, de qualité alimentaire, il est recommandé

95
Etat des connaissances scientifiques sur le dioxyde de titane (TiO,) en tant qu’additif alimentaire



Direction des aliments, Santé Canada Juin 2022

d’effectuer plus de recherches pour confirmer ces résultats. Plus précisément, il est nécessaire d’effectuer
des essais de génotoxicité in vivo conformes aux recommandations de I'OCDE et des BPL afin de confirmer
gue le TiO, de qualité alimentaire n’a pasle potentiel d’ induire des mutations génétiques, des aberrations
chromosomiques, la formation de micronoyaux et des dommages a I’ADN sur le site de contact (c’est-a-
dire, le tissu du tube digestif).

Il n’y avait pas non plus de préoccupations immédiates que le TiO, de qualité alimentaire puisse étre
intrinsequement immunogene, mais il peut moduler les réponses immunitaires aux protéines allerg énes
en agissant comme adjuvant in vitro. Une publication récente de Phue et coll. (2020) a démontré que les
particules de TiO, de qualité alimentaire sont capables de se lier aux protéines du lait et de modifier leur
structure dans une certaine mesure in vitro; cependant, I'ampleur est relativement faible et I'importance
biologique n’est pas claire. D’autresrecherches sont nécessaires pour confirmer I'importance potentielle
de cette constatation in vivo.

9. Résumé des constatations

La base de données sur laquelle repose la caractérisation desdangersdu TiO, est complexe; de nombreux
facteurs contribuent collectivement a la mauvaise reproductibilité des résultats d’essai et peuvent
expliquer I'existence de résultats contradictoires pour presque tous les paramétres examinés. Parmi ceux-
ci, la variabilité élevée entre les articles de test a donné lieu a I’évaluation, sous le manteau du TiO,, de
substances ayant des propriétés physicochimiques, une biodisponibilité et une toxicité inhérente, trés
différentes*?. Par exemple, les TiO,-NP modifiés sont souvent utilisés comme substituts dans les essais de
toxicité pour représenter la fraction de particules a I'échelle nanométrique dans le TiO, de qualité
alimentaire. Cependant, contrairement au TiO, de qualité alimentaire, ces particules ont une distribution
entiérement a I’échelle nanométrique. Elles ont généralement une fraction importante de particules de
moins de 30 nm de taille et peuvent étre fabriquées par divers procédés qui menent a des propriétés de
surface différentes et ne sont donc pas représentativesdu matériel de qualité alimentaire. De plus, dans
de nombreuses études, I'article de test n’est pas caractérisé de fagon adéquate, est mal décrit ou pas
décrit du tout, ce qui rend difficile la détermination de la similitude ou de la pertinence pour le TiO, de
qualité alimentaire. Il est également bien établi que les particules de TiO, sont susceptibles de former des
agglomérats, les particules plus petitesayant une plus grande propension al'agrégation que les particules
plus larges (Zhou et coll. 2013). De plus, les particules de TiO, lient rapidement et avidement d’autres
macromolécules comme les protéines a leur surface, ce qui modifie leur taille, leur état d’agglomération
et leur bioaccessibilité (Winkler et coll. 2018). Par conséquent, le paradigme de formulation et de
posologie de la dose est peut-étre aussi significatif que I'identité de I’article de test dans la détermination
des résultats des essais de toxicité in vivo et in vitro.

Les préoccupations potentielles en matiére de toxicité du TiO, de qualité alimentaire semblent étre
largement motivées par des études qui étaient congcues pour identifier les dangers des particules
constitutives du matériel (particules primaires et agglomérats réduits) par opposition au matériel intact
tel qu’il est présent dans le régime alimentaire. Comme les études sur I'alimentationrefletent le mieux la
facon dont les humains sont exposés au TiO, dans les aliments et qu’on leur a fourni des preuves d’un

42 Ces variabilités incluent, mais sans s’y limiter, |la taille des particules et la distribution des tailles, I’état
d’agglomération, la morphologie, |a structure cristalline, les revétements et le fonctionnalisation.
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effet important de la matrice alimentaire, les résultats des études sur I'alimentation ont recu la plus
grande attention dans cette étude. Le TiO, de qualité alimentaire contient également une fraction
importante de particulesa I’échelle nanométrique et, par conséquent, les études menées avecle TiO, de
qualité alimentaire évalueront simultanément la toxicité de tout TiO,-NP qui pourrait étre présent. De
plus, les études conformes aux lignes directrices des BPLet de I'OCDE ont été jugées les plus fiables et de
la plus haute qualité; par conséquent, ces études ont regu la plus grande attention dans le cadre de cet
examen.

Dans I’ensemble, la Direction des aliments de Santé Canada a constaté ce qui suit :

Preuve d’absorption orale tres faible et dépendante de la taille des particules de TiO, chez les
rongeurs et les humains qui peut se produire principalement par l'intermédiaire des tissus
lymphoides intestinaux, la matiére absorbée étant principalement conservée dans les intestins, le
foie, la rate et les reins (Bettini et coll. 2017; Coméra et coll. 2020; Farrell et Magnuson 2017,
Heringa et coll. 2018; Hummel et coll. 2014; Peters et coll. 2020; Riedle et coll. 2020; Talamini et
coll. 2019; EBRC2022). Une seule étude toxicocinétique conforme aux lignes directrices de I"OCDE
et des BPLavec le TiO, de qualité alimentaire a été relevée dans la littérature (Farrell et Magnuson
2017). Dans cette étude, I'exposition répétée au TiO, de qualité alimentaire dans le régime
alimentaire a des concentrations de 200 ppm (équivalant a 30 mg/kg pc/j) pendant 7 jours n’a
donné lieu a aucune absorption ou distribution appréciable dans les tissus ou les organes et
aucune preuve d’accumulation dans le foie, les reins ou les muscles de rats males ou femelles.
Une deuxieme étude non publiée sur la toxicocinétique a plusieurs sites, menée conformément
aux lignes directrices de I'OCDE et des BPL, a été présentée a Santé Canada par I'industrie (EBRG,
2022). Dans cette étude, la biodisponibilité relative maximale de 5 gradesdifférents de TiO, était
d’environ 0,001 % apres une dose orale unique de 1000 mg/kg pc chez les rats CD.

Des preuves de faibles concentrations de Ti détectées dans les placentas et le méconium des
nouveau-nés et des études ex vivo ont démontré que les particules de E171 étaient capables de
traverser la barriere placentaire dans une faible mesure (Guillard et coll. 2020).

Les particules de TiO, avaient une toxicité orale aigué trés faible chez les souris et les rats, avec
une DLsg orale aigué estimée supérieure a 5 000 mg/kg pc basée sur deux études conformes aux
lignes directrices de I’OCDE (Wang et coll. 2007; Warheit et coll. 2007).

Il nya aucune preuve cohérente de lésions prénéoplasiques dans les c6lons de rongeurs exposés
au TiO, de qualité alimentaire par voie orale. Bien que des preuves de CA et de FCA aient été
relevées dans une seule étude non recommandée dans laquelle les rats étaient exposés a du TiO,
de qualité alimentaire dispersé dans |'eau potable a des doses d’environ 10 mg/kg pc/j pendant
100 jours (Bettini et coll. 2017), ces résultats n"ont pu étre reproduits dans aucune étude
alimentaire subséquente lorsque des doses considérablement plus élevées, jusqu’a environ 236
a 300 mg/kg pc/j pendant 100 jours dans une étude non recommandée (Blevins et coll. 2019) et
jusqu’a 1 000 mg/kg pc/j pendant environ 18 a 19 semaines dans une étude conforme aux lignes
directrices de I'OCDE (LPT 2020 citée dans EFSA 2021a). De plus, une étude conforme aux lignes
directricesde I’OCDE qui administrait du TiO, de qualité alimentaire dispersé dans |'eaua des rats
par gavage orala desdoses allant jusqu’a 1 000 mg/kg pendant 90 jours n’a démontré aucun effet
lié au traitement dans les parametres bruts ou histopathologiques, y compris les changements
histopathologiques dans le tube digestif (Han et coll. 2000).

97

Etat des connaissances scientifiques sur le dioxyde de titane (TiO,) en tant qu’additif alimentaire



Direction des aliments, Santé Canada Juin 2022

Il ny a aucune preuve de cancérogénicité, de toxicité chronique ou d’autres lésions non
néoplasiques du tube digestif dans un essai biologique bien mené et de deux ans sur le cancer
chez des souris et des rats males et femelles utilisant des concentrations alimentairestrés élevées
(jusqu’a 50 000 ppm ou 5% p/p) d’'une forme de TiO, qui est hautement comparable au TiO,
actuellement utilisé dans les aliments (NCl 1979). Cette étude a été menée conformément aux
lignes directrices de 1976 de la NCI sur la toxicité chronique et la cancérogénicité chez les petits
rongeurs, ce qui est trés semblable aux recommandations actuelles et, par conséquent, cette
étude est considérée fiable.

Aucune préoccupation immédiate en ce qui concerne la génotoxicité du TiO, de qualité
alimentaire n’a été relevée, les trois études considérées comme les plus fiables et les plus
pertinentes produisant des résultats négatifs in vivo (Bettini et coll. 2017; Shelby et coll. 1993;
Shelby et Witt 1995). Bien que certains résultats de génotoxicité positifs avec des matériaux de
TiO, de qualité alimentaire et non alimentaire aient été signalés tant in vitro qu’in vivo, il a été
constaté une faible confiance dans la fiabilité et la pertinence de ces résultats en raison de la
mauvaise conception de I'étude, de la non-conformité aux lignes directrices de I'OCDE pour les
essais, de |'utilisation de lignées cellulaires ou d’articles de test inappropriés, ainsi que de
I'incertitude quant a la pertinence biologique des effets génotoxiques positifs. [In’y a pas non plus
de preuve que la génotoxicité a été exprimée sous la forme d’'un parametre apical fondé sur
I’absence de cancérogénicité dans un essai biologique de deux ans sur le cancer chez des souris
et des rats exposés a des concentrations alimentairestres élevées (50 000 ppm ou 5 % p/p) d’un
article de test hautement comparable au TiO, de qualité alimentaire.

Il n’y a aucune preuve cohérente d’inflammation ou d’immunotoxicité dans le tube digestif des
rongeurs exposés a la TiO, de qualité alimentaire par voie orale. Bien que quelques études non
recommandées suggéerent que le TiO, de qualité alimentaire administré dans I'eau peut
provoquer une inflammation ou une dysrégulation immunitaire chez les souris et les rats males a
des doses allant jusqu’a 50 mg/kg pc/j (par exemple, Pinget et coll. 2020; Bettini et coll. 2017;
Talamini et coll. 2019), ces résultats n’ont pas été observés lorsque le TiO, de qualité alimentaire
a été administré dans le régime alimentaire dans une étude non recommandée chez lesrats males
a des doses allant jusqu’a environ 236-300 mg/kg pc/j (Blevins et coll. 209), chez les souris méles
et femelles a des doses allant jusqu’a 100 mg/kg pc/j pendant 18 semaines (Riedle et coll. 2020),
dans une étude EOGRT conforme aux lignes directrices de I'OCDE chez les rats males et femelles
a des doses allant jusqu’a 1 000 mg/kg pc/j (LPT 2020 comme cité dans EFSA 2021a) ou dans un
essai biologique chronique de deuxans avec une forme de TiO, hautement comparable a la forme
de TiO, ajoutée a I'alimentation a des concentrations allant jusqu’a 5 % p/p chez les souris et les
ratsmales et femelles (NCI 1979). De plus, aucune anomalie histopathologique liée au traitement
n’a été observée dans la rate, le thymus, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse, et
aucune observation hématologique anormale n’a été signalée pour les parametresimmunitaires
dans I'EOGRT (LPT 2020, tel que cité dans EFSA 2021a) ou dans I’essai biologique chronique (NCI
1979). De méme, aucun changement lié au traitement des anomalies hématologiques ou
histopathologiques brutes dans les organes lymphoides n’a été observé chez les rats suite a
I’administration par gavage du TiO, de qualité alimentaire dispersé dans I'eau a des doses allant
jusqu’a 1 000 mg/kg pendant 90 jours dans une autre étude conforme aux lignes directrices de
I’OCDE (Han et coll. 2020).

Il ny a aucune preuve que le TiO, de qualité alimentaire était intrinsequement immunogéne in
vitro; cependant, il peut moduler les réponses immunitaires aux protéines allergénesen agissant
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comme adjuvant in vitro (Phue et coll. 2022). D’ autres recherches sont nécessaires pour confirmer
toute importance potentielle de cette constatation in vivo.

Il n’y a aucune preuve de toxicité pour la reproduction ou le développement ou d’anomalies
histopathologiques ou brutes dans les organes reproducteurs males ou femelles dans une étude
récente de 'EOGRT conforme aux lignes directrices des BPL et de I'OCDE sur les rats a la suite
d’une exposition alimentaire auTiO, de qualité alimentaire a des doses allant jusqu’a 1 000 mg/kg
pc/j (LPT 2020 tel que cité dans EFSA 2021a). Aucune autre étude fiable portant sur le TiO, de
gualité alimentaire n’a été relevée dans la littérature.

Il n’y a aucune preuve de neurotoxicité, de neurotoxicité développementale ou de changements
comportementaux chez les rongeurs exposés au TiO, de qualité alimentaire dans le régime
alimentaire. Les préoccupations liées a la neurotoxicité potentielle des particules de TiO, se
rapportent a des études non-directives qui administrent des articles de test qui ne correspondent
pas au TiO, de qualité alimentaire et qui utilisent des paradigmes de dosage oral qui ne
représentent pasI’exposition alimentaire humaine. Dansune étude récente de I'EOGRT conforme
aux lignes directrices de I'OCDE et des BPL, aucun effet lié au traitement n’a été observé dans
aucun parametre neurodéveloppemental ou neurofonctionnel et aucune anomalie
histopathologique ou brute n’a été détectée dans le cerveau ou les nerfs périphériques chez les
rats males et femelles exposés au TiO, de qualité alimentaire a des doses allant jusqu’a
1 000 mg/kg pc/j (LPT 2020 tel que cité dans EFSA 2021a). Notamment, lorsque des TiO,-NP de
gualité non alimentaire ont été administrés par le régime alimentaire dans le cadre d’une étude
conforme aux lignes directrices de I’OCDE, aucune preuve de neurotoxicité, d’anomalies
comportementales ou de changements neuropathologiques dans le cerveau n’a été observée
chez les souris males et femelles a des doses allant jusqu’a environ 2 000 mg/kg pc/j pendant 28
jours (Sofranko et coll. 2020).

Enrésumé, a la lumiere d’un examen des données scientifiques disponibles sur les utilisations alimentaires
du TiO,, la position de la Direction des aliments de Santé Canada est qu’il n’existe aucune preuve
scientifique concluante que I’additif alimentaire TiO, est une préoccupation pour la santé humaine. Bien

que certaines incertitudes dans la base de données aient été cernées qui pourraient tirer profit d'une
recherche plus approfondie, le poids des données disponibles suggére que ces lacunes dans les données
ne sont pas assez importantes pour justifier une approche plus prudente a I'heure actuelle. Comme c’est
le cas pour les additifs alimentaires en général, la Direction des aliments de Santé Canada continuera de
surveiller les nouvelles connaissances scientifiques concernant I'innocuité du TiO, en tant qu’additif
alimentaire et ces conclusions pourraient étre réexaminées si de nouvelles informations scientifiques

devenaient disponibles.
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Annexe A — Stratégie de recherche de documents

EMBASE

Database(s): Embase 1974 to 2021 June 29
Search Strategy:

Juin 2022

#

Searches

Results

1

*titanium dioxide nanoparticle/ or *titanium dioxide/

16285

(Titanium dioxide or 13463-67-7 or E171 or E 171 or Pigment White 6 or Titanium oxide or 1385RN 59 or
1700 White or 234DA or 500HD or 63B1 White or "A 200 (pigment)" or "A 330 (pigment)" or A-Fil or A-Fil
Cream or A-FN 3 Aerolyst 7710 or Aerosil P 25 or Aerosil P 2556 or Aerosil P 27 or Aerosil T 805 or AI3-
01334 or"AK 15 (pigment)" or "Amperit 780.0" or AMT 1000or AMT 600 or Anatase or Atlas white titanium
dioxide or AUF 0015S or Austiox R-CR 3 or "B 101 (pigment)" or Bayer R-FD 1 or Bayertitan A or
Bayertitan AN 3 or Bayertitan R-FD 1 or Bayertitan R-FK 21 or Bayertitan R-FK-D or Bayertitan R-KB 2 or
Bayertitan R-KB 3 or Bayertitan R-KB 4 or Bayertitan R-KB 5 or Bayertitan R-KB 6 or Bayertitan R-U 2 or
Bayertitan R-U-F or Bayertitan R-V-SE 20 or Bayertitan T or Bistrater L-NSC200C or Blend White 9202 or
BR 29-7-2 or Brookite or "C97 (oxide)" or C-Weiss 7 or "C.I. 77891" or "C.I. Pigment White" or Cab-O-T1
or Calcotone White T or CG-T or CI 77891 or CI Pigment white 6 or CL 310 or Cosmetic Hydrophobic TiO,
9428 or Cosmetic Micro Blend TiO; 9228 or Cosmetic White C47-5175 or Cosmetic White C47-9623 or
Hombitan or Hombitan R 101D or Hombitan R 610K or Horse head a-410 or Horse Head A-410 or Horse
head a-420 or Horse Head A-420 or Horse head r-710 or Horse Head R-710 or KH 360 or Kronos 2073 or
Kronoscl 220 or Kronos RN 40P or Kronos RN 56 or Kronos titanium dioxide or Levanox White RKB or
NCI-C04240 or NCI-C04240 or NSC 15204 or Orgasol 1002D White 10 Extra Cosor "P 25 (oxide)" or
Pigment White 6 or Rayox or Rutile or Runa ARH 20 or Runa ARH 200 or Runa RH20 or Rutiox CR or Ti-
Pure or Ti-pure R900 or Ti-Pure R 901 or Tichlor or Tin dioxide dust or Tiofine or "Tiona T.D." or Tiona td
or Tioxide or Tioxide A-DM or Tioxide AD-M or Tioxide R XL or Tioxide R-CR or Tioxide R-SM or
"Tioxide R.XL" or Tioxide RHD or Tioxide RSM or Tipaque or Tipaque R 820 or Titafrance or Titan White
or Titandioxid or Titania or Titanic anhydride or Titanic oxide or Titanium dioxide or Titanium oxide or
Titanium peroxide or Titanium White or "Titanium(IV) oxide" or Titanox or Titanox 2010 or Titanox ranc or
"Trioxide(s)" or Tronox or Unitane or Uniwhite AO or Uniwhite KO or Zopaque or Zopaque or 1i10,13463-

67-7 or 15FIX9V2JP).tw,kw.

18317

1 or 2 [Titanium dioxide]

25095

*Food dye/ or *food additive/ or exp *food/ or exp *beverage/ or *foodintake/ or exp *diet/ or *dietary

exposure/ or *food contamination/ or exp *infant feeding/

629558

(foodor foods or feed or eat or eaten or diet or diets or dietary or drink* or consume or consumed or

consuming).tw,kw.

1508666
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(bakery or beer? or breast feed* or breastfeed* or cereal? or cider? or dairy or dietary or foodborne* or
foodstuff* or grape? or ((infant or baby) adj2 formula*) or fruit? or juice* or meat? or milk or mushroom* or

poultry or puree* or rice or spice? or vegetable* or wine?).tw,kw.

886601

(oral* adj4 (dos* or intak™ or administ* or expos™®)).tw,kw.

242759

((intravenous* or iv) adj4 (dos* or intak* or administ* or expos*)).tw,kw.

170415

*maternal exposure/ or *prenatal exposure/ or *meconium/ or (f?etal* or f?etus™ or infant? or intrauterine or
"in uter*" or maternal* or neonat* or "neo nat*" or newborn* or "newborn*" or "perinatal" or perinatal or

pregnan* or "pre natal" or prenatal or placenta* or meconium?).tw,kw.

1769881

10

or/4-9

4046735

11

3and 10

1911

12

exp *pharmacokinetics/ or exp *pharmacokinetic parameters/ or *pharmacodynamics/ or exp *drug

mechanism/ or exp *drug response/ or exp *pharmacodynamic parameters/ or *toxicokinetics/

541702

((Titanium dioxide or 13463-67-7 or E171 or E 171 or Pigment White 6 or Titanium oxide or I385RN 59 or
1700 White or 234DA or 500HD or 63B1 White or "A 200 (pigment)" or "A 330 (pigment)" or A-Fil or A-Fil
Cream or A-FN 3Aerolyst 7710 or Aerosil P 25 or Aerosil P 25S6 or Aerosil P 27 or Aerosil T 805 or AI3-
01334 or"AK 15 (pigment)" or "Amperit 780.0" or AMT 100 0or AMT 600 or Anatase or Atlas white titanium
dioxide or AUF 0015S or Austiox R-CR 3 or "B 101 (pigment)" or Bayer R-FD 1 or Bayertitan A or
Bayertitan AN 3 or Bayertitan R-FD 1 or Bayertitan R-FK 21 or Bayertitan R-FK-D or Bayertitan R-KB 2 or
Bayertitan R-KB 3 or Bayertitan R-KB 4 or Bayertitan R-KB 5 or Bayertitan R-KB 6 or Bayertitan R-U 2 or
Bayertitan R-U-F or Bayertitan R-V-SE 20 or Bayertitan T or Bistrater L-NSC200C or Blend White 9202 or
BR 29-7-2 or Brookite or "C97 (oxide)" or C-Weiss 7 or "C.I. 77891" or "C.1. Pigment White" or Cab-O-T1i
or Calcotone White T or CG-T or CI 77891 or CI Pigment white 6 or CL 310 or Cosmetic Hydrophobic TiO,
9428 or Cosmetic Micro Blend TiO; 9228 or Cosmetic White C47-5175 or Cosmetic White C47-9623 or
Hombitan or Hombitan R 101D or Hombitan R 610K or Horse head a-410 or Horse Head A-410 or Horse
head a-420 or Horse Head A-420 or Horse head r-710 or Horse Head R-710 or KH 360 or Kronos 2073 or
Kronoscl 220 or Kronos RN 40P or Kronos RN 56 or Kronos titanium dioxide or Levanox White RKB or
NCI-C04240 or NCI-C04240 or NSC 15204 or Orgasol 1002D White 10 Extra Cosor "P 25 (oxide)" or
Pigment White 6 or Rayox or Rutile or Runa ARH 20 or Runa ARH 200 or Runa RH20 or Rutiox CR or Ti-
Pure or Ti-pure R900 or Ti-Pure R 901 or Tichlor or Tin dioxide dust or Tiofine or "Tiona T.D." or Tiona td
or Tioxide or Tioxide A-DM or Tioxide AD-M or Tioxide R XL or Tioxide R-CR or Tioxide R-SM or
"Tioxide R.XL" or Tioxide RHD or Tioxide RSM or Tipaque or Tipaque R 820 or Titafrance or Titan White
or Titandioxid or Titania or Titanic anhydride or Titanic oxide or Titanium dioxide or Titanium oxide or
Titanium peroxide or Titanium White or "Titanium(IV) oxide" or Titanox or Titanox 2010 or Titanox ranc or

"Trioxide(s)" or Tronox or Unitane or Uniwhite AO or Uniwhite KO or Zopaque or Zopaque or 110,13463-

817
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67-7 or 15FIX9V2JP) and (absorb* or absorp* or adsorp* or bioavailab* or biotransform* or eliminat* or half
life or metabolis* or metaboliz* or plasma or accumulat™ or activat*® or clearance* or diffus* or distribut* or
excret* or inactivat* or kinetic* or penetrat® or releas* or retention* or retain* or chronopharmacokinetic* or
pharmacodynamic* or pharmacokinet* or neuropharmacol* or neuropharmacodynamic* or pharmacolo* or

toxicokinet*)).ti.

14

(absorb* or absorp* or adsorp* or bioavailab* or biotransform* or eliminat* or half life or metabolis* or
metaboliz* or plasma or accumulat* or activat® or clearance™* or diffus* or distribut* or excret* or inactivat*
or kinetic* or penetrat™® or releas* or retention* or retain* or chronopharmacokinetic* or pharmacodynamic*
or pharmacokinet* or neuropharmacol* or neuropharmacodynamic* or pharmacolo* or toxicokinet*).ab.

/freq=2

3903441

15

(((mode or modes or mechanism*) adj3 action*) or MoA).tw,kw.

225913

16

o1/12-15 [pharmacokinetics pharmacodynamics]

4431039

17

11 and 16 [TiO, pharmacokinetics]

592

18

exp adverse drug reaction/ or exp death/or drug safety/ or drug tolerance/ or drug interaction/ or food drug
interaction/ or herb drug interaction/ or exp postmarketing surveillance/ or exp risk assessment/ or safety/ or

exp side effect/or case report/

5047290

19

exp toxicity/or developmental toxicity/ or exp allergenicity/ or exp carcinogenicity/ or clastogen/ or exp

genetic damage/ or exp hypersensitivity/ or exp mutagenicity/ or exp mutagenesis/

1609096

20

reproductive success/ or reproductive health/ or exp pregnancy complication/ or exp pregnancy disorder/

580014

21

(adverse* or allerg* or death? or fatal* or harm or harms or harmful or hypersensitiv* or interaction* or
lethal* or risk or risks or safety or ((side* or acute or chronic) adj2 (effect* or event*))or tolera* or toxic* or
poison* or cardiotox* or cytotox* or dermatotox* or dermotox* or embryotox* or fetotox* or genotox* or
hepatotox* or hepatox*or immunotox* or maternotox™* or nephrotox* or neurotox* or ototoxic* or iatrogen*

or teratogen* or mutagen™® or cancer*® or carcin* or malign* or tumor* or tumour*® or case? report*).ti.

4909498

22

(adverse* or allerg* or death? or fatal* or harm or harms or harmful or hypersensitiv* or interaction* or
lethal* or (risk? adj2 assess*) or safety or tolera™ or toxic* or poison* or cardiotox™ or cytotox* or
dermatotox* or dermotox™ or embryotox™® or fetotox* or genotox* or hepatotox* or hepatox *or immunotox*
or maternotox* or nephrotox * or neurotox* or ototoxic* or iatrogen™® or teratogen* or mutagen*® or cancer* or

carcin*® or malign* or tumor® or tumour* or case? report*).ab. /freq=2

5368138

23

(((gene* or genomic* or dna or chromosom®) adj3 (damag* or repair* or adduct? or aberrat* or break* or

fragment*)) or clastogen® or micronucleus or mutation?).tw.

1163683

24

((reproduc* or pregnan* or gestat* or antenatal* or antepartum*) adj4 (tox* or fail* or disorder* or

complicat™® or health or aberrat* or success™ or unsuccessful* or loss* or resorp*)).tw.

158261
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25

((fetal or fetus or foetal or foetus or litter* or neonat* or offspring*) adj4 (complicat* or losing or loss* or lost

or malform* or prematur® or resorp*)).tw.

43320

26

or/18-25

11888683

27

3and (4 or5or6 or7) [TiO; food]

1684

28

26 and 27 [TiO;, AE]

603

29

limit 28 to yr="2016-Current"

376

MEDALL

Database(s): O vid MEDLINE(R) ALL 1946 to June 28,2021
Search Strategy:

#

Searches

Results

(Titanium dioxide or 13463-67-7 or E171 or E 171 or Pigment White 6 or T itanium oxide or 1385RN 59 or
1700 White or 234DA or 500HD or 63B1 White or "A 200 (pigment)" or "A 330 (pigment)" or A-Fil or A-Fil
Cream or A-FN 3 Aerolyst 7710 or Aerosil P 25 or Aerosil P 2556 or Aerosil P 27 or Aerosil T 805 or AI3-
01334 or"AK 15 (pigment)" or "Amperit 780.0" or AMT 1000or AMT 600 or Anatase or Atlas white titanium
dioxide or AUF 0015S or Austiox R-CR 3 or "B 101 (pigment)" or Bayer R-FD 1 or Bayertitan A or Bayertitan
AN 3 or Bayertitan R-FD 1 or Bayertitan R-FK 21 or Bayertitan R-FK-D or Bayertitan R-KB 2 or Bayertitan
R-KB 3 or Bayertitan R-KB 4 or Bayertitan R-KB 5 or Bayertitan R-KB 6 or Bayertitan R-U 2 or Bayertitan R-
U-F or Bayertitan R-V-SE 20 or Bayertitan T or Bistrater L-NSC 200C or Blend White 9202 or BR29-7-2 or
Brookite or "C97 (oxide)" or C-Weiss 7 or "C.I. 77891" or "C.I. Pigment White" or Cab-O-T1ior Calcotone
White T or CG-T or CI 77891 or CI Pigment white 6 or CL 310 or Cosmetic Hydrophobic TiO, 9428 or
Cosmetic Micro Blend TiO, 9228 or Cosmetic White C47-5175 or Cosmetic White C47-9623 or Hombitan or
Hombitan R 101D or Hombitan R 610K or Horse head a-410 or Horse Head A-410 or Horse head a-420 or
Horse Head A-420 or Horse head r-710 or Horse Head R-710 or KH 360 or Kronos 2073 or Kronoscl 220 or
Kronos RN 40P or Kronos RN 56 or Kronos titanium dioxide or Levanox White RKB or NCI-C04240 or NCI-
C04240 or NSC 15204 or Orgasol 1002D White 10 Extra Cosor "P 25 (oxide)" or Pigment White 6 or Rayox
or Rutile or Runa ARH 20 or Runa ARH 200 or Runa RH20 or Rutiox CR or Ti-Pure or Ti-pure R900 or Ti-
PureR 901 or Tichlor or Tin dioxide dust or Tiofine or "Tiona T.D." or Tiona td or Tioxide or Tioxide A-DM
or Tioxide AD-M or Tioxide R XL or Tioxide R-CR or Tioxide R-SM or "Tioxide R.XL" or Tioxide RHD or
Tioxide RSM or Tipaque or Tipaque R 820 or Titafrance or Titan White or Titandioxid or Titania or Titanic
anhydride or Titanic oxide or Titanium dioxide or Titanium oxide or T itanium peroxide or Titanium W hite or

"Titanium(IV) oxide" or Titanox or Titanox 2010 or Titanox ranc or "Trioxide(s)" or Tronox or Unitane or

Uniwhite AO or Uniwhite KO or Zopaque or Zopaque or Ti0,13463-67-7or 15FIX9V2JP).tw,kw,kf.

18857

exp *Food Additives/ or *Food Coloring Agents/ or exp *food/ or exp *eating/ or exp *diet/ or *Dietary

Exposure/ or exp *food contamination/ or exp *Infant Nutritional Physiological Phenomena/

1014641
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(foodor foods or feed or eat or eaten or diet or diets or dietary or drink™® or consume or consumed or

consuming).tw,kw,kf.

1211170

(bakery or beer? or breast feed* or breastfeed* or cereal? or cider? or dairy or dietary or foodborne* or
foodstuff* or grape? or ((infant or baby) adj2 formula*) or fruit? or juice* or meat? or milk or mushroom* or

poultry or puree* or rice or spice? or vegetable* or wine?).tw,kf.

776704

(oral* adj4 (dos* or intak* or administ* or expos*)).tw,kf.

181258

((intravenous* or iv) adj4 (dos* or intak* or administ* or expos*)).tw,kf.

127203

*Maternal Exposure/ or *Maternal-Fetal Exchange/ or *Meconium/ or (f?etal* or f?etus* or infant? or
intrauterine or "in uter*" or maternal* or neonat* or "neo nat*" or newborn* or "newborn*" or "perinatal" or

perinatal or pregnan® or "pre natal" or prenatal or placenta® or meconium?).tw,kw,kf.

1529769

or/2-7

3753899

1 and 8

1821

10

exp *Pharmacokinetics/ or *T oxicokinetics/

40318

11

((Titanium dioxide or 13463-67-7 or E171 or E 171 or Pigment White 6 or Titanium oxide or 1385RN 59 or
1700 White or 234DA or 500HD or 63B1 White or "A 200 (pigment)" or "A 330 (pigment)" or A-Fil or A-Fil
Cream or A-FN 3Aerolyst 7710 or Aerosil P 25 or Aerosil P 25S6 or Aerosil P 27 or Aerosil T 805 or AI3-
01334 or"AK 15 (pigment)" or "Amperit 780.0" or AMT 1000r AMT 600 or Anatase or Atlas white titanium
dioxide or AUF 0015S or Austiox R-CR 3 or "B 101 (pigment)" or Bayer R-FD 1 or Bayertitan A or Bayertitan
AN 3 or Bayertitan R-FD 1 or Bayertitan R-FK 21 or Bayertitan R-FK-D or Bayertitan R-KB 2 or Bayertitan
R-KB 3 or Bayertitan R-KB 4 or Bayertitan R-KB 5 or Bayertitan R-KB 6 or Bayertitan R-U 2 or Bayertitan R-
U-F or Bayertitan R-V-SE 20 or Bayertitan T or Bistrater L-NSC 200C or Blend White 9202 or BR29-7-2 or
Brookite or "C97 (oxide)" or C-Weiss 7 or "C.I. 77891" or "C.I. Pigment White" or Cab-O-Tior Calcotone
White T or CG-T or CI 77891 or CI Pigment white 6 or CL 310 or Cosmetic Hydrophobic TiO, 9428 or
Cosmetic Micro Blend TiO; 9228 or Cosmetic White C47-5175 or Cosmetic White C47-9623 or Hombitan or
Hombitan R 101D or Hombitan R 610K or Horse head a-410 or Horse Head A-410 or Horse head a-420 or
Horse Head A-420 or Horse head r-710 or Horse Head R-710 or KH 360 or Kronos 2073 or Kronoscl 220 or
Kronos RN 40P or Kronos RN 56 or Kronos titanium dioxide or Levanox White RKB or NCI-C04240 or NCI-
C04240 or NSC 15204 or Orgasol 1002D White 10 Extra Cosor "P 25 (oxide)" or Pigment White 6 or Rayox
or Rutile or Runa ARH 20 or Runa ARH 200 or Runa RH20 or Rutiox CR or Ti-Pure or Ti-pure R900 or Ti-
PureR 901 or Tichlor or Tin dioxide dust or Tiofine or "Tiona T.D." or Tiona td or Tioxide or Tioxide A-DM
or Tioxide AD-M or Tioxide R XL or Tioxide R-CR or Tioxide R-SM or "Tioxide R.XL" or Tioxide RHD or
Tioxide RSM or Tipaque or Tipaque R 820 or Titafrance or Titan White or Titandioxid or Titania or Titanic
anhydride or Titanic oxide or Titanium dioxide or Titanium oxide or Titanium peroxide or Titanium White or

"Titanium(IV) oxide" or Titanox or Titanox 2010 or Titanox ranc or "Trioxide(s)" or Tronox or Unitane or

882
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Uniwhite AO or Uniwhite KO or Zopaque or Zopaque or Ti0,13463-67-7or 15FIX9V2JP) and (absorb* or
absorp* or adsorp* or bioavailab* or biotransform* or eliminat* or half life or metabolis* or metaboliz* or
plasma or accumulat* or activat* or clearance* or diffus* or distribut* or excret* or inactivat* or kinetic* or
penetrat® or releas™ or retention™® or retain™® or chronopharmacokinetic* or pharmacodynamic* or

pharmacokinet* or neuropharmacol* or neuropharmacodynamic* or pharmacolo* or toxicokinet*)).ti.

12

(absorb* or absorp* or adsorp* or bioavailab* or biotransform* or eliminat* or half life or metabolis* or
metaboliz* or plasma or accumulat* or activat™® or clearance* or diffus* or distribut* or excret* or inactivat* or
kinetic* or penetrat* or releas* or retention* or retain* or chronopharmacokinetic* or pharmacodynamic* or

pharmacokinet* or neuropharmacol* or neuropharmacodynamic* or pharmacolo* or toxicokinet*).ab. /freq=2

3141163

13

(((mode or modes or mechanism*) adj3 action*) or MoA).tw,kf.

182170

14

or/10-13 [pharmacokinetics pharmacodynamics]

3298198

15

9 and 14 [TiO, pharmacokinetics]

585

16

exp "Drug-Related Side Effectsand Adverse Reactions"/ or exp Death/ or drug interactions/ or Food-Drug
Interactions/ or herb-drug Interactions/ or Product Surveillance, Postmarketing/ or Risk Assessment/ or Safety/

or Case Reports/

2810050

17

exp Toxicity Tests/ or Abnormalities, Drug-induced/ or exp Chromosome Aberrations/ or exp DNA damage/ or
Allergens/ or Carcinogens/ or exp Hypersensitivity/ or Mutagens/ or exp Mutagenicity Tests/ or exp

Mutagenesis/

965367

Reproductive Health/ or exp Reproduction/ or exp Pregnancy complications/

1185868

19

(adverse* orallerg* or death? or fatal* or harm or harms or harmful or hypersensitiv* or interaction* or lethal*
orrisk or risks or safety or ((side* or acute or chronic) adj2 (effect* or event*)) or tolera* or toxic* or poison*
or cardiotox™* or cytotox* or dermatotox* or dermotox* or embryotox* or fetotox* or genotox* or hepatotox™
or hepatox*or immunotox* or maternotox* or nephrotox* or neurotox* or ototoxic* or iatrogen* or teratogen*

or mutagen® or cancer* or carcin* or malign® or tumor* or tumour*® or case? report™®).ti.

3940887

20

(adverse* or allerg* or death? or fatal* or harm or harms or harmful or hypersensitiv* or interaction* or lethal*
or (risk? adj2 assess*) or safety or tolera* or toxic* or poison* or cardiotox* or cytotox* or dermatotox™ or
dermotox* or embryotox* or fetotox* or genotox™* or hepatotox™* or hepatox*or immunotox* or maternotox* or
nephrotox* or neurotox* or ototoxic* or iatrogen* or teratogen* or mutagen* or cancer® or carcin* or malign*

or tumor* or tumour* or case? report*).ab. /freq=2

3856054

21

(((gene* or genomic* or dna or chromosom®) adj3 (damag* or repair* or adduct? or aberrat* or break* or

fragment*)) or clastogen™® or micronucleus or mutation?).tw.

891588

22

((reproduc* or pregnan* or gestat* or antenatal* or antepartum*) adj4 (tox* or fail* or disorder* or complicat*

or health or aberrat™® or success* or unsuccessful* or loss* or resorp*)).tw.

121409
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((fetal or fetus or foetal or foetus or litter* or neonat* or offspring*) adj4 (complicat* or losingor loss* or lost
23 30871
or malform* or prematur® or resorp*)).tw.
24 | or/16-23 9446176
25| land (2 or3 or4 or 5) [TiO; food] 1677
26| 24and 25 [TiO, AE] 534
27 | limit 26 to yr="2016-Current" 324
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Criteres de classement des études —Invivo

Juin 2022

Les études in vivo ont été classées selon A) la pertinence de I’article de test et la voie d’administration et
B) la fiabilité des résultats. Les études ont obtenu un classement individuel pour chacun de ces critéres
ainsi qu’un classement général. Plus de détails sur chaque classement individuel et le classement général

sont fournis ci-dessous :

A) La pertinence de I’article de test et la voie d’administration

Régime alimentaire —
Régime alimentaire —

=l TiO, alimentaire

Gavage/Eau potable

I TiO, non alimentaire;
>30 nm

Gavage/Eau potable

TiO, non alimentaire; .
— bl Toutes les voies
<30 nm

B) La fiabilité des résultats

+—
(%)
Q
o+
Q
©
@
2
)
| -
<

Toute dispersion

La fiabilité des résultats a été attribuée a un classement en fonction d’une évaluation des critéres

suivants :
Catégorie Criteres Classement
Article detestbien caractérisé avecdes renseignements sur
Caractéristiques del’articlede la taille des particules, laforme cristalline, les traitements 1
testdéclarédans'étude de surfaceetla source fournis
Certains renseignements manquants surl’article de test 20u3
Articledetest vérifié aumoyen d’'unetechnique d’analyse 1
appropriée
A - Article detestutilisé dans|’étude n’a pas été vérifié etles
Caractéristiques del’articlede R , .
g auteurs sesont plutétappuyés surdes renseignements 2
testvérifié . .
publiés antérieurement
L'articledetestn’a pas été vérifié et ne peut pas étre vérifié 3
par d’autres sources
Préoccupations méthodologiques Aucunje préoccupation méthodologique majeuren’a été 1
relevée
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Certaines préoccupations méthodologiques ont été cernées,

sontsusceptibles d’influer surles résultats del’étude

mais il est peu probable qu’ellesinfluentsurlesrésultatsde | 2

I’étude

Des préoccupations méthodologiques majeures ont été

cernées etsontsusceptibles d’influer surles résultats de 3

I’étude

Aucune préoccupation statistique importante n’a été 1

relevée

Certaines préoccupations statistiques ont été cernées, mais
Préoccupations statistiques il estpeu probable qu’elles influentsurles résultats de 2

I’étude

Des préoccupations statistiques majeures ont été cernées et 3

Selon une évaluation des criteresci-dessus, on a attribué aI’étude un classement global pour la fiabilité :

1) Un classement de la fiabilité « élevé » a été attribué si la majorité des critéres étaient classés
comme « 1 » et qu’aucun critére n’était classé comme « 3 ».
2) Un classement de la fiabilité « modéré » a été attribué si la majorité des critéres étaient classés
comme « 2 » et qu’aucun critére n’était classé comme « 3 ».
3) Un classement de la fiabilité « faible » a été attribué si au moins un des criteres a été classé

comme « 3 ».

C) Classement général de I'étude

On a attribué a I'étude un classement général fondé sur le classement combiné de A) la pertinence de
I"article de test et de la voie d’administration et de B) la fiabilité des résultats.

Classement généralde | Lapertinencede I'article de test etlavoie P .

) , . . . Lafiabilité des résultats

I'étude d’administration

Trés pertinent 1 Elevée

Pertinent, mais avec 1 Modérée

deslimites 2,30u4 Elevée ou modérée
1,2,30u4d Faible

Pertinencelimitée 5 N’importe quel

classement

Seules les études ayant un classement général de « trés pertinent » et de « pertinent, mais avec des
limites » ont été prises en considération pour I'inclusion de I'examende TiO,.

Criteres de classement des études —Invitro

Les études in vitro seront classées selon A) la pertinence de I’ article de test et B) la fiabilité des résultats.
Les études ont obtenu un classement individuel pour chacun de ces critéres ainsi qu’un classement
général. Plus de détails sur chaque classement individuel et le classement général sont fournis ci-dessous :

A) La pertinence de I’article de test
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La fiabilité des résultats sera attribuée a un classement en fonction d’une évaluation des critéres

suivants :
Catégorie Critéres Classement
A Article detestbien caractérisé avec des renseignements surla
Caractéristiques de . ) s -
s , , taille des particules, |aformecristalling, les traitements desurface | 1
I’article detest déclaré -
12 et la source fournis
dans I’étude - - P
Certains renseignements manquants surl’article de test 2ou3
Article detest vérifié aumoyen d’une technique d’analyse 1
appropriée
o Articledetest utilisé dans I’étude n’a pas été vérifié et les auteurs
Caractéristiques de R . . .
e Y ps sesont plutotappuyés surdes renseignements publiés 2
I’article de test vérifié -
antérieurement
L'articledetestn’a pas été vérifié et ne peut pas étre vérifié par 3
d’autres sources
Aucune préoccupation méthodologique majeure n’a étérelevée 1
. . Certaines préoccupations méthodologiques ont été cernées, mais
Préoccupations . ) . , )2 2
méthodologiques il estpeu probable qu’ellesinfluentsurles résultats del’étude
Des préoccupations méthodologiques majeures ont été cernées et 3
sontsusceptibles d’influer surles résultats del’étude
Aucune préoccupation statistique importante n’a étérelevée 1
, . Certaines préoccupations statistiques ont été cernées, maisil est
Préoccupations ) . . ) 2
statistiques peu probable qu’elles influent surles résultats del’étude
Des préoccupations statistiques majeures ont été cernées et sont 3

susceptibles d’influer surles résultats del’étude

Selon une évaluation des critéres ci-dessus, I'étude s’est vue attribuer un classement global pour Ila

fiabilité :

1) Un classement de la fiabilité « élevé » a été attribué si la majorité des critéres étaient classés
comme « 1 » et qu’aucun critére n’était classé comme « 3 ».
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2) Un classement de la fiabilité « modéré » a été attribué si la majorité des critéres étaient classés

comme « 2 » et qu’aucun critére n’était classé comme « 3 ».

3) Un classement de la fiabilité « faible » a été attribué si au moins un des critéres a été classé

comme « 3 ».

C) Classement général de I'étude

L’étude s’est vue attribuer un classement général fondé sur le classement combiné de A) la pertinence de
I'article de test et de B) la fiabilité des résultats.

Classement généralde | Lapertinencede I'article de test etlavoie e ,

) , .. . Lafiabilité des résultats

I'étude d’administration

Trés pertinent 1 Elevée

Pertinent, mais avec 1 Modérée

des limites 20u3 Elevée ou modérée
1,20u3 Faible

Pertinencelimitée A N’importe quel

classement

Seules les études ayant un classement général de « trés pertinent » et de « pertinent, mais avec des

limites » ont été prises en considération pour I'inclusion de I’'examende TiO,.
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Annexe C —Résultats combinés de la présélection et du classement des deux recherches dans les bibliotheques
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Annexe D — Propriétés physicochimiques de certaines formes courantes de TiO2

Tableau 4. Les propriétés physicochimiques de certaines formes de TiO, sont couramment utilisées comme I'article de test dans les études de
toxicité. Cette liste n’est pas exhaustive.

. Exemples d’études
Dsp Taille ; . " Forme de L,
Répartition Surface Revétement , citéesdans le rapport
des . . . s Pureté et TiOz2 de ) e
R de la taille % Nano spécifique a et . Forme s de I’état des
Forme particules . .. composition . X qualité .
. des particules (<100 nm) la masse composition . R cristalline i . connaissances
primaires élémentaire alimentair .. .
(nm) (m?/g) de surface scientifiques qui ont
(nm) e .
servi d’article de test
79-187
(MET); -
Bett tcoll. 2017;
104-166 11,4-45,6 % (par . ettini et co g
Non enduit Blevins et coll. 2019;
(SEM) nombre; SEM); >97,5 % pur
Agglomér 5-74 % (par avec et peut >99% Han et coll. 2020;
E1712 30-400 (MET) ~8-10 phosphate, K . . Oui LPT 2020 tel que cité
ats nombre; MET); contenirduSi, anatase
etCsurla dans EFSA 20213;
(mode) : 2-33 % (par surface AletP Farrell et Magnuson
81-302 masse; MET) 2017 !
(MET)
5,4 % (par
130-182 nombre; SEM) Aucune citée dans le
MET); 50-300 (SEM) 4-20 % (par . . . . . . . . rapport de I’état des
E171P ( ' Non décl Non décl Non décl >99 % rutil (o]
151 (SEM) nombre; MET) on declare on declare on declare % rutile u! connaissances
3% (en masse; scientifiques
MET)
109-12 26-44 9 >98 9
(Ol\il’ET)'4 no?nt:e/(') I(\z:'lt)' Non enduit p:jt fo’i:(rai?r >99,5%
Unitane® 0-220¢ ! Non déclaré ' ! 8,4-9 Al, Ket S Oui NCI 1979
nitane 113-135 on deciare | 5040 % (par avheocs hatz Nb, CI,Si,Ket | anatase u!
(SEM) nombre; SEM) phosp p
Pureté non
Classement de Non enduit . A .
27 % décl 100 %
micropigment 120 (MET) Non déclaré 6 (par 8,1 avecC,KetP eclaree, ma.|s ’ Oui Donneretcoll. 2016
(pg-1) nombre; MET) surla surface peut contenir anatase
Pe K, P et Nb
) Pureté
Classementde Non enduit .
A . , , 11 % (par inconnue, . .
micropigment 165 (MET) Non déclaré 7,1 avecCet Al . 100 % rutile | Non claire | Donneretcoll.2016
(g-2)¢ nombre; MET) surla surface mais peut
Pg contenir Al
cl td 26 % Déclaré Pureté
a_ssen_wen N 132 (MET) Non déclaré ¢ (par 17,1 eclare . urete 100 % rutile | Non claire | Donneretcoll.2016
micropigment nombre; MET) comme inconnue,
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Exemples d’études

Dso Taill F d
so 1afle Répartition Surface Revétement , orme de citéesdans le rapport
des . L . s Pureté et TiOz2 de ) e
R de la taille % Nano spécifique a et . Forme o de I’état des
Forme particules . .. composition R . qualité R
L des particules (<100 nm) la masse composition 1 . cristalline . . connaissances
primaires élémentaire alimentair L ]
(nm) (m?/g) de surface scientifiques qui ont
(nm) e .
servi d’article de test
(pg-3)d enduit (aucun mais peut
autre détail contenir Al, Si
n’est et Nb
disponible)
avecCetSi
surla surface
. . . . . . . ) . , . M d t coll.
JRCNM-10200a¢ | 115 (MET) Non déclaré Non déclaré Non déclaré Non déclaré Non déclaré Anatase Non claire zouzr(l;ga ossetco
99,95 % pur
t
Moyenne € pe.ut
128 + contenir Se,
Micro TiO2f '33 4_ ~60-240 Non déclaré 9,35 Non déclaré Al, B, Pb, V, Rutile Non claire | Duanetcoll.(2021)
(MéT) Sn, Mn, Cr,
Mo, Sb, Hg et
Co
M
Classement .ollzgrle
microcosmétiqu '59 4_ Non déclaré Non déclaré Non déclaré Non déclaré Non déclaré Anatase Non Sycheva et coll. 2011
e ,
€ (SEM)
Non enduit environ 81- Heo et coll. 2020;
() () .
Aeroxide® TiO, 10-45 100 % (par N avec 99,8 % pur e.t ' 88% Kampfer et coll. 2021;
P25 (NM-105)" (MET) <10-50 nombre; MET) 46-55 hydroxyle sur peut contenir d’anatase; Non Sofranko et coll.
! la surface Si, Al et Na environ 12- 2021;
19 % rutile Waller et coll. 2017
7-10 Polydisperse
(MET); avec
Tio, NPS Agglomer d'Strlbl_Jtlon Non déclaré Non déclaré Non déclaré Non déclaré Anatase Non Kreyling et coll.
modifié ats de taille 2017a,b
environ étroite
50 (MET)
<100
foncti(c‘)e: Non déclaré,
TiO2-NPs] X mais basé sur ,
e d’une . . . . . . Ebrahimzadeh
modifié Non déclaré une surface >150 Non déclaré Non déclaré Anatase Non )
surface L Bideskan et coll. 2017
(g spécifique
spécifique .
susceptible
probable
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Exemples d’études

Dso Taille . Forme de .
20 Répartition Surface Revétement , citéesdans le rapport
des . L . s Pureté et TiOz2 de ) e
R de la taille % Nano spécifique a et . Forme o de I’état des
Forme particules . .. composition R . qualité R
L des particules (<100 nm) la masse composition 1 . cristalline . . connaissances
primaires élémentaire alimentair L ]
(nm) (m?/g) de surface scientifiques qui ont
(nm) e A
servi d’article de test
de12 nm d’étre 100 %
ou moins) nano
TiO-NPsk
o s Moyenne . ) ) ) . . . , , . .
modifié - 90 (MET) 40-140 Non déclaré Non déclaré Non déclaré Non déclaré | Non déclaré Non Kandeil et coll. 2020

* P = phosphore; Si =silicium; Al =aluminium; K = potassium; Nb =niobium; Se =sélénium; B =bore; Pb = plomb; V = vanadium; Sn = étain; Mn = manganése; Cr =chrome; Mo =
molybdéne; Sb = antimoine; Hg =mercure; Co = cobalt.

a = Description des propriétés physicochimiques de Verleysen et coll. (2020), Dudefoi et coll. (2017a), EFSA (2019 b; 2021a), LNE (2020) et TDMA (2019).

b = Description des propriétés physicochimiques de Verleysen et coll. (2020) et EFSA (2019 b; 2021a).

c = Description des propriétés physicochimiques de NCI (1979), de TDMA(2022) et de MRI (1974; 1975a,b).

d = Description des propriétés physicochimiques de Donner et coll. (2016).
e = Description des propriétés physicochimiques de JRC (2016).

f=Description des propriétés physicochimiques de Duanet coll. (2021).

g = Description des propriétés physicochimiques de Sycheva et coll. (2011).
h = Description des propriétés physicochimiques du JRC Nanomaterials Repository (2016), de Rasmussen et coll. (2014), de Dudefoi et coll. (2017a) et de Geiss et coll. (2020).

i = Description des propriétés physicochimiques de Kreyling et coll.(2017a,b).

j=Description des propriétés physicochimiques d’Ebrahimzadeh Bideskan et coll.(2017).

k = Description des propriétés physicochimiques de Kandeil et coll. (2020).
| = Description des propriétés physicochimiques de Verleysen etcoll. (2020).
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Annexe E — Résumé des études sur la toxicocinétique

Tableau 5. Tableau sommaire des résultats d’essais d’étudestoxicocinétiques in vivo par voie orale.

Juin 2022

Etude

Espéce-souche, doses et schéma
posologique

Article de test (source)

Résultat

Ammendolia et
coll. (2017)

Rats SD adultes males et femelles (10 par
groupe parsexe); traité par gavage oral
pendant 5 jours; TiO2-NP suspendu dans I’eau
ultrapure par sonication pendant15 minutes
(dispersions préparées quotidiennement); rats
divisés en 3 groupes de 20 (n =10 males; n=10
femelles): 0, 1 ou 2 mg/kg pc/j; intestin gréle
24 h aprés le dernier traitement.

TiO2-NP, anatase, forme sphérique (20-60 nm);
forme irréguliéere (40 X 60 nm); Source Sigma-Aldrich
Company Ltd., Gillingham, Dorset, R.-U.

Les concentrations de Ti dans I'intestin gréle
étaient de 0,08 £0,02 pg/g (témoin), 0,09 +
0,02 pg/g (1 mg/kg pc/j et 0,13 £0,03 pg/g
(2 mg/kg pc/j).

Chen et coll.
(2020)

Rats males SD agés de trois semaines (6 par
groupe); traité par gavage oral pendant

90 jours; TiO2-NP suspendus dans|’eau distillée
par sonication (dispersions préparées
frafchement tous les jours); Rats divisés en

4 groupes : 0, 2,10 ou 50 mg/kg pc/j; Sang,
organes et tissus prélevés lejour 91.

TiO2-NP, anatase, 29 £9 nm; Source : Shanghai
Macklin Reagent Co. Ltd, Chine

Les concentrations de Ti dans lesang, lefoie,
I’intestin, les poumons, lesreins et les testicules
n’étaient pas statistiquementdifférentes des
concentrations de contrdle; ces concentrations
dans larate et le coeur étaient inférieures au
SD; dans le colon, la concentration de Ti était
plus élevée dans lecolon dansle groupe de

50 mg/kg pc/j comparativementaux autres
groupes de traitement et témoins; ils ont
conclu que la concentration plus élevée dansle
cblon étaitliée au TiOy. Il a été observé que les
NP s’attachaient a lasurfacedes tissusde la
mugqueuse du colon (pas dans lescellules de la
muqueuse).

Choetcoll.
(2013)

Rats Sprague Dawley, males et femelles, agés
de sixsemaines(n =11 par sexe par groupe).

Une étude de 14 jours a été effectuée avant
I’étude subchronique de 13 semaines au cours
de laquelle des animaux étaientexposés a des
TiO2-NP suspendus dans de |’eau distillée par
gavage oral a des doses de 0, 260,4,520,8 ou
1041,5 mg/kg pc/j. On n’a observé aucune
constatation liéeau traitement et lesmémes
doses ont été utilisées pour I’étude de

13 semaines. Les concentrationsde Ti dans

Les TiO2-NP en forme de poudre (80:20 anatasea
rutile) ont été obtenus auprésd’ABC Nanotech Co.,
Ltd. (Daejeon, Corée). Les particules avaient une
taille primaire de 21 nm, une surface de 50 +15 m2/g
et un diamétre hydrodynamique de 37,8 +0,4 nm.

Aprés 13 semaines de dosage oralrépété, une
augmentation faible a été observée, mais
dépendante de la dosede la teneurenTiquia
atteint une importance statistique a partir de
témoins non traitésseulementchezles males
aux deux doses les plus élevées. Aucune
augmentation significative de la concentration
de Ti n’a été observée dansle foie, larate, le
rein ou le cerveau d’un groupe traité par
rapport aux témoins. Le Ti dans I'urine n’a
montré aucune augmentation significative dans
les groupes traités, alors qu’une augmentation
claire et dépendante de ladose de Ti fécal a été
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Etude

Espéce-souche, doses et schéma
posologique

Article de test (source)

Résultat

I’alimentation de base et I'eaun’étaientpas
connues.

Pour évaluer la distributiontissulaire, des
échantillonsde tissu du foie, de la rate, du rein
et ducerveauont été obtenus et pesés apresle
sacrifice final. Cing animaux de chaque groupe
ont été répartis aléatoirement dans une cage
métabolique immédiatementapresle gavage,
et des échantillons d’urine et de selles ont été
prélevés pendant 24 h.

observée, suggérant que laplupartdes
particules n’étaient pasabsorbées par le tractus
gastro-intestinal.Dans |I’ensemble, |’absorption
de Ti a la suite d’'une administration orale
répétée subchronique des TiO2-NP a été jugée
minimale chezle rat.

Coméra et coll.
(2020)

Souris adultes C57BL/6 (12 a 18 semaines; sexe
non déclaré) (4 par groupe)

Expérience 1

Traité par gavage oral (dose unique); E171
suspendu dans I’eau; les souris sontdiviséesen
2 groupes de 4; 0 ou 40 mg/kg pc; teneuren
particules mesurée 2,4, 8,24 haprés le
traitement (en supposant que 1 souris a été
examinée a chaque point temporel).

Expérience 2

Une boucle semi-jéjunale fermée de 10 cm
remplie d’E171 sonique (300 pg/L) dans un
tampon ou un tampon de controle pendant
30 minutes.

E171,>95 % anatase, 20-340 nm (118 nm); 44,7 %
nano; suspendu dans de I’eau en milliQa I'aide du

protocole de dispersion de NANOGENOTOX; Source :

Fournisseur commercial frangais d’agents colorants
alimentaires

**Forte agglomération de I'articlede testdans le
milieu d’exposition a étésignalé.

Expérience 1

Présence de particules détectées par
microscopie confocale a réflexion laser;
augmentation de la teneur en particules
observée dans lesvillosités et lescryptesde
coloniléalesetjéjunales; dans les villosités
iléales et jéjunales, lateneur maximaleen
particules a 4 h avec un retour auxniveaux
basauxa 8 h; dans le c6lon, augmentation non
significative de la teneur en particulesde 4 h
avec retour aux niveaux basauxa 8 h;
augmentation des particulesdansles plaques
de Peyer a seulement 8 h; augmentation de la
teneuren particulesa4et8 hpar3,5et

4,1 fois, respectivement; concentration
inférieure au SD dans les tissus en tout temps;
conclusion de 0,007 % de Ti présent dans
I'intestina 4 h; TiO absorbé principalement
dans l'iléon, en partie dans le jéjunum, et aun
degré moindre dans le c6lon; I'absorption se
fait principalement par lesvillosités et, dans
une moindre mesure, par les plaques de Peyer.

Expérience 2

L’inhibition de la voie paracellulaire a réduit
I’absorption de TiO, mais ne I’a pas
compléetement bloquée, ce qui suggére que
I’endocytose est également impliquée dansle
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Espéce-souche, doses et schéma

Etude . Article de test (source) Résultat
posologique
transport de TiOy; I'inhibitiondu passage
transépithélial n’a pas influencé I’absorption.
Farrell et Rats SD males et femelles (10 par groupe, par Quatres objets d’analyse : Niveaux de Ti dans le foie, les reins, le muscle,
Magnuson sexe); exposé par I'alimentation quotidienne 1. Rutile TiOz (plaquette épaisse—vert nacré) | lesangentier, l'urineetlesselles;
(2017) pendant 7 jours (article de test incorporé dans (Engelhard, Peekskill, N.Y.; Produit Niveaux de Ti étaient généralement inférieurs a
I’alimentation animale); rats divisésen expérimental EP96037) la limite de la LQ/du SD a la plupart des points
2 groupes 20 (n =10 males et n =10 femelles): temporels;
témoin ou environ 200 mg/kg de régime par 2. Article de testTiO rutile (mince plaquette Des observations des niveaux de Ti au-dessus

semaine (équivalent a environ 30 mg/kg pc/j
chezles rats males); le régime de contréle
contenait une concentration basale de 7-

9 mg/kg p/p parsemaine de Ti; aprés7 jours de
régime alimentaire contenantTiOz remplacé
parunrégime non traité; rats sacrifiés 1 h,

24 h,72 h aprés le retrait du régime contenant
TiO2

—or nacré) (Engelhard, Peekskill, N.Y.;
Produit expérimental EP96032)

Article de test

3.

TiOz rutile (qualité commerciale standard;
numéro de produit 2558 répondant aux
spécifications USP et 21 CFR 73 575)
(Brenntag, South Plainfield, N.J., E.-U.
Article de testTiO; anatase, Dsp=133 a
146 nm (qualité commerciale standard;
numéro de produit 3328 conforme aux
spécifications FCC/E171/USP/EP/JP)
(Brenntag, South Plainfield, N.J., E.-U.).

du SD ont été rapportées, mais cela a été
sporadique et s’est produita des niveaux et a
une fréquence semblables comparativement au
groupe témoin;

Les auteurs ont conclu que le E171 administré
par le régime alimentaire n’était pas absorbé
et distribué de fagon appréciable dans les
tissus des mammiferes et qu’il n’y avait

aucune preuve d’accumulation aprés une
exposition répétée pendant 7 jours

Geraets et coll.
(2014)

Rats Wistar males et femelles.

Etude orale :

Les animaux ont été dosés par gavage oral soit
une fois (3 males par groupe, 4 TiO2-NP et
témoins), soit pendant cing jours consécutifs (3
males par groupe, 4 TiO2-NP et témoins; de
plus, 3 femelles par groupe pour le NM-101 et
les témoins). La dose était de 2,3 mg, ce qui
correspond a 6,8 a 8,6 mg/kg pc. Les rats ont
été sacrifiés etl’échantillonnage destissusa
été effectué 24 h aprés la derniére exposition
(jour 2 oub).

Etude intraveineuse :

Les rats ont regu une dose unique ou répétée
(sur 5 jours consécutifs) de 2,3 mgde TiO; par
injection dans la veine de queue. Des
échantillonsde sanget de tissus ont été
prélevés aux jours 2 et 90 pour I’administration

Cing particules TiO, différentes du dépot de
nanomatériels de JRC ont été utilisées dans cette

étude :

NM-100 (anatase; 200-220 nm de taillede
particules primaires, étudié par voie
intraveineuse seulement);

NM-101 (anatase; 6 nm de taillede
particules primaires, étudié par voie orale
seulement);

NM-102 (anatase; 20 nm de taille de
particules primaires);

NM-103 (rutile, 20 nm de taille de
particules primaires, enduite d’Al;03 et
d’une couche de polymeére de
polysiloxane);

Etude orale :

Sur les 30 échantillons de foie/rate d’animaux
exposés, un échantillon de foie (groupe NM-
102)se trouvaitau SD (0,03 pugde tissu Ti/g) et
un échantillon de foie (groupe NM-103) était
au-dessus du SD, mais en dessousde la LQ (0,09
ug de Ti/g). Aucune concentrationde Tiau-
dessus du SD n’a été détectée dansla rate
d’animaux exposés, bien qu’un des trois
témoins non traitésait une concentration de Ti
au SD a la fois dans la rate et dansle foie. Tous
les échantillonsde MLN contenaientdes
concentrations de Ti au-dessus du SD, bien que
seulement dans legroupe NM-104, les
concentrations chezles animauxexposés
étaient supérieuresa celles destémoins non
exposés. Dans ce groupe, lateneur totale en Ti
de MLN a été estimée a environ 0,003 % de la
dose administrée.
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Article de test (source)

Résultat

intraveineuse unique (3 animaux maleset

3 femelles par groupe)etaujour 6 (c’est-a-dire,
le premier jour aprés la demiere exposition
répétée), 14,30 et 90 apres I'administration
intraveineuserépétée (3 animaux males et

3 femelles par groupe, a I’exceptiondes

jours 14 et 30 qui ne comprenaientque

3 animaux males). Des échantillonsde sang
supplémentairesont été prélevés par ponction
orbitale aujour 1 (dose unique)etaujour5
(doses répétées)a 5,10, 20 et 30 minutes, et 1,
2,4,8 et 24 heures aprés la dose afin d’évaluer
I’élimination du Ti du sangaprées
I’administrationde I'intraveineuse. Les rats
témoins (traités par véhicule) ont été inclus (2
males et 1 femelle par groupe).

5. NM-104 (rutile, 20 nm de taille de
particules primaires, enduite d’Al;03);

Etude intraveineuse :

Aprés une seule administration, Ti pourrait étre
détecté au premier point de mesure destissus
(24 h apres I’ladministration) dans tous les tissus
étudiés, a des niveaux supérieurs a ceux
mesurés dans lestémoins. Une exposition
répétée a tous les TiO-NP a donné lieu a des
concentrations de Ti danslestissusjusqu’a

5 fois plus élevées que les doses uniques, ce qui
indique qu’il n’y a pas eu d’élimination
significative au cours de cette période. En ordre
décroissant,lestissus Tiles plus élevés pour
tous les NP ont été observés dansle foie, larate
etle poumon.

Guillard et coll.
(2020)

Humain (placentas:n=22; méconium:n=18)

Expérience 1

Placentas recueillis auprés de femmes qui ont
donné naissancea des bébésa terme sans
complications; échantillons de méconium de
nourrissons prélevés dans les premiersjours
suivant la naissance; les placentas et les
échantillonsde méconium n’étaientpas
apparentés.

Expérience 2

le modeéle de perfusion du placenta humain ex
vivo pour quantifier le transfert
transplacentaire surl’ensemble de TiOy; le
milieu de perfusion contenait 0 (n=2)ou

15 pg/ml (n =13).

Expérience 1
s.0.

Expérience 2

E171, anatase, 20 a440 nm (moyenne 104,9 nm);
55 % nano; particules préparées selon le protocole
de dispersion de NANOGENOTOX; Source :
Fournisseur commercial francais d’agents colorants
alimentaires

Expérience 1

Les concentrations de Ti dans les placentas
variaient de 0,01 a 0,48 mg/kg (médiane de
0,05 mg/kg); seulement 9 des 18 échantillons
de méconium étaient supérieurs a laLQ, avec
une concentration médiane de 0,25 mg/kg; la
présence de particulesa égalementété
confirmée dans 2 placentaset 2 échantillonsde
méconium.

Expérience 2

Le TiO, confirmé par le modele est capable de
traverser les membranes placentaires, le
nombre de particules augmentant dans
I’exsudat feetal pendantles 40 premiéeres
minutes d’un modeéle de perfusion de

60 minutes; 47 % des particules étaient <

100 nm.

Hendrickson et
coll. (2016)

Rats SD males adultes (6 par groupe); traité par
gavage oral pendant 28 jours; dispersé dans
une solution aqueused’amidona 1l %
contenant 0,1 % de Tween-80; les rats ont regu
des dispersionsde TiOz immédiatement apres

Deux objets d’analyse :
1. TiO2-NP, anatase, sphérique, non enduit, 5-
10 nm; source : Dépot de nanomatériaux
de JRC, Italie (NM-101).

Les concentrations de Ti étaient les plus élevées
dans le foie >la rate >I'intestin gréle >le rein;
ces concentrations étaient inférieuresau DL
dans les poumons, le cerveau, les testicules, le
coeur etle sang.
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Article de test (source)

Résultat

la sonication; les rats sesont divisésen

3 groupes de 6: 0, 250 mg/kg pc par jour (NM-
101) ou 250 mg/kg pc/j (NP-25); échantillons de
sangetd’organes prélevés le jour 28.

2. Article de testTiO>-NP, anatase, sphérique
de 20 a 25 nm, non enduit; Source : Sigma-
Aldrich, E.-U. (NP-25).

Hendrickson et
coll. (2020)

Rats Wistar males (n=12); rats traités par une
technique de boucle intestinale isolée avec
50 mg/kg pc; trois heures aprés
I’administration, I'intestin gréle, le foie et la
rate examinés; les TiO2-NP sont suspendus en
solution saline par sonicationpendant

5 minutes (dispersions administrées
immédiatement aprésla préparation).

TiO2-NP, rutile, la taille des particules primaires de
5x30 nm était de forme d’aiguille ou de type tige;
agglomérats en vrac formés a environ 100 nm ou
plus; Source : Sigma-Aldrich (E.-U.)

NP détectés a lasurfaceet entre les
microvillosités des cellules muqueuses de
I'intestin gréle et des tissus muqueux; particules
détectées danslesplaques de Peyer comme
des NP uniques et comme des agglomérats
allantde 20 a 60 nm; dans lestissus
parenchymateux du foie, lesagrégats (150-
200 nm) observés jusqu’a300 nm; des NP
simples (20-30 nm), des agglomérats (jusqu’a
100 nm) et des conglomérats (jusqu’a 800 nm)
ont été observés dans letissu rouge de la rate.

Heringa et coll.
(2018)

Hommes et femmes (n=9 femmes de 77 a
104 ans; n=6 hommes agés de 56 a 87 ans);
concentration mesurée de Ti dans lefoie et la
rate de sujets décédés.

S.0.

8 échantillons de foie sur15 et 1 échantillon de
rate sur 15 étaient inférieursau SD; lorsque
supérieures au SD, lesconcentrationsde Ti
étaient respectivement de 40 ng/g et de

80 ng/g dans le foie et |a rate; taille moyenne
des particulesde 86 a 426 nm dansle foie et de
88 a 445 nmdans la rate (la plus petitetaille
était le SD); presque tout Ti était présent
comme particules.

Janer et coll.
(2014)

Les rats Sprague Dawley malesont été
attribués a un groupe de contrdle de véhicule
oude TiOz (6 animaux par groupe). Une dose
unique de 100 mg/kg de TiO2-NP a été
administrée par gavage oral. Le lendemain de
I’administration, lesanimaux ont été sacrifiéset
la rate, le foie, I'intestin gréle et le gros intestin,
ainsi que les ganglions lymphatiques
mésentériquesont été enlevés.

Les TiO2-NP, synthétisés a I'aide de pyrolyses par
pulvérisation de flamme, ont été obtenus de
L’Urederra (Espagne)dans le cadredu projet UE
Nanopolytox. Il s’agit d’une « anatase
principalement» avecun Dspde 18 +8 nm. Les
particules ont étédispersées par sonication dans
I’eau de QM contenant du citratede sodium de
2 mm entant que dispersant.

IIn"ya pas eud’augmentation statistiquement
significative des niveaux de Ti dans aucun des
tissus évalués 24 h apres I’administration de
100 mg/kg de TiO2-NP. Aucun TiO2-NP n’a été
trouvé dans l'intestin grélelorsqu’il a été
examiné par SEM. Dans les plaques de Peyer,
des agglomérats TiO2-NP ont été observésdans
le cytoplasme d’au moins une cellule, mais pas
a l'intérieur des mitochondries ou des noyaux.

Jones et coll.
(2015)

Des humains adultes agés de 30 a 56 ans, poids
de 633124 kg (n=5femmes, n=4 hommes);
exposé a une dose orale unique de 5 mg/kg pc
de TiOz dispersé dans|’eau; trois objets
d’analyse utilisés et administrésa au moins

4 semaines d’intervalle (la plupart des
volontaires qui ont participéa I’essaiont été

Trois objets d’analyse :
1. TiO2-NP, 10 nm (peak), ~100 % < 50 nm by
number, anatase, Source: NanoAmor

2. Article de testTiO2-NP, 70nm (peak), 95%
of particles ranged from 48 to 154 nm by
number, rutile, Source: Sigma-Aldrich

Aucune différence significative entre les
biomarqueurs avantla dose et aprésla dose n'a
été observée pour la tailledes particules.
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Article de test (source)

Résultat

exposés aux trois objets d’analyse); sang
recueilliau niveaude base,2 h,4h,24 het

48 h; échantillons d’urine recueillisdans des
collections temporellessur 4 jours (24 h avant
la dose et 72 h aprés la dose).

3. Article de testTiOz, 1800 nm (pic), 100 % >
105 nm par nombre, rutile, Source : Sigma-
Aldrich

Kreyling et coll.
(2017 b)

Rats Wistar-Kyoto femelles agés de 8 a

10 semaines (4 rats par point de temps);
traitement par gavage oral (dose unique) et
sacrifié 1 h,4 h,24 hou 7 jours apres le
traitement; suspension de [#8V]TiO2-NP en
milieu aqueux (administrée immédiatement
aprés la dispersionaux ratsnon a jeun); les rats
sacrifiésa 1,4 et 24 hont été dosésavec10 pug
chacun (équivalant a environ 49,82, 30,8 et
44,44 ug/kg pc) et les rats sacrifiés aprés 7 jours
ont été dosés avec 30 pugchacun (équivalanta
environ 78 pg/kg pc).

Expérience 1 (MAIN-1) :

Pour déterminer la biodistribution du TiOy, des
rats ont été divisésen 4 groupes de 4 et
sacrifiés 1 h,4 h,24 hou 7 jours apres le
traitement;

Expérience 2 (MAIN-2) :

Pour déterminer la rétention dansles paroisdu
tube digestif, les rats ont été divisésen

3 groupes de 4 et sacrifiés 1 h,4het24 hapres
le traitement (touteslesdosesde 10 pg
chacune).

TiO2-NP, anatase,

Des agrégats/agglomérations approximativement
sphériques mesurent environ 50 nm de diametre; la
taille des particules primairesestd’environ 7 a

10 nm;

Source : ST-01 disponible commercialement (Ishihara
Sangyo Ltd., Japon)

Environ 0,6 % de la dose absorbée pendant la
premiére heure aprésle traitement; aprés

7 jours, il reste environ 0,5 % de la dose; les
tendances de distribution de TiO; variaient
entre les rats; des niveaux mesurables ont été
observés apres 4 hdansla rate, lesreins, le
coeur et I'utérus; la rétention maximale est
atteinte dans larate, lesreinsetle coeura 24 h.
Dans le foie, les poumons et le sang, la
rétentiona diminué de4 ha 7 jours;dansle
cerveau, I'utérus, lesreins, concentrationsles
plus élevées observées le jour 7; la
concentration maximale dansle foie était de
12,5 % de la dose absorbéea4 hetde2,6%
danslaratea 24 h.lls ont concluque la
cinétique a excrétion lente entraine
probablement I’accumulation de particules
circulant systématiquement dans certains
organes a expositionchronique.

MacNicoll et
coll. (2015)

Des rats Sprague Dawley males agés de

8 semaines ont été utilisésdans cette
expérience. Des particulesde TiO2 (5 mg/kg pc)
ont été administrées a desrats(n=6 par
groupe) par gavage oral en suspension soit
dans de I’eau désionisée soit dansune solution
d’ovalbumine a 5 %. Des échantillons de sang,
de feces et d’urine ont été recueillis a des
intervallesde 4 jours aprés ladose. Aprés 96 h
apres I’administration de TiO;, des ratsont été

Six objets d’analyse :

1. 99,7 % de TiO2-NP-, anatase, 15 nm (Sigma
cat#637254);

2. 99,5%TiO2-NP, 80 % anatase/20 % rutile,
25 nm (Nanocomposix);

3. 99,7 % de TiO-NP, anatase, 40 nm
(NanoAmor 5430 MR);

4. 99,5 %TiO2-NP rutile, 40-50 nm (Sigma cat
#637252);

En général, les concentrations moyennesde Ti
dans les organes de rats traités n’étaient pas
significativement plus élevées que les témoins
du véhicule. Dans les échantillons de tractus
gastro-intestinal, cependant, laconcentration
moyenne de Ti prélevée sur des ratstraités
avec des particules de « <100 nm » était
significativement plus élevée que la
concentration moyenne de Ti dans les
échantillons prélevés sur des rats du groupe
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tués et des échantillons de tissu de foie, de 5. 99,7 %deTiOz, anatase, 120nm témoin. Les résultats montrent que
cerveau, de cceur, de rein, de rate et de tube (NanoAmor 5430 MR); I’administrationoraledes particulesde TiOz n’a
digestif ont été recueillis. 6. 99,5%TiOy, rutile, jusqu’a 5000 nm (Sigma | pas conduit a la translocation du Ti dans le
cat#224227) sang, I’urine ou la distribution a divers organes
Les particules ont été dispersées par sonication soit chezles rats a aucun des intervalles de temps
dans de I’eau désionisée soit dans une solution étudiés pendant les 96 h suivant le traitement.
d’ovalbumine a 5 %. Toutes les expériences A l’exception possible d’une taille de particule,
d’exposition ont été effectuées en présence de la concentration moyennede Ti dans le tube
sérum embryonnaire de veau (concentration non digestifn’a pas été significativement influencée
indiquée). parle traitement.
Pele et coll. Humain (age et sexe inconnus); n =8 (résultats | E171, anatase, Dso=260 nm; Source : Kronos® 1171, | Mesure semi-quantitative des particulesa |'aide
(2015) de seulement 5 participants); a ingéré deux FagronR.-U. de la réflectance et mesures des concentrations

capsules de gélatine contenant chacune

50 mg E171 avec 250 ml d’eau; échantillons de
sangprélevés 0,30 minuteset1,1,5,2,3,6,8
et 10 hapres I'ingestion

de Ti al'aide de I'|CP-MS; augmentations
importantes des signaux a2 h et plus, avec un
pica 6 h; la concentration sanguine la plus
élevée a 6 heures étaitde 11 ng/ml, quia
diminué a 5 ng/ml a 10 h. La taille des particules
absorbées n’a pas étédéterminée.

Peters et coll.

(2020)

Hommes et femmes de 83 a 97 ans (femmes) et
de 64 a 98 ans (hommes) (n=8 femmes; n=7
hommes pour le foie, la rate, lereinet n=7
femmes; n=5hommes pourjéjunumetileum)
concentration mesurée de Ti dans le foie, la
rate, les reins,le jéjunum et I'ileum de sujets
décédés.

S.0.

Dans le foie 4/15, la rate 2/15, lerein 1/15 et le
jéjunum 1/12, les concentrations de Ti étaient
inférieures au SD; concentration moyennedans
le foie (0,03 pg/g), la rate (0,06 pg/g), les reins
(0,08 ug/g), le jéjunum (0,34 pg/g) et l’ileum
(0,43 pg/g); la taille des particules variait de 50
a 500 nm (SD la plus basse); la majorité desTi
dans les organes étaitcomposée de particules
dont la taille variaitde 50 a 500 nm (intervalles
de modes allantde 100 a 160 nm).

Riedle et coll.

(2020)

Souris C57BL/6 de 6 semaines, méiles et
femelles (18 par groupe); exposé par
I’alimentation quotidien pendant 6, 12 et

18 semaines (I’article de test a étéformulé en
régime alimentaire); lessouris sont divisées en
4 groupes de 18:0, 6,25, 62,5 ou 625 mg/kg de
régime alimentaire (équivalant a environ 0, 1,
10 ou 100 mg/kg pc); n = 6 souris/groupe
euthanasiéesa 6,12 et 18 semaines

E171, anatase, 119 nm; Source : Couleurs sensibles
(St. Louis, MO, E.-U.)

Présence de particules détectées par
microscopie confocale a réflexion (aucune
quantification des particules terminée); signaux
faibles observésa la base des plaques de Peyer
a faibles et moyens doses; signaux plus élevés
observés a la dose laplus élevée; preuve de
dose-réponse.

Talamini et
coll. (2019)

Souris NFR méles de 8 semaines (4 par groupe);
soigné par voie orale 3 jours/semaine pendant
3 semaines (c’est-a-dire, total de 9 traitements

E171, anatase, diamétre moyen de 201,2 £8,5 nm;
fraichement dispersée dans I’eau (pas de sonication
ni de désagglomération pour simuler des conditions

Les concentrations de Ti dans lasuspension ont
été déterminéesavantet aprésle passage a
travers |la pointe de la pipette;
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en 21 jours); E171 fraichement dispersée dans réalistes); 35 % de nano (déterminé par MET); Le foie, I'estomac et I'intestin entier ont été
I’eau; I’article de test est lentement coulé dans | Source : Pretiox AVo1PhG (Giusto Faravelli S.p.A. nettoyés avec de I’eau ultrapure pour enlever
la bouche par pipette avecchaque goutte Milan, Italie) tout sangourésidu adhérent dans le tube
avalée; digestif;
Les souris sont divisées en 2 groupesde 4 : Ces concentrationsdanslestissusont été
0 ou 5 mg/kg pc/j (équivalent a la dose déterminées par une analyse ICP-MS a une
quotidienne d’environ 2 mg/kg pc/j); Souris seule particule;
euthanasiéesle jour 21 (3 jours aprésla Les concentrations de Ti dans lefoie (0,94 +
derniére dose) 0,57 pg/g de tissu) et dans le gros intestin (1,07
+0,38 ug/g de tissu) étaient significativement
plus élevées chezlessouris traitées que chezles
souris témoins;
Les concentrations de Ti dans les poumons, la
rate, I’estomac, I'intestin gréle ne sont pas
statistiguementsignificatives entre les souris
traitées et lessouris témoins;
Les concentrations de Ti dans lecerveau, les
reins et les testicules sous laLQ.
Tassinari et Les jeunes rats sexuellementmatures SD males | TiO2-NP, anatase; selon I’analyse MET, les particules Les concentrations de Ti dans les organes et les
coll. (2014) et femelles (7 par dose par sexe); traité par primaires étaientde forme sphérique (20-60 nm) et tissus n’étaientpas significativement
gavage oral pendant5 jours; suspendu dansde | de forme irréguliére (40-60 nm), mais de grands différentes des témoins, a I’exception de larate
I’eau distillée par sonication pendant agglomérats de particulesont aussiété observés et des ovaires dansle groupe de 2 mg/kg pc;
15 minutes (dispersions préparées (taille non rapportée); selon I’analyse SEM, le des agglomérats de particules de Ti (200-
quotidiennement); ratsdivisésen 3 groupes de | diameétre moyen étaitde 284 £+43 nmavec 13 % des 400 nm) ont été identifiés dans laratedu
14 (n =7 malesetn=7 femelles):0, 1 ou particules <100 nm, 87 % des particulesallantde 30 | groupe de 2 mg/kg de poids corporel.
2 mg/kg pc/j; échantillonsde sangetd’organes | a 900 nm et 48 % des particules allant de 100 a
prélevés le jour 6. 300 nm, mais des agglomérats allant jusqu’a 1,6 um
ont également été observés; Source : Sigma-Aldrich
Company Ltd. (Gillingham, Dorset, R.-U.).
West et Wyzan [ Hommes (n=5); 5g d’E171 ingéré suspendu E171 (aucun autre détail disponible) Aucune augmentation des niveaux de Ti
(1963), tel que | dansle lait pendant 3 jours consécutifs; urinaire ne suggére qu’aucune absorption
cité dans échantillonsd’urine prélevés pendant 5 jours significative n’a eulieu.
JECFA 1969
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Tableau 6. Tableau sommaire des études de toxicité aigué des particules de TiO, par voie orale.

Juin 2022

Etude

Type d’étude, espéces, doses et schéma
posologique

Article de test (source)

Résultat

Wang et coll. (2007)

Etude de toxicité aigué chezles souris selonla
ligne directrice 420 de I’OCDE (Toxicité orale
aigué —méthode a dose fixe)

Des souris CD-1 (ICR) (10 par sexe par groupe)
ont été laissées a jeun pendant la nuitavantde
recevoir un excipient (0, 5% hydroxypropyl
méthylcellulose ; HPMC) ou I’une des trois tailles
de particules de TiO2 en suspension par gavage
oral a 5000 mg/kg pc.

Trois objets d’analyse :
1. TiO2-NPs, (25 nm), structure
cristalline non spécifiée;
2. TiO2-NPs, (80 nm), structure
cristalline non spécifiée;
3. TiOz, (155 nm), structure
cristalline non spécifiée.

Les animaux ont été sacrifiés 14 joursapres la
dose. Il a été déterminé que la DLsp était>
5000 mg/kg pc. Des constatations de nature
histopathologique ont été rapportées dansle
cerveau, le foie et les reins avec les particules
de 80 et 155 nm, mais pas les particules de
25 nm.

Warheit et coll. (2007)

Il est a noter qu’une
étude semblableest
également décritedans
Warheit et coll. 2015.

Etude de la toxicité aigué chezlesratsselon la
ligne directrice 425 de I’OCDE (Toxicité orale
aigué : Procédure ascendante et descendante)

Trois rats femelles a jeun Crl:CD(SD) ont regu des
particules de TiO; suspenduesdans|’eau par
gavage oral a une dose de 5 000 mg/kg pc.

Il s’agissait de particules de TiO2a 79 %
rutile eta 21 % anatase. La composition
étaitd’environ 90 % en poids de TiOy, de
7% d’alumine et de 1 % de silice
amorphe. La taillemédiane des
particules étaitde 140 nm dans I’eau et
la surface était de 38,5 m2/g. Les
particules ont été soumisesa un
processus de neutralisation pendantla
production.

Aucun déces n’est survenu et aucune |ésion
macroscopique n’a étérapportée a la
nécropsie. Ils ont déterminé que la DLso était>
5000 mg/kg pc.

Ranjan et coll. 2020

Ftude de la toxicité aigué chezlesrats Wistar
femelles selon laligne directrice 420de I’OCDE
(Toxicité orale aigué —méthode a dose fixe).

La conception expérimentale comprenait quatre
groupes (n =5 par groupe) avec trois doses
différentes (500 mg/kg pc, 1 000 mg/kg pc et

2 000 mg/kg pc) et un groupe témoin. Le
specimen utilisé a étéadministré par gavage
oral.

TiO2-NP (taille moyenne de 28,3 +

3,1 nm) ont été synthétiséesa l’internea
I’aide d’une approche chimique hybride
assistée parirradiation par micro-ondes.

Aucune mortalité n’a été observéenichezles
rats témoins ni chezles rats traités aux NP.
Ainsi, il est estimé que la DLsp orale aigué est
supérieure a 2 000 mg/kg pc. Ala fin de I’étude,
dusérum a été extrait des animaux sacrifiés et
divers parametres biochimiques ont été
analysés. |l aété observé qu’a I'exception de
I’ALT, toutes les autres enzymes et I’estimation
des protéines n’étaient passignificativement
modifiées. Une augmentation significative des
niveaux d’ALT dépendante de la dosea été
signalée.
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Annexe G — Biomarqueurs du cancer colorectal

Le cancer colorectal se développe atravers un processus a plusieurs étapes qui commence généralement
par I'apparition de Iésions prénéoplasiques (c.-a-d. FCA/CA) qui se transforment en lésions prémalignes
(c.-a-d. polypes et adénomes) puis en lésions malignes (c.-a-d. carcinomes; Conteduca et coll. 2013;
Dekker et coll. 2019; Kuipers et coll. 2015). La progression du cancer colorectal peut étre affectée par une
grande variété de facteurs, dont la génétique/épigénétique, les facteurs de croissance, |I’obésité et
I'inflammation chronique dans le tractusintestinal, entre autres (Conteduca et coll. 2013; Carvalho et coll.
2012; Hermsen et coll. 2002).

Les cryptes du colon sont des structures tubulaires situées dans la paroi du célon et du rectum qui
proviennent d’une seule cellule souche mésenchyme située a la base de la crypte, qui produit des cellules
épithéliales qui renouvellent la crypte environ tous les cing jours (Alrawi et coll. 2006a; Humphries et
Wright 2008). Les CA sont généralement plus grandes que les cryptesd’un c6lon sain et ont un épithélium
plus épais ainsi qu’une ouverture luminale visible et irréguliére, tandis que les FCA sont des zones de la
muqueuse du cOlon qui contiennent une ou plusieurs CA et peuvent étre classés comme non
hyperplasiques, hyperplasiques, dysplasiques ou mixtes (Alrawi et coll. 2006a; Pretlow et coll. 1991;
Quintanilla et coll. 2019). Bon nombre considerent que les FCA et les CA constituent la premiére anomalie
prénéoplasique identifiable dans I’occurrence du cancer colorectal (Alrawi et coll. 2006a; Clapper et coll.
2020; Magnuson et coll. 1993; Uchida et coll. 1997).

En 1987les FCA/CA ont été identifiés pour la premiere fois comme un précurseur possible du cancer
colorectal (Bird 1987) et, depuis, de nombreuses études ont démontré leur role dans la prédiction de la
formation de tumeursdans le colon des animaux de laboratoire (Kristiansen 1996; Magnuson et coll. 1993;
Pretlow et coll. 1992; Uchida et coll. 1997). La multiplicité des cryptes (c.-a-d. le nombre CA par foyer) est
un facteur prédictif cohérent avec I'incidence des tumeurs chez les animaux de laboratoire traités par
carcinogene; en général, les FCA ayant une forte multiplicité de cryptes (c.-a-d. quatre CA ou plus) étaient
corrélés a I'incidence des tumeurs du célon, alors que les FCA composés de trois cryptes ou moins
n’avaient pas une valeur prédictive (Alrawi et coll. 2006a; Magnuson et coll. 1993; Pretlow et coll. 1992;
Kristiansen, 1996). Uchida et coll. (1997) ont également confirmé I'importance de la multiplicité des
cryptes dans le cancer du colon en démontrant que le profil mucineux des FCA avec au moins quatre
cryptes chez des rats traités a la DMH ressemblait au profil mucineux observé dans le cancer colorectal
humain (c.-a-d. augmentation de FCA avec prédominance de la sialomucine qui se rapporte aux FCA avec
prédominance de sulfomucine). Caderni et coll. (1995) ont également noté une corrélation positive entre
le nombre de FCA produisant de la sialomucine et la multiplicité de cryptes ainsi qu’une association
significative entre les FCA produisant de la sialomucine et I’incidence de la tumeur chez les rats traitésa
la DMH; toutefois, seuls les FCA composés de 14 cryptes ou plus ont été associés a I'incidence de la
tumeur. Le nombre de FCA par c6lon est un autre parametre courant souvent mesuré, bien que plusieurs
études aient noté qu’il ne s’agit pas d’un bon indicateur de I'incidence des tumeurs chez les animaux de
laboratoire traités par carcinogéne (Caderni et coll. 1995; Magnuson et coll. 1993). D’autres études ont
noté I'hétérogénéité considérable de I’histologie des FCA ainsi que les différences d’impact que la
méthodologie ou les procédures d’étude (comme la souche des animaux, le mode d’exposition, la durée
de la procédure expérimentale, etc.) peuvent avoir sur le nombre de FCA dans le c6lon d’animaux de
laboratoire traités par carcinogene (Suzui et coll. 2013). Le prétraitement avec un initiateur de
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cancérogenese pour le colon peut également entrainer une variabilité interindividuelle d’environ 20 a
40 % dans la formation de FCA chez les rongeurs (voir Blevins et coll. 2019; Rodrigues et coll. 2002; Won
et coll. 2012, pour des exemples de variabilité interindividuelle au sein des groupes de traitement a la
DMH). Bien que certains FCA deviennent des adénomes et des cancers, de nombreux FCA chez les
rongeurs traités par carcinogene régressent spontanément au fil du temps (Choi et coll. 2015; Shpitz et
coll. 1996), ce qui peut limiter I’ utilité des FCA comme biomarqueur de la tumorigenése du colon.

La formation spontanée de FCA n’est pas non plus une observation rare chez les souris et les rats témoins
en |'absence d’un initiateur de cancérogenése pour le cOlon, bien que le cancer colorectal soit
extrémement rare chez ces espéces. Par exemple, Furukawa et coll. (2002) ont signalé que des FCA dans
le c6lon sont spontanément apparus chez environ 42,5 % des rats F344 non traités, males et femelles, sur
une période de 16 semaines (~112 jours), dont environ 77 % des FCA avaient 1 a 3 CA par foyer et environ
23 % des FCA > 4 CA par foyer, mais le développement spontané de tumeurs colorectales a été constaté
a £0,34%. Dans une autre étude, environ 35 FCA se sont spontanément formés par célon chez des rats
Wistar recevant de la solution saline par gavage pendant 90 jours, la majorité des FCA étant constituée
de <3 CA, etun ou deux FCA ayant > 4 CA par foyer; aucune tumeur n’a été signalée (Singh et coll. 2022).
Cependant, aucune de ces études n’a été assez longue pour évaluer pleinement si I’'un des FCA a progressé
vers la néoplasie.

En 1991, les FCA/CA ont été identifiés pour la premiére fois dans la muqueuse du célon des résections
chirurgicaleshumaines et des cadavres, et ont été décritscomme étant semblables a ceux précédemment
identifiés dans le c6lon de rongeurs apres traitement avec des carcinogenes (Pretlow et coll. 1991). Les
auteurs ont noté que le nombre de FCA par cm? de muqueuse du colon était significativement plus élevé
chez les individus atteints d’un cancer colorectal que chez ceux qui n’avaient pas de cancer colorectal ou
d’autresfacteurs prédisposants. Cependant, il convient de noter que les FCA ont également été détectés
dans le colon d’environ 15 a 77 % des sujets en bonne santé (Adler et coll. 2002; Hurlstone et coll. 2005;
Takayama et coll. 1998). Depuis, les auteurs de nombreuses études ont laissé entendre que les FCA
pourraient constituer un facteur de risque pour le cancer colorectal humain et, par conséquent,
pourraient représenter un biomarqueur utile et précoce pour la détection du cancer colorectal chez
I'homme (Anderson et coll. 2012; Di Gregorio et coll. 1997; Drew et coll. 2018; Kowalczyk et coll. 2020;
Takayama et coll. 1998). De maniére spécifique, plusieurs études ont signalé que le risque de cancer
colorectal chez les humains était fortement associé a la présence de FCA dysplasiques dans la partie
proximale du célon et le rectum, ainsi qu’au nombre de cryptes par foyer (> 20 cryptes par foyer) et au
nombre de FCA par c6lon (> 6 FCA par cblon; Anderson et coll. 2012; Clapper et coll. 2020; Drew et coll.
2018; Kowalczyk et coll. 2020; Takayama et coll. 1998). Cette constatationa amené certainschercheurs a
recommander la stratification des FCA en fonction de la présence de certaines caractéristiques,
particulierement la dysplasie, au moment de déterminer le risque de cancer colorectal (Clapper et coll.
2020; Di Gregorio et coll. 1997). Bien que la difficulté d’identifier les FCA dysplasiques in situ (Clapper et
coll. 2020) ainsi que la nature dynamique des FCA au fil du temps chez I’homme (c.-a-d. moins de la moitié
des FCA ont été identifiés a nouveau aprés un an; Schoen et coll. 2008) peuvent limiter I’ utilité de cette
caractéristique en tant que biomarqueur de la néoplasie colorectale humaine.

La progression graduelle de FCA vers le cancer colorectal chez les humains est complexe et suit
probablement de multiples voies, selon I’histologie des FCA et de nombreux autres facteurs. La voie
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classique de I'adénocarcinome, selon laquelle la muqueuse du cdlon normale évolue en FCA/CA qui donne
lieu a des polypes adénomateux tubuleux et tubulovilleux (adénomes) et par la suite progresse vers le
cancer, est la voie la plus courante signalée et représente environ 70 a 90 % des cas de cancer colorectal
chez les humains (Kuipers et coll. 2015; Dekker et coll. 2019; Siskova et coll. 2020). Comme mentionné
précédemment, la présence de dysplasie peut accroitre la probabilité que les FCA deviennent des
adénomes (Di Gregorio et coll. 1997); bien que la grande majorité des adénomes (environ 90-95 %) ne
progressent pas vers le cancer, et ce méme si la plupart des cas de cancer colorectal débutent par les
adénomes (Hermsen et coll. 2002; Conteduca et coll. 2013). Au cours de la derniere décennie, il a été
découvert qu’environ 10 a 20 % des cas de cancer colorectal chez les humains proviennent de polypes
festonnés (c.-a-d. polypes hyperplasiques, polypes/adénomes festonnés sessiles, et adénomes festonnés
traditionnels) par le biais de la voie de la néoplasie festonnée (Kuipers et coll. 2015; Dekker et coll. 2019).
I1a été suggéré que les FCA hyperplasiques avec une histologie festonnée étaient un précurseur potentiel
de la voie de la néoplasie festonnée (Rosenberg et coll. 2007). A I'inverse, d’autres chercheurs ont fait
valoir que les FCA hyperplasiques sont peut-étre plus susceptibles de progresser vers des polypes
hyperplasiques, qui sont en grande partie considérés comme des lésions non précancéreuses (Di Gregorio
et coll. 1997), et d’autresencore ont signalé qu’il n’y avait aucun lien entre les FCA hyperplasiques et les
polypes hyperplasiques ou d’autres types de polypes festonnés (Lance et Hamilton 2008; Cho et coll.
2008). Le pourcentage de FCA qui progresse vers le cancer colorectal par I’'une ou I'autre voie n’est pas
clair, bien que certains aient estimé qu’environ 25 % des FCA présentent « un certain degré d’instabilité
génomique » semblable a la plupart des adénomes et des carcinomes, ce qui suggere qu’une petite partie
seulement peut se transformer en cancer au fil du temps (Alrawi et coll. 2006a,b).

Dans I'ensemble, I'utilisation des FCA comme biomarqueur du risque de cancer colorectal chez les
animaux de laboratoire et les humains est controversée. Tres peu de ces lésions progressent vers la
néoplasie, la plupart se régressant spontanément au fil du temps chez les rongeurs (Choi et coll. 2015;
Shpitz et coll. 1996) et les humains (Schoen et coll. 2008). Chez les rongeurs traités par carcinogene, la
variabilité interindividuelle de la formation de FCA peut étre élevée (environ 20-40 %; voir Blevins et coll.
2019; Rodrigues et coll. 2002; Won et coll. 2012, par exemple). Certains chercheurs ont fortement plaidé
contre l'utilisation des FCA comme biomarqueur chez les humains en raison de |’absence d’association
claire entre certaines caractéristiques des FCA (comme le nombre de FCA par colon, la présence de
dysplasie, la morphologie lombaire et I'intensité du motif vasculaire) et le risque de cancer colorectal
(Quintanilla et coll. 2019; Cho et coll. 2008; Lance et Hamilton 2008). Dansune étude de cas récente, seul
le nombre de grands FCA (> 40 cryptes par foyer) a été associé a un risque accrude cancer colorectal, bien
gue Quintanilla et coll. (2019) aient conclu que méme cette caractéristique endoscopique avait « une
utilité clinique douteuse » puisqu’elle ne prédisait pas avec précision I'histopathologie des FCA ou les
caractéristiques moléculaires anormales des FCA indicatrices de cancer colorectal. Les auteurs ont
également noté des incohérences dans les classifications histologiques des FCA chez les pathologistes,
avec un chevauchement considérable entre les cas et les témoins (Quintanilla et coll. 2019). La difficulté
de la caractérisation histologique des FCA est probablement attribuable a I’hétérogénéité considérable
de la morphologie des FCA, a I'absence de normalisation dans la classification des FCA chez les
pathologistes ainsi qu’aux différences dans la méthodologie et les procédures d’échantillonnage de tissus
entre les études (Alrawi et coll. 2006a; Quintanilla et coll. 2019; Suzui et coll. 2013).
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D’autres biomarqueurs couramment utilisés pour déterminer le risque et/ou la progression du cancer
colorectal comprennent des mesures de diverses protéines dans le tissu du cancer colorectal, les niveaux
de protéines sériques, ainsi que divers changements génétiques et épigénétiques. Par exemple, dans les
échantillons de tissu cancéreux colorectal humain, une diminution de I’expression de Muc2 (composante
structurelle clé du mucus intestinal) et une augmentation de |’expression de COX2 (marqueur
inflammatoire) et HER2 (facteur de croissance) ont été associées a une plus grande malignité et a un
mauvais pronostic (Chao et coll. 2018; Wu et Sun 2015). La diminution des niveaux de sérum de L1CAM
(une protéine structurelle trouvée sur les membranes cellulaires neuronales) est observée chez les
patients atteints d’un cancer colorectal et peut étre un biomarqueur prometteur pour la détection
précoce du cancer colorectal (Chu et coll. 2020). Un grand nombre de mutations génomiques impliquant
I’activation d’oncogenes (p. ex. KRAS, BRAF, etc.) et I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (p.
ex. APC, TP53, etc.), I'instabilité épigénétique liée a la méthylation excessive de I’ADN insulaire CpG ainsi
gue l'instabilité microsatellite et chromosomique ont également été signalés dans les deux principales
voies de cancer colorectal (Alrawi et coll. 2006a; Conteduca et coll. 2013; Kuipers et coll. 2015; Dekker et
coll. 2019; Siskova et coll. 2020). De nombreux autres biomarqgueurs du cancer colorectal ont également
été proposés. lls ont été résumés ailleurs (p. ex. voir Alrawi et coll. 2006a; Conteduca et coll. 2013; Siskova
et coll. 2020).
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Annexe H — Résumé des études sur la génotoxicité
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Tableau 7. Tableau sommaire des résultats des essais de génotoxicité in vivo avecle TiO, de qualité alimentaire.

Etude

Ligne cellulaire, Concentrations d’exposition
et durée, Essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Essais de mutagénicité

BioReliance 2021a

Salmonella typhimurium TA98, TA100,, TA1535,
TA1537 et le locus tryptophane d’Escherichia
coli WP2 uvrA;

Exposition au E171 a des concentrations de 33,3,
100, 333,1 000, 3333 ou 5000 pg/plaque en
présence et enl’absence de S9 de foie de rat
induit par I'Aroclor 1254 pendant 48 a 72 heures;

L’eau a été utilisée comme excipient; les
renseignementssur les témoins positifs varienten
fonction de la condition expérimentale : 2-
aminoanthraceéne (touteslessouches, +59), 2-
nitrofluoréne (TA98, -S9), azide de sodium (TA100
& TA1535, -S9), 9-aminoacridine (TA1537, -S9),
MMS (WP2 uvrA, -S9);

Etude réalisée conformément a la ligne
directrice 471 de I’OCDE

Essai de mutation inverse bactérienne

E171-E (anatase, 65 % de nanoparticules par
nombre, 27 % de nanoparticules par masse, voir
Verleysen et coll. 2020 pour plus de détails)

Le specimen utilisé a été mis en suspension dans
I'eau par mélange vortex (c'est-a-dire que
l'article testéa été "agitéa l'aided'une plaque
d'agitation et d'un barreau d'agitation stérile
pendant la préparation de laformulation de la
dose... et le dosage pour maintenirun mélange
homogeéne"). Le specimen utilisé a été signalé
comme formant des suspensions exploitables
dans I'eau a des concentrations d'environ5 a 50
mg/ml.

Négatif (+/- S9), pour les mutations de type
frameshift ou substitution de paires de bases a
des concentrationsallant jusqu'a’5 000
ug/plaque. Cependant, I’essai de mutation
inverse bactérienne peutne pas convenira
I’évaluation des nanomatériaux (ou des
particules insolubles, en général), carilest
possible qu’ils ne soient pasfacilement
absorbés parlescellules bactériennes utilisées
dans cet essai(Doak et coll. 2012; OCDE 2014;
Kumari et coll. 2010). On sait également que
les TiO2-NP ont des propriétés
antibactériennes/bactériostatiques (voir
Khashan et coll. 2021; Lopez de Dicastillo et
coll. 2020), ce qui limite encore la pertinence
de I’essai de mutation inverse bactérienne
pour I’évaluation de ces matériaux.

L'absorption cellulaire des particules n'a pas
été confirmée ;

Aucune preuve de cytotoxicité, mais une
réduction du nombre de révertantsa été
observée a 23333 pg/plaque chezTA1537
avec activation métabolique.

BioReliance 2021b

Locus (hprt) de I’hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transférase (HPRT) des cellules
d’ovaires de hamster chinois (CHO);

Les cellulesCHO ont été exposées au E171 a des
concentrations de 0,156; 0,313; 0,625; 1,25; 2,50;
7,5; 15 0u 30 pg/ml en présence et 0,0781; 0,313;
0,625;1,25;2,50;7,5; 15; 0u 30 ug/ml en
I’absence de S9 (510.5 heures);

Dans le cadre de I’essai de suivi, les cellules CHO
ont été exposées au E171 a des concentrations de

E171-E (anatase, 65 % de nanoparticules par
nombre, 27 % de nanoparticules par masse, voir
Verleysen et coll. 2020 pour plus de détails)

L'article de test a été mis en suspensiondans un
milieu sans sérum par mélange vortex.

Négatif (+/- S9) pour les mutations vers l'avant
a des concentrationsallant jusqu'a 30 pg/ml.
Cependant, il n'yavait aucune preuve
d'absorption cellulaire de I'ojet d’analyse dans
les cellules CHO dans une analyse d'imagerie
TEM ultérieure et, par conséquent, I'absence
d'effets génotoxiques observés pourrait étre
liée al'absenced'exposition de |'article de test
a I'ADN.

Aucune preuve de cytotoxicité.
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Etude

Ligne cellulaire, Concentrations d’exposition
et durée, Essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

7,50, 15 ou 30 pg/ml (durée de I’exposition non
déclarée);

Le milieu sans sérum a été utilisé comme véhicule
de controle ; les informationssur le controle
positifvarient en fonction des conditions
expérimentales : EMS (-S9) et benzo(a)pyréne
(+S9)

Etude réalisée conformément a la ligne
directrice 476 de I’OCDE

Essai de mutation géniquesur cellules de
mammiféres

Dunkel et coll.
(1985)

S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537,
TA1538, E. coli WP2 uvrA;

Exposition a des concentrations de TiOz allant
jusqu’a 10 mg/plaque pendantune durée
inconnue avec et sansS9;

S9 préparé a partir des foies de 344 rats Fischer
males, de souris B6C3Flet de hamsterssyriens

avec ou sans prétraitement a I’Aroclor 1254;

Des témoins positifs et négatifs ont été inclus
(aucun autre détail n’a été fourni);

Essai de mutation inverse bactérienne

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation)et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant surdessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiO2 ajoutéaux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

Négatif (+/- S9), mais I’essai de mutation
inverse bactérienne peutne pas convenira
I’évaluation des nanomatériaux (ou des
particules insolubles, en général), carilest
possible qu’ils ne soient pasfacilement
absorbés par les cellules bactériennes utilisées
dans cet essai(Doak et coll. 2012; OCDE 2014;
Kumari et coll. 2010). On sait également que
les TiO2-NP ont des propriétés
antibactériennes/bactériostatiques (voir
Khashan et coll. 2021; Lopez de Dicastillo et
coll. 2020), ce qui limite encore la pertinence
de I’essai de mutation inverse bactérienne
pour I’évaluation de ces matériaux.

L’absorption des particulesn’a pas été évaluée
et aucune information sur la cytotoxicité n’a
été mentionnée.

Myhr et Capary
(1991)

Locus de la thymidine kinase dans lescellules du
lymphome de souris L5178Y;

Exposition au TiOz a des concentrations de 1,56;
3,13;6,25;12,5; 25,50 ou 100 pg/ml pendant
2 jours avec ousans S9;

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dépot NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation)et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui

Négatif (+/- S9), mais I’absorption des
particules n’apas étéévaluée etaucune
information sur la cytotoxicité n’a été
rapportée;

Le TiOz en co-culture avec des cellules apres
une période de traitementde 4 heureset, par
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Etude

Ligne cellulaire, Concentrations d’exposition
et durée, Essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

S9 préparé a partir des foies de rats Fischer 344
males, avec prétraitementa |I’Aroclor 1254;

Le milieu de culture a été utilisé commetémoin
négatifetle MMS a 5 nl/ml ou le EMS a 250 nl/ml
a été utilisé comme témoin positif;

Essai de mutation géniquesur cellules de
mammiféres

utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant sur dessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules <100 nm
parnombre, I’'Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiO2 ajoutéaux aliments.

Suspension du TiO, préparée dans|’eau (aucun
autre détail fourni)

conséquent, I’exposition réelle s’est
poursuivie pendant la période d’expression de
2 jours

Tennant et coll.
(1987)

S. typhimurium/microsome
Exposition a des concentrations de TiOz allant
jusqu’a 10 mg/plaque pendantune durée

inconnue avec et sansS9;

Aucune information sur les témoins positifs et les
témoins négatifs;

Essai de mutation inverse bactérienne

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dépot NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation)et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant sur dessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’'Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiOz ajouté aux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

Négatif (+/- S9), mais I’essai de mutation
inverse bactérienne peutne pas convenir a
I’évaluation des nanomatériaux (ou des
particules insolubles, en général), carilest
possible qu’ils ne soient pasfacilement
absorbés parlescellules bactériennes utilisées
dans cet essai(Doak et coll. 2012; OCDE 2014;
Kumari et coll. 2010). On sait également que
les TiO2-NP ont des propriétés
antibactériennes/bactériostatiques (voir
Khashan et coll. 2021; Lopez de Dicastillo et
coll. 2020), ce qui limite encore la pertinence
de I’essai de mutation inverse bactérienne
pour I’évaluation de ces matériaux.

L’absorption des particulesn’a pas été évaluée
et aucune information sur la cytotoxicité n’a
été mentionnée.

Cellules de lymphome de souris L5178Y;

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais

Négatif, mais I’absorption des particulesn’a
pas été évaluée etaucuneinformation surla
cytotoxicité n’a été rapportée.
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et durée, Essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Exposition a des concentrations de TiO2 pouvant
atteindre 1,6 pg/plaque pendant une durée
inconnue sans S9;

Aucune information sur les témoins positifs et les
témoins négatifs;

Essai de mutation géniquesur cellules de
mammiféres

biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation) et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant surdessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiO2 ajoutéaux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

Essais de détection des micronoyaux/aberrations chromosomiques

BioReliance 2021c

Lymphocytes du sang périphérique humain (HPBL)
obtenu a partird'une femme en bonne santé, non
fumeuse;

Exposition au E171 a des concentrations de 0, 3; 1;
10; ou 30 pg/ml pendant 4 heures avec ou sans
S9, et 24 heures sans S9 de foie de rat induitpar
I’Aroclor 1254;

Traitement des HPBL pendant 4 heures (+/-59) et
24 heures (-S9);

L’eau a été utilisée comme excipient; la
mitomycine Cet la vinblastine ont été utilisées
comme témoins positifs sansS9 et le
cyclophosphamide a été utilisé comme témoin
positifavec S9;

Etude réalisée conformément a la ligne
directrice 487 de I’OCDE

Essai de micronoyaux sur cellules de mammiferes

E171-E (anatase, 65 % de nanoparticules par
nombre, 27 % de nanoparticules par masse, voir
Verleysen et coll. 2020 pour plus de détails)

Il'a été signalé que I'article de test formaitdes
suspensions exploitablesdans|'eau parmélange
vortex a des concentrations d'environ 5a 50
mg/ml.

Négatif pour I'induction de micronoyaux a des

concentrations allant jusqu’a 30 pg/ml a
4 heures (+/- S9) et 24 heures (-S9).

Cependant, I'absorption cellulaire de I'article

testé n'a pas été confirméeet, par

conséquent, les résultats négatifs pourraient
également étre liés a I'absence d'exposition;

Aucune preuve de cytotoxicité, peuimportela

concentration de traitement.
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e et durée, Essai Péchantillon Resuiltats/Remargues
Franzet coll. Cellules HT29-MTX-E12; TiO2 de qualité alimentaire (E171); 170 nm; Négatif pour les micronoyaux et les noyaux
(2020) anatase (Hombitan AFDC, Venator). hypodiploides, maisla présence d’agglomérats
Exposition au E171 a des concentrations de 0,5,5 interfére avec la détection des micronoyaux
ou 50 pg/ml pendant 48 heures sansS9; Suspensions stables produites par sonication de dans la méthode de notation basée surla
I'article de test dansde I’eau doublement cytométrie en flux employée dans cette étude;
Les témoins négatifs étaient descellules non distillée pendant 10 minutes. Les suspensions
traitées; I’étoposide (0,25-1 uM, 48 heures)etla étaient intentionnellement préparées pour L'état d’agglomération des particules dans le
vinblastine (2,5-10 nM, 48 heures) ont été utilisés | générer de plus grandes agglomérations qui milieu d’exposition n’a pas été confirmé et
comme témoins positifs clastogénes et ressemblaient plus étroitement a la distribution I’absorption cellulaire des particules n’a pas
aneugéniques, respectivement; de la taille des particules de E171 dansla matrice | été évaluée;
alimentaire.
Essai de micronoyaux sur cellules de mammiferes Aucune preuve de cytotoxicité apres 24 et
48 heures.
Ivett et coll. Cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO); TiO2 (Unitane® 0-220) Négatif (+/- S9), mais I’absorption des
(1989) particules n’apas étéévaluée etaucune

Exposition au TiO; a des concentrations de 15,20
ou 25 pg/ml pendant 2 heures avec S9 et 8 heures
sans S9;

S9 préparé a partir des foies de rats Fischer 344
males, avec prétraitement a I’Aroclor 1254;

Du dissolvant a été utilisé comme témoin négatif,
la mitomycine Ca été utilisée comme témoin
positifsans S9, et le cyclophosphamide a été
utilisé comme témoin positifavec S9;

Essai de détection d’aberrations chromosomiques

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation)et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant surdessimilitudesdansla
composition élémentaire, le diameétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiO2 ajoutéaux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

information sur la cytotoxicité n’a été
rapportée;

La dose la plus élevée estlimitée parla
solubilité; résultat positif observé a 20 ug/ml
au premier essai(+S9), mais la réponse pour
I’essai de suivi n’a pas étérapportée et a donc
été jugée comme étant négative.

Proquin et coll.
(2017)

Cellules épithéliales du c6lon humain HCT116;

Expositionau E171 a des concentrations de 5, 10,
50 ou 100 pg/cm? (équivalant a 50, 100, 500,
1 000 pg/ml) pendant 24 heures sansS9;

TiO2 de qualité alimentaire (E171); 39 % <
100 nm; anatase (Sensient Technologies
Company).

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I'article de test pendant 30 minutes
(aucun autre détail n’est fourni).

Augmentation positive de I'incidence des
cellules binucléées micronucléées par
1000 cellules binucléées, dépendantede la
concentration, 3 5, 10 et 50 ug/cm2. Les
cellules exposées a laconcentration la plus
élevée (100 pg/cm2)n’ont pas pu étre
évaluées enraison de laprésence de
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Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs.

Essai de micronoyaux sur cellules de mammiferes

particules agglomérées qui interféraientavec
I'identification des micronoyaux.

Aucune preuve de cytotoxicité n’a étésignalée
dans des conditionsd’essai;

Les auteurs ont également rapporté que le

« E171 [semblait] interagir avecla région
centromere des pdles cinétochores pendant la
mitose »; toutefois, d’apres les
photomicrographies publiées, il estdifficile de
déterminer siles particules étaient situées a
I'intérieur des cellulesou a la surface de
celles-ci.

Pas de témoin positif.

Tennant et coll.
(1987)

Cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO);
Exposition a des concentrations de TiO2 pouvant
atteindre 25 pg/plaque pendant une durée

inconnue sans S9;

Aucune information sur les témoins positifs et les
témoins négatifs;

Essai de détection d’aberrations chromosomiques

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dépot NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation) et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant sur dessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’'Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiO; ajouté aux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

Négatif, mais I’absorption des particulesn’a
pas été évaluée etaucuneinformation surla
cytotoxicité n’a été rapportée.

Test des cométes

Brown et coll.
(2019)

Cellules Caco-2 (indifférenciées);

TiO2 de qualité alimentaire (E171); Trois groupes
de particules : 13546, 305461, 900+247 nm;

Négatif pour les ruptures de brins d’ADN et
I’'augmentation dessites sensiblesau Fpg;
Aucune preuve de cytotoxicité;
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Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Exposition a des concentrations de 3,9,7,8 ou
15,6 pug/cm?, équivalanta 12,5,25 et 50 pg/ml
pendant 4 heures;

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; Hy0; et KBrOs utilisés comme témoins
positifs;

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/- Fpg

99,8 % anatase et 0,2 % rutile (Bolsjehuset —un
fournisseur d’ingrédients de bonbons).

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I’article de test pendant 10 minutes
sans pause (aucun autre détail fourni).

Méthode de notation visuelle utilisée pour

évaluer les noyaux en fonction desdommages

causés a lI’ADN (il n’est pasclairement indiq
sielle a été effectuée en aveugle);

Absorption cellulaire des particules non
confirmée.

ué

Cellules du foie humain HepG2;

Exposition a des concentrations de 3,9,7,8 ou
15,6 pg/cm?, équivalant a 12,5,25 et 50 ug/ml
pendant 4 heures;

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; Hy0; et KBrO3 utilisés comme témoins
positifs;

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/- Fpg

TiO2 de qualité alimentaire (E171); Trois groupes
de particules : 13516, 305461, 900+247 nm;
99,8 % anatase et 0,2 % rutile (Bolsjehuset —un
fournisseur d’ingrédients de bonbons).

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I'article de test pendant 10 minutes
sans pause (aucun autre détail fourni).

Négatif pour les ruptures de brins d’ADN et
I’augmentation dessites sensiblesau Fpg;

Preuve de cytotoxicité rapportéea la dosela

plus élevée testée (15,6 pg/cm?2);

Méthode de notation visuelle utilisée pour

évaluer les noyaux en fonction desdommages

causés a I’ADN (il n’est pasclairement indiq
sielle a été effectuée en aveugle);

Absorption cellulaire des particules non
confirmée.

ué

Cellules embryonnaires de souris;

Exposition a des concentrations de 0,98; 1,95; 3,9;
7,8 ou 15,6 pg/cm?, équivalanta 3,13;6,25;12,5;
25 et 50 ug/ml pendant 4 heures;

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; Hy0; et KBrOs utilisés comme témoins
positifs;

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/- Fpg

TiO2 de qualité alimentaire (E171); Trois groupes
de particules : 13546, 305161, 900+247 nm;
99,8 % anatase et 0,2 % rutile (Bolsjehuset —un
fournisseur d’ingrédients de bonbons).

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I'article de test pendant 10 minutes
sans pause (aucun autre détail fourni).

Positif pour I’'augmentation des ruptures de
brins d’ADN a la dose la plus élevée testée
(15,6 pug/cm?2), mais pas pour les sites
sensiblesau Fpg;

Aucune information sur la cytotoxicité n’a é
signalée;

Absorption cellulaire des particules non
confirmée.

té

Cellules embryonnaires de souris;

Exposition a des concentrations de 0,98; 1,95; 3,9;
7,8 ou 15,6 pg/cm?, équivalant a 3,13;6,25; 12,5;
25 et 50 pg/ml pendant 24 heures;

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; cisplatine (dommage a I’ADN), maléate
de diéthyle (stress oxydatif), tunicamycine

TiO2 de qualité alimentaire (E171); Trois groupes
de particules : 13546, 305161, 900+247 nm;
99,8 % anatase et 0,2 % rutile (Bolsjehuset —un
fournisseur d’ingrédients de bonbons).

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I’article de test pendant 10 minutes
sans pause (aucun autre détail fourni).

Négatif pour les changements dans les

dommages a I’ADN, le stress oxydatif, le stress
cellulaire médié parle p53 ou la réponse des

protéines dépliées;

Les niveaux excessifs de cytotoxicité observés
(environ 25 a 75 % des témoins) rendent les

résultats difficiles a interpréter;
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Etude & ! P . P ,( ) prep Résultats/Remarques
et durée, Essai I’échantillon
(réponse des protéines non dépliées —stressdu
réticulum endoplasmique) et KBrOz utilisés Absorption cellulaire des particules non
comme témoins positifs; confirmée.
Essai ToxTracker sur cellules du géne rapporteur
Dorier et coll. Monoculture des cellules Caco-2 (indifférenciées) | TiO2 de qualité alimentaire (E171); moyenne de Négatif pour les ruptures de brins d’ADN et
(2017) et coculture des cellules Caco-2 (indifférenciées) 118453 nm, plage de 20a 340 nm, 44,7 % < I’'augmentation dessites sensiblesau Fpg dans

et des cellules productrices de mucus HT29-MTX;

Aigué : expositionau E171 a des concentrations
de 10 ou 50 ug/ml pendant 6, 24 ou 48 heures;

Chronique : expositionau E171 a des
concentrations de 10 ou 50 pg/ml deux fois par
semaine pendanttrois semaines;

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; H,0, 50 nM utilisé comme témoin
positif;

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/- Fpg

100 nm; anatase avec<1 % de rutile (fournisseur
commercial frangais de colorantsalimentaires).

Suspensions stables obtenuesa I’'aide d’un
sonicateurindirect de type tasse; article de test
soniqué dans I’eau pendant 30 minutes.

I’expérience d’expositionaigué et pour les
ruptures de brins d’ADN dans I’expérience
d’exposition chronique en monoculture et en
coculture;

Légere augmentation positive des sites
sensiblesau Fpgaux deux dosesen
monoculture, mais seulement a 50 ug/ml en
coculture dans I’expérience d’exposition
chronique;

Des dommages causésa I’ADN ont été

signalés en tant que changement d’amplitude
par rapport au témoin négatif (aucune valeur
absolue pour les groupes de traitementou les
témoins négatif ou positifn’a été présentée);

Les concentrations d’exposition employées
« dépassent I’exposition humaine quotidienne
estimée au TiO [par] environ 10 000 fois »;

Les auteurs ont signalé que leE171 s est
accumulé dans les cellules, maisque la
méthode utilisée (ICP-SM des lysats
cellulaires)n’a pas permisde distinguer
I’accumulation de Ti dans les cellules du Ti lié
alamembrane cellulaire. Comptetenu du fait
que les images MET des cellules étaient
également bidimensionnelles, il étaitdifficile
de déterminersiles particules setrouvaient a
I'intérieur de la cellule ou sur la surface de
celle-ci.

Aucune preuve de cytotoxicité dansdes
conditions aigués ou chroniques;
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Les cellules Caco-2 indifférenciées ne
ressemblent pasa des cellules matures
semblablesa des entérocytes et sont moins
représentatives des conditionsin vivo;
Les auteurs rapportent que leE171 s’est
accumulé dans les cellules; toutefois, il n’est
pas possible a partir desimages MET
bidimensionnelles de savoir siles particules se
trouvaient a I'intérieur descellules ou a la
surface des cellules;
La méthode exposée ne permet pasde
déterminersilesauteurs controlaientla
lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai, la lyse ou I’électrophorése.
Dorier et coll. Coculture de cellules Caco-2 (indifférenciées) et TiOz de qualité alimentaire (E171); moyenne de Négatif (+/- S9) pour les ruptures double brins
(2019) de cellules productrices de mucus HT29-MTX; 118453 nm, plage de 20a 340 nm, 44,7 % < de I’ADN (comme mesuré par
100 nm; anatase avec<1 % de rutile (fournisseur | l'immunomarquage de 53BP1 et les niveaux
Expositionau E171 a une concentration de commercial francais de colorants alimentaires). de 8-oxo-dGuo dans les cellules); aucune
50 ug/ml pendant 24 heures; preuve que les mécanismesde réparation de
Suspensions stables obtenuesa I’aide d’un I'ADN aient été affectés;
Des cellulesnon traitées ont servi de témoins sonicateurindirect de type tasse; article de test
négatifs; 30 ug/ml de MMS en tant que témoin soniqué dans |’eau pendant 30 minutes. Aucune preuve de cytotoxicité aprés6 ou 48
positifpour le test des cometes de type alcalin et heures;
les cellules A549 exposéesa la riboflavine 1 uM,
puis irradiées par rayonnement ultraviolet Aont L'absorption cellulaire des particules n'a pas
servi de témoins positifs pour le test descométes été confirmée; seulesdes concentrations
Fpg; uniques ont été évaluées ;
Test des cometes de type alcalin sur cellules de La méthode n'a pas indiqué sila lumiére
mammiféres +/- Fpg ambiante était controlée pendant la
préparation des lames, la lyse ou
I'électrophorese;
Les cellules Caco-2 indifférenciées ne
ressemblent pasa descellules matures
semblablesa des entérocytes et sont moins
représentatives des conditions in vivo.
Franzetcoll. Cellules HT29-MTX-E12; TiO2 de qualité alimentaire (E171); 170 nm; Négatif pour les ruptures de brins d’ADN;
(2020) anatase (Hombitan AFDC, Venator).

Exposition au E171 a des concentrations de 0,5,5
ou 50 pg/ml pendant 48 heures;

Suspensions stables produites par sonication de
I’article de test dansde I’eau doublement

Aucune preuve de cytotoxicité;
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Résultats/Remarques

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; MMS (25 mM) et EMS (1 nM) ont été
utilisés comme témoins positifs;

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

distillée pendant 10 minutes. Les suspensions
étaient intentionnellement préparées pour
générer de plus grandes agglomérations qui
ressemblaient plus étroitement a la distribution
de la taille des particules de E171 dansla matrice
alimentaire.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages additionnels al’ADN;

L’état d’agglomération des particules dans le
milieu d’exposition n’a pas été confirmé et
I’absorption cellulaire des particulesn’a pas
été évaluée.

Gea et coll. (2019)

Cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-
2B;

Expositionau E171 a des concentrations de 20,
50, 80,120 ou 160 pg/ml (équivalanta 5,2;13,0;
20,7;31,2 ou 41,6 ug/cm?) pendant 24 heures
avec lumiére ou dans I’obscurité;

Les cellulesnon exposéeset les cellules traitées
avec DMSO 1 % ont été utilisées comme témoins
négatifs;

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféeres +/- Fpg

TiOz de qualité alimentaire (E171); 150 nm;
anatase (FaravelliGroup).

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I'article de test pendant
100 minutes (aucun autre détailn’est fourni).

Positif; augmentation desruptures de brins
d’ADN dépendante de la dose, des sites
sensiblesau Fpget des dommages oxydatifs a
partir de 50 pg/ml a la lumiére; augmentation
dépendante de la dosedes ruptures de brins
d’ADN et des sites sensiblesau Fpga partir de
80 pg/ml dans I'obscurité; dommages
oxydatifs seulementa la dosela plus élevée
testée (160 pg/ml) dans I’obscurité;

La présence de DMSO peut avoir affecté la
réponse oxydative et ladurée de 24 heures
peut avoir permis la réparation de I’ADN;

Aucune preuve de cytotoxicité apres

24 heures a des concentrations allant jusqu’a
80 ug/ml, mais les deux concentrationsles
plus élevées utilisées (c.-a-d. 120 et

160 pg/ml) n"ont pas été testées;

Présence de particules observéesdansles
cellules pulmonaires;

La pertinence de I’exposition de cellules
pulmonaires au E171 jn vitro pour |’exposition
humaine au TiO, de qualitéalimentairea
travers les aliments estincertaine;

Pas de témoin positif.

Proquin et coll.
(2017)

Cellules épithélialesintestinales humaines
indifférenciées Caco-2;

Exposition au E171 a une concentration de
0,143 pug/cm? (équivalant a 1 ug/ml) pendant 24

TiO2 de qualité alimentaire (E171); 39 % <
100 nm; anatase (Sensient Technologies
Company).

Positif, avec des niveaux semblables de
dommages a I’ADN dans les conditions E171 et
E171+A0M;
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Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

d’AOM;

témoins positifs;

mammiféres

heures avec ou sans co-exposition a 20 pg/ml

Des cellulesnon traitées ont servi de témoins
négatifs; Ho02 et AOM ont été utiliséscomme

Test des cometes de type alcalin sur cellules de

Suspensions stables obtenues par bain de
sonication de I’article de test pendant 30 minutes
(aucun autre détail n’est fourni).

Aucune preuve de cytotoxicité a la
concentrationd’E171 et d’AOM testée;

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages additionnels al’ADN;

Seule une concentration testée et |’absorption
cellulaire des particulesa la concentrationde
E171 testée n’a pas étéconfirmée.

Les cellules Caco-2 indifférenciées ne
ressemblent pasa descellules matures
semblablesa des entérocytes et sont moins
représentatives des conditions in vivo.

Autres essais de génotoxicité

Ivett et coll. Cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO);

(1989)

25 heures sans S9;

I’Aroclor 1254;

Exposition au TiOz a des concentrations de 2,5,
8,5 ou 25 pg/ml pendant 2 heures avec S9 et

S9 préparé a partir des foies de rats Fischer 344
males, avec ou sans prétraitementa

Du dissolvant a été utilisé comme témoin négatif,
la mitomycine C a été utilisée comme témoin
positifsans S9, et le cyclophosphamide a été
utilisé comme témoin positifavec S9;

Essai d’échange de chromatides sceurs

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation) et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans |’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement;jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant surdessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’'Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiOz ajouté aux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

Négatif (+/- S9), mais |’essai invitro d’échange
de chromatides sceurs danslescellules de
mammiféres a été supprimé par I’OCDE en
2014 enraison d’« un manque de
compréhension des mécanismesd’action de
I’effet détecté par I’essai » (OCDE 2017);

La dose la plus élevée estlimitée parla
solubilité; I’absorptiondes particulesn’a pas
été évaluée et aucuneinformation surla
cytotoxicité n’a été rapportée.
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Etude

Ligne cellulaire, Concentrations d’exposition
et durée, Essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Tennant et coll.
(1987)

Cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO);
Exposition a des concentrations de TiO2 pouvant
atteindre 25 pg/plaque pendant une durée

inconnue sans S9;

Aucune information sur les témoins positifs et les
témoins négatifs;

Essai d’échange de chromatides sceurs

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation) et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant surdessimilitudesdansla
composition élémentaire, le diamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
par nombre, I’Unitane® 0-220 peutétre
considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiOz ajouté aux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon

Négatif, mais I’essaiin vitro d’échange de
chromatides sceurs danslescellules de
mammiféres a été supprimé par I’OCDE en
2014 enraison d’« un manque de
compréhension des mécanismesd’action de
|’effet détecté par|’essai » (OCDE 2017);

L’absorption des particules n’a pas été évaluée
etaucune information sur la cytotoxicité n’a
été rapportée.

Tableau 8. Tableau sommaire des résultats des essais de génotoxicité in vivo avec le TiO, de qualité alimentaire et des objets d’analyse hautement

comparab

es au TiO, de qualité alimentaire.

Etude

Espece-souche, doses etschéma posologique,

essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Essais de mutagénicité

Aucune identifiée.

Essais de détection des micronoyaux/aberrations chromosomiques

Shelby et coll.
(1993)

Souris B6C3F1 males de 9 a 14 semaines(n =5 par
groupe);

Traitement par injection intrapéritonéale
quotidienne pendant 3 joursavec un excipient (huile
de mais)ou doses de 250, 500, ou 1 000 mg/kg pc/j
de TiO2 dans I’huile de maislorsde la premiére
expérience et dans|’excipient (huile de mais) ou

TiO2 (Unitane® 0-220)

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation) et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans

Négatifdans les deux expériences
(érythrocytes de moelle osseuse et
réticulocytes de sang périphérique)

Expérience 1 :
Une tendance positive statistiqguement

significative observée pour les érythrocytesde
la moelle osseuse,avec une augmentation
statistiquementsignificative des cellules
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
doses de 500, 1 000 ou 1 500 mg/kg pc/j de TiO2 dans | (Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109- micronucléées par 1 000 PCE a la dose la plus
I’"huile de mais lors de la deuxieme expérience. 124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a | élevée testéeparrapportaux témoins, mais
44 % des particules <100 nm par nombre). aucun résultat de dose-réponse et de test
Témoin positif: diméthylbenzanthracéne (12,5 mg/kg élevé ne se situait dansla plage desdonnées
dans I’huile de mais, probablement par injection En se basant surdessimilitudesdansla des témoins pour le méme sexeetla méme
intrapéritonéale). composition élémentaire, lediamétre médian souche rapportéesparlesmémesauteurs.
des particules, la surface spécifique par unité de Aucune preuve de formation de micronoyaux
Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le masse et le pourcentage de particules<100 nm dans les érythrocytes du sang périphérique.
dernier traitementet des échantillons de sang parnombre, I’'Unitane® 0-220 peutétre
périphérique et de moelle osseuse (fémur) ont été considéré comme hautement comparable a la Expérience 2 :
prélevés. forme actuelle de TiOz ajouté aux aliments. Une augmentation statistiquement
significative des cellules micronucléées par
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféres | Les doses ont été préparéesa |'aidede |I’huile de | 1000 PCE observées a la dose intermédiaire
mais comme excipient, puissuspenduesen par rapport au témoin, mais pas aux doses les
solution avec un homogénéisateur Tek-Mar plus faibles ou les plus élevéestestées. Les
Tissumizer®. résultats élevésdu test sesituaient dans la
plage des données destémoins pour le méme
sexe et la méme souche rapportées par les
mémes auteurs.
On ne sait pas clairement quel impactla
méthode de préparation de I’échantillona eu
surl’état d’agglomération des particules de
TiO2.
Shelby et Souris B6C3F1 males de 9 a 14 semaines (n =8 par TiO2 (Unitane® 0-220) Négatifaux deux repéres temporels (cellules
Witt (1995) groupe); de moelle osseuse)

Une seule injection intrapéritonéale de I’excipient
(huile de mais)ou de doses de 625, 1 250 ou
2 500 mg/kg pc TiO2 dans I’huile de mais.

Témoin positif : probablement le
diméthylbenzanthracéne (12,5 mg/kgdans ’huile de
mais, probablement par injection intrapéritonéale),
mais les données ne sont pas présentées.

Les souris ont été euthanasiées 17 heureset
36 heures apres le dernier traitement etdes
échantillonsde moelle osseuse (fémur) ont été
prélevés.

Test d’aberration chromosomiquesurlamoelle
osseuse de mammiferes

Article de test provenant du dép6t NTP de tous
les produits chimiques testés dans les essais
biologiques de cancérogénicité (Radian
Corporation)et, par conséquent, il est probable
qu’il s’agissaitdu méme matériau que celui
utilisé dans I’essai biologique surla
cancérogénicité du TiO2 du NCl sur deux ans
(Unitane® 0-220; anatase; 113-135 nm et 109-
124 nm par SEM et MET, respectivement; jusqu’a
44 % des particules <100 nm par nombre).

En se basant surdessimilitudesdansla
composition élémentaire, lediamétre médian
des particules, la surface spécifique par unité de
masse et le pourcentage de particules<100 nm
parnombre, I’Unitane® 0-220 peutétre
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Etude

Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

considéré comme hautement comparable a la
forme actuelle de TiO2 ajoutéaux aliments.

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon n’a été fournie.

Test des cométes

Bettini et Rats Wistar males adultes (10 par groupe); TiO2 de qualité alimentaire (E171); moyenne de Négatif (cellules des plaques de Peyer).
coll. (2017) 118453 nm, plage de 20a 340 nm, 44,7 % <
Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours | 100 nm; anatase (fournisseur commercial Des particulesde E171 ont été détectées dans
avec soit I’excipient (eau), soit 10 mg/kg pc/j de E171 | francgais de colorantsalimentaires). les cellules des plagues de Peyerde rats
dispersé dansl’eau. traités, ce qui confirme |’exposition.
Dispersions stables obtenues a I’aide du
Les rats ont été euthanasiés (le moment n’apas été protocole de dispersion de NANOGENOTOX La méthode exposée ne permet pasde
indiqué) et des cellules des plaques de Peyer ont été | (particules ultrasoniquées pendant 16 minutesa | déterminersilesauteurs contrdlaientla
recueillies. 20 kHz dans 0,05 % p/v ASB). lumiere ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai,la lyse ou I’électrophorese.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/- Fpg Aucun témoin positifet seulun groupe a dose
unique a été testé.
Jensenet Rats Zucker maigres femelles dgésde 8 3 13 semaines | TiOz de qualité alimentaire (E171); Trois groupes | Equivoque (cellules du foie et des poumons)
coll. (2019) (Crl:zUC-Lepr®) (10 par groupe); de particules : 13546, 305461, 900+247 nm;

Traitement par gavage une fois par semaine pendant
10 semaines avec un excipient (eau stérile avec du
SVF 2 %) ou des doses de 50 ou 500 mg/kg pc/j de
E171 disperséesdans de I’eaustérilisée filtrée avec
du SVF 2 %.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures aprésle
dernier traitementet des tissus hépatiques et
pulmonaires ont été recueillis.

Témoins positifs : cellules THP-1 exposéesau KBrOs
(5 mM).

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/- Fpg ou hOGG1

99,8 % anatase et 0,2 % rutile (Bolsjehuset —un
fournisseur d’ingrédients de bonbons).

Dispersions stables obtenues a |’aide du
protocole de dispersion ENPRA (particules
ultrasoniquées a 20 kHz pendant 16 minutes
dans de I’eau stérilisée filtrée avec SVF 2 %).

Les doses étaient préparées quotidiennement et
administréesimmédiatement aux rats.

Aucune preuve de ruptures de brins d’ADN et
de sites sensibles au Fpg-ou a I’hOGG1 dans
les cellules du foie et des poumonset le
traitementa I’E171 n’a pas affectéla
réparation des dommages oxydatifs causés par
le KBrOs dans les tissus pulmonaires.
Cependant, les limites décrites ci-dessous
soulévent certaines questionsquantala
fiabilité des résultats de I’étude et rendent les
résultats négatifs difficiles a interpréter.

L’exposition systémique a lI’articlede testdans
le foie et les poumons n’a pas été confirmée et
les dommages a I’ADN n’ont pas été évalués
dans untissu cible approprié (c.-a-d. TGI);

Seuls deuxgroupesde dosesontétéévalués;un
schéma posologique désuet a été utilisé; une
méthode de notation visuelle a été employée
pour déterminer le niveau de dommages a
I’ADN;
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Etude

Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

L’analyse des dommages causés a I’ADN s’est
produite 24 heures aprésladerniére exposition
au lieude 2 a 6 heures apres la derniére dose,
ce qui aurait pu permettre la réparation de
I’ADN;

La méthode exposée ne permet pasde
déterminer silesauteurs contrdlaientla
lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai, la lyse ou I’électrophorése.

Tableau 9. Tableau sommaire des résultats des essais de génotoxicité in vivo avec des particules de TiO, d’un diametre moyen de > 100 nm. Les

objets d’analyse utilisés dans ces études n’ont pas été suffisamment caractérisés pour permettre une comparaison avec le TiO, de qualité

alimentaire.

Etude

Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Essais de mutagénicité

Aucune identifiée.

Essais de détection des micronoyaux/aberrations chromosomiques

Donner et
coll. (2016)

Rats males et femelles Crl:CD(SD) ou Wistar
Crl:WI(Han)de 7 a 8 semaines (5 par sexe par groupe;
7 parsexe au niveau de dose le plus élevé);

Traitement par gavage unique de I’excipient (eau
stérile) ou doses de 500, 1 000 ou 2 000 mg/kg pc de

TiO, dispersé dansde |’eau stérile.

Témoin positif: 10 mg/kg pc de cyclophosphamide
(injection intrapéritonéale).

Des échantillons de sang périphérique ont été
prélevés 48 et 72 heuresaprésle dernier traitement.

Etude réalisée conformément a la ligne directrice 474
de I’OCDE

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes

Trois objets d’analyse :

1) TiO2 (de qualité pigmentaire; pg-1); diameétre
médian des particulesde 120 nm; 27 % des
particules <100 nm; anatase; surface spécifique
par unité de masse de 8,1 m%/g; point
isoélectriqueautour du pH 4; composition des
particules entiéres et des élémentsde surface, y
compris K, P et Nb (source inconnue)

2) TiOz (de qualité pigmentaire; pg-2); diameétre
médian des particulesde 165 nm; 11 % des
particules <100 nm; rutile; surface spécifique
par unité de masse de 7,1 m?/g; point
isoélectrique autour du pH 6; composition des
particules entiéres et des élémentsde surface, y
compris Al (source inconnue)

3) TiO2 (de qualité pigmentaire; pg-3); diametre
médian des particulesde 132 nm; 26 % des
particules <100 nm; rutile; surface spécifique
par unité de masse de 17,1 m2/g; point
isoélectrique autour du pH 4; composition des
particules entiéres et des élémentsde surface, y

Equivoque aux deux repéres temporels pour
les trois objets d’analyse (réticulocytes du sang
périphérique).

Cependant, les concentrations de Ti mesurées
dans le sanget le foie étaient constamment
faibles (€1,14 pug/g de sanget < 0,316 ug/g de
foie), ce quiindique une faible biodisponibilité
orale du matériel pg-1, peu importe ladose
administrée.ll n’y a pas non plus de preuve
d’une dose-réponse, avecdes concentrations
semblables de Ti mesuréesdanslesgroupes de
dose pg-1 et les témoins négatifs. Par
conséquent, I’absence d’effets génotoxiques
observés pour les troistypes de pigments de
TiO2 a été considérée comme étantliéeau
manque d’expositionaux objets d’analyse en
raison de leur faible biodisponibilité orale.

Les propriétés physicochimiques du matériau
anatase pg-1 étaient cohérentes avec le TiO2
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
compris Al, Si et Nb; particules déclarées comme | de qualité alimentaire, mais iln’y avaitpas
recouvertes, maisaucun autre détail fourni assezde données sur lesformes rutiles
(source inconnue) actuelles de TiO2 ajoutéaux aliments pour
déterminersiles matériaux pg-2 et pg-3

Dispersions stables obtenues parultrasonication | étaient comparablesau TiO2 de qualité
des objets d’analysedans |I'eau pendant3 heures | alimentaire.
a50W.

Sycheva et Souris CBAxB6 males (6 par groupe); TiO2 (qualité cosmétique); moyenne 160 + Equivoque (érythrocytes de moelle osseuse)

coll. (2011) 59,4 nm; anatase (commercialisé comme Négatif (épithélium du préestomac et du c6lon

Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours
avec un excipient (eau distillée) ou des dosesde 40,
200 ou 1 000 mg/kg pc/j de TiOz dispersé dansde
I'eau distillée.

Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
dernier traitementet des échantillons de moelle
osseuse (fémur), de préestomac, de c6lon et de
testiculesont été prélevés.

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféres

ingrédient cosmétique en Russie).

Les particulesde TiO; ont été dispersées dans de
I’eau distillée (aucun autre détail n’est fourni).

et spermatidesdu testicule)

Une augmentation statistiquement
significative de la formation de micronoyaux
dans les PCEde moelle osseusea la dose la
plus élevée testée; toutefois, cette
augmentation était égalementde faible
ampleur et d’une importance biologique
incertaine. L’analysede I'incidence des
micronoyaux dans les PCE de la moelle osseuse
s’est écartéedes lignes directrices de I’OCDE
(474;1997), avec 1 000 PCEnotés au lieu des
2 000 ou plus PCErecommandés. Il n’y a pas
non plus de preuve de cytotoxicité observée
dans les PCEde la moelle osseuse et
I’exposition systémique a lamoelle osseuse n’a
pas été confirmée.

Aucune preuve de micronoyaux, de
protrusions nucléaires ou de noyaux typiques
dans les cellules épithéliales du préestomacou
du c6lon ou de micronoyaux induits dans les
spermatides, maisil ya eu des preuvesde
cytotoxicité.

Pas de témoin positif.

De plus, la pertinence de cette étude pour
I’évaluation du TiO;z en tant qu’additif
alimentaire était discutable, car |’article de test
administré n’était pas suffisamment
caractérisé pour permettre une comparaison
avec la forme de TiOz ajouté aux aliments.

Test des cométes
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Etude

Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Murugadoss
et coll. (2020)

Souris C57BL/6JRj femellesde 8 semaines (4-5 par
groupe);

Traitement par gavage unique du véhicule (milieu de
suspension)ou doses de 10,50 ou 250 pgde TiO, par
souris (équivalant a environ0,6, 2,9 ou 14,7 mg/kg
pc).

Les souris ont été euthanasiées 3 jours apresla dose
et des échantillons de sang ont été prélevés.

Témoins positifs : cellules sanguines de souris non
traitées exposées au peroxyde d’hydrogéne (100 uM
pendant 15 minutes).

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

TiO2 (JRC NM10200a); moyenne de 117 nm;
anatase (nanomatériaudu JRC); le diamétre
médian équivalent du cercledes petitset des
grands agglomérats était de 122 nm et de
352 nm, respectivement.

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de l’article de test dansun milieude suspension
congu pour produire de petits ou de grands
agglomérats a I'aide d’un sonicateur a sonde
(7056J) en utilisant différentes conditions de pH
(pH 7,5 et pH 2, respectivement).

Les suspensions de particules ont été
immédiatement stabiliséesavec 0,25 % d'ASB et
la suspensiondispersée au pH 2 a été réajustée
aupH7-7,5.

Le diamétre médian du cercle équivalent était de
122 nm pour les petits agglomérats etde 352 nm
pour les grands agglomérats.

Equivoque (globules sanguins)

Un résultat positif significatifa été observé a
partir de la dose la plusfaible testée pour les
grands agglomérats et a ladose intermédiaire
avec de petits agglomérats, maisaucune
preuve de dose-réponse. Des niveaux
semblablesde dommagesa |I’ADN observésa
toutes les doses pour les deuxtailles
d’agglomérats et, par conséquent,
I'importance biologique de larelation dose-
réponse a été considérée comme incertaine.

De plus, les particules de TiOz auraient di étre
absorbées parle noyau cellulaire pour interagr
avec I’ADN afin de produire des résultats
positifs etil n’ya aucune preuve que celase
produit pour des particules de cette taille. Il n'y
a pas non plus de changement signalédansles
concentrations de Ti dansle sangen réponse
autraitement de TiOy, ce qui indique une faible
biodisponibilité.

Un seul moment d’échantillonnage 72 heures
aprés la dose a été évaluéet aucunedonnée
relative a des témoins positifs n’a été
mentionnée.

La méthode exposée ne permet pasde
déterminer silesauteurs contrélaientla
lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai, la lyse ou I’électrophorése.

L’étude a été congue pour évaluer les
propriétés et le comportement des
nanomatériaux dans des conditions
expérimentales spécifiques afin de générer de
petits et de grands agglomératsdont la
pertinence pour I’exposition humaine au TiO2
de qualité alimentaire par le régime
alimentaireestincertaine.
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

De plus, la pertinence de cette étude pour
I’évaluation du TiO2 en tant qu’additif
alimentaire était discutable, car I’article de test
administré n’étaitpas suffisamment
caractérisé pour permettre une comparaison
avec la forme de TiOz ajouté aux aliments.

Sycheva et
coll. (2011)

Souris CBAxB6 males (5 par groupe);

Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours
avec un excipient (eau distillée) ou des dosesde 40
ou 200 mg/kg pc/j de TiOz dispersé dansde |’eau
distillée.

Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
dernier traitementet des échantillons de moelle
osseuse (fémur), de cerveau et de tissu hépatique
ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

TiO2 (qualité cosmétique); moyenne 160 +
59,4 nm; anatase (commercialisé comme
ingrédient cosmétique en Russie).

Les particulesde TiO2 ont été dispersées dans de
I’eau distillée (aucun autre détail n’est fourni).

Equivoque (cellules de moelle osseuse)
Négatif (cellules du cerveauet du foie)

Pour les cellulesde moelle osseuse, une
augmentation statistiquementsignificative du
pourcentage d’ADN de queue ont été observée
aux deux doses testées, mais cette
augmentation était d’'une importance
biologique incertaine, car elle était de faible
ampleuretil n’yavait aucune preuve d’une
dose-réponse.

De plus, les particulesde TiOz auraient dG étre
absorbées parle noyau cellulaire pour interagr
avec I’ADN afin de produire des résultats
positifs etil n’ya aucune preuve que celase
produit pour des particules de cette taille.

Aucune information sur la toxicité des organes
n’a été fournie et I’exposition systémique a
I"article de test dansla moelle osseuse, le foie
etle cerveaun’a pas étéconfirmée.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophoreése a été effectuée sous une
lumiére sombre/jaune afin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

Seulement deux groupes de dosesont été
testés, I’analyse desdommagesa I’ADN a été
effectuée 24 heures apresla derniere
exposition (ce qui aurait pu permettrela
réparationde I’ADN) et il n’yavaitaucun
témoin positif.

De plus, la pertinencede cette étude pour
I’évaluation du TiO; en tant qu’additif
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I’échantillon

Résultats/Remarques

alimentaire était discutable, car I’article de test
administré n’étaitpas suffisamment
caractérisé pour permettre une comparaison
avec la forme de TiOz ajouté aux aliments.

Tableau 10. Tableausommaire des résultats des essais de génotoxicité in vivo avec des TiO,-NP non alimentaires ayant un diametre moyen de <

100 nm.

Etude

Espéece-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Essais de mutagénicité

Louro etcoll. | Souris C57B1/6-Tg(LacZ) de 3 mois (sexe inconnu), 5- | TiO2-NP; moyenne de 22 nm; anatase (NM-102; Négatif (cellules du foie et de la rate).
(2014) 6 par groupe; nanomatériau du JRC)
La Direction des aliments de Santé Canada ne
Traitement au véhicule (milieu de dispersion) par Dispersions stables obtenues a |’aide du considere pas l'article de test pertinent pour la
injection intraveineuse a travers la veine caudale protocole de dispersion de NANOGENOTOX caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
pendant 2 jours ou doses de 10 ou 15 mg/kg pc/j de (particules ultrasoniquées pendant 16 minutesa | alimentaire.
TiO2-NP dans le milieu de dispersion. 400 W dans 0,05 % p/v ASB), puis diluées avec du
PBS.
Témoin positif : N-éthyl-N-nitrosourea (120 mg/kg/pc
parinjection intrapéritonéale).
Les souris ont été euthanasiées 28 joursaprésle
dernier traitement, et des échantillons de tissus du
foie et de la rate ont été prélevés.
Essais de mutations génétiquessur cellules de
rongeurs transgéniques (Lac2)
Sadigetcoll. | Souris B6C3F1 males de 6a 7 semaines (5 par TiO2-NP; moyenne de 12,1 nm; anatase Négatif (réticulocytes du sang périphérique).
(2012) groupe); (synthétisé selon le procédésol-gel)

Traitement par injection intrapéritonéale tous les
jours pendant 3 jours avec I’excipient (PBS) ou doses
de 0,5, 5, 50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans PBS.

Témoin positif : N-éthyl-N-nitrosourea (140 mg/kg/pc
parinjection intrapéritonéale)

Des échantillons de sang périphérique ont été
prélevés 1jouravantladoseetl, 2,4 et6 semaines
apres la premieredose.

Dispersions stables obtenues parmélange
vigoureux et par sonicationde I’article de test
dans PBS (aucun autre détail fourni).

Il n"est pas clairsi le dosage a été effectué par
injection intraveineuse ou intrapéritonéale,
mais le groupe FAF de I’EFSA (2021a)a
confirmé aupreés des auteurs que ledosage
s’est produit parinjectionintrapéritonéale.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas |'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
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Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Test de mutation génique sur érythrocytes Pig-a
Suzuki et coll. | Souris méles gpt DeltaC57BL/6J de 8 semaines (5 par | TiO2-NP; moyenne de 21 nm; 80 % anatase,20 % | Négatifpourles mutations géniques de Pig-a
(2016) groupe); rutile (Sigma) (érythrocytes du sang périphérique) et négatif
pour les mutations génétiques de gpt et Spi-
Traitement par injection intraveineuse a traversla Dispersion stable obtenue par ultrasonication de | (cellules du foie).
veine caudale une fois parsemaine pendant I’article de test dans phosphate disodique de
4 semaines avecexcipient (phosphate disodique) ou 2 mg/ml dans baind’eau. La Direction des aliments de Santé Canada ne
doses de 2, 10, 50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans du considere pas l'article de test pertinent pour la
phosphate disodique. L’excipient a égalementété ultrasoniquédansle | caractérisation des dangersdu TiO, de qualité
baind’eau. alimentaire.
Témoin positif: N-éthyl-N-nitrosourea (70 mg/kg) ou
diéthylnitrosamine (160 mg/kg) par injection
intrapéritonéale.
Les souris ont été euthanasiées9 jours apresle
dernier traitementet des échantillons de sang
périphérique et de tissu hépatique ont été prélevés.
Test de mutation génique sur érythrocytes Pig-a et
essais de mutations génétiquessur cellulesde
rongeurs transgéniques (gpt, Spi-)
Suzuki et coll. | Souris méles gpt DeltaC57BL/6J de 8 semaines (6 par | TiO2-NP; moyenne de 21 nm; 80 % anatase,20 % | Négatif(cellules du foie).
(2020) groupe); rutile (Sigma)
Les essaisde mutation effectués comme
Traitement par injection intraveineuse a traversla Dispersion stable obtenue par ultrasonication de | décrits précédemment (Suzuki et coll. 2016),
veine caudale une fois parsemaine pendant I’article de test dans phosphate disodique de qui comprennent probablement un témoin
4 semaines avecexcipient (phosphate disodique) ou 2 mg/ml dans bain d’eau. positif: N-éthyl-N-nitrosourea (70 mg/kg pc)
doses de 2, 10, 50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans du ou diéthylnitrosamine (160 mg/kg pc) par
phosphate disodique. L’excipient a égalementété ultrasoniquédansle | injectionintrapéritonéale.Toutefois, aucune
baind’eau. donnée sur des témoins positifsn’a été
Les souris ont été euthanasiées 90 joursapresle signalée.
dernier traitement, et des échantillons de tissus du
foie ont été prélevés. La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
Essais de mutations génétiquessur cellules de caractérisation des dangers du TiO de qualité
rongeurs transgéniques (gpt, Spi-) alimentaire.
Trouiller et Souris C57BI/6JpU"/punenceintes de 4 a 5 mois (5 par | TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase a 75 %, Positif pour une augmentation de lafréquence
coll. (2009) groupe) rutile a 25 % (Degussa-Evonik) des suppressions de I’ADN dans les foetus

Exposition aux TiO2-NP dans I’eau potable a une
concentration de 300 pg/mL (équivalant a 50 mg/kg
pc/jselon un poids moyen de 30 grammes par souris

Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
I'article de test dans|’eau potable pendant
15 minutes.

(nombre d’ocelles par épithélium de pigment
rétinien)

Pas de témoin positif.
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Résultats/Remarques

et une consommation quotidienne moyenne d’eau
de 5ml) pendant 10 jours (de 8,5 a 18,5 aprés
I’accouplement). L’eau étaitl’excipient.

Les progénitures (foetus) ont été euthanasiéesa
20 jours et leurs yeux (épithélium pigmentaire

rétinien) ont été recueillis.

Essai de suppression d’ADN (locus pun)

La dose équivalente a étésignaléecomme
étant de 500 mg/kg pc/j, mais selon les
renseignements fournis par les auteurs, la dose
équivalente était en faitde 50 mg/kg pc/j.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO, de qualité
alimentaire.

Essais de détection des micronoyaux/aberrations chromosomiques

Ali et coll. Souris albinos suisses males (15 par groupe); Deux objets d’analyse : Positif (cellules de moelle osseuse).
(2019) 1) TiO2-NP; moyenne de 21 nm; forme cristalline
Traitement par gavage tous les jours pendant 5 jours | inconnue (Sigma) Augmentation dépendante de ladose du
avec I’excipient(solution saline physiologique) ou des | 2) TiO2-NP; moyenne de 80 nm; forme cristalline | pourcentage moyen de métaphasesavec
doses de 50, 250, 500 mg/kg pc/j de TiO-NP dans de | inconnue (Sigma) aberrations chromosomiques a partir de la
la solution saline physiologique. dose la plus faible testée pour lesdeux objets
La préparation de I’échantillon n’est pas d’analyse.
Les souris ont été euthanasiéesapres le dernier présentée clairement, mais elle a probablement
traitement et des échantillons de moelleosseuseont | été effectuée en suivant laméthode décritedans | Pas de témoin positif.
été prélevés. Trouiller et coll. (2009) —ultrasonication pendant
15 minutes (aucune autre information La Direction des aliments de Santé Canada ne
Test d’aberration chromosomique sur lamoelle disponible). considere pas l'article de test pertinent pour la
osseuse de mammifeéres caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Chakrabarti Souris albinos suisses méales et femellesde 7 a TiO2-NP; moyenne de 58 nm; forme cristalline Positif (cellules de moelle osseuse).

etcoll. (2019)

8 semaines (5 par sexe par groupe);

Traitement par gavage pendant 90 jours avec
excipient (eau) ou doses de 200, 500 mg/kg pc/j de
TiO2-NP dans I’eau.

Témoin positif: cyclophosphamide (40 mg/kg pc) par
injection intrapéritonéale le jour 88.

Les souris ont été euthanasiéesapres le dernier
traitement et des échantillons de moelle osseuse
(fémur) ont été prélevés.

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
et essais d’aberration chromosomique sur moelle
osseuse de mammifeéres

inconnue (Sigma)

Article de test suspendu dans|’eau (aucun autre
détail n’a été fourni).

Augmentation statistiquementsignificative du
pourcentage d’érythrocytes polychromatiques
micronucléés a ladose laplus élevéetestée,
mais pas de preuve de dose-réponse.

Augmentation statistiquementsignificative du
nombre total d’aberrations chromosomiques a
la dose la plus élevée testée, mais pasde
preuve de dose-réponse.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.

Chen et coll.
(2014)

Rats Sprague Dawley malesagésde 8 semaines (7 par
groupe);

TiO2-NP; moyenne 75 + 15 nm; anatase
(Shanghai Aladdin Reagent Co. Ltd, Chine)

Négatif (cellules de moelle osseuse).
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Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Pas de témoin positif.
Traitement par gavage tous les jours pendant Dispersions stables obtenues parultrasonication
30jours avec excipient(eau ultrapure) ou dosesde de l’article de test pendant 15 minutes dans La Direction des aliments de Santé Canada ne
10, 50 ou 200 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau I’eau ultrapure et brassage sur agitateura vortex | considere pas |’article de test pertinent pourla
ultrapure. avant chaque utilisation. caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Les rats ont été euthanasiés apres ledernier
traitement et des échantillons de moelle osseuse
(fémur) ont été prélevés.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
Dobrzynska Rats Wistar males dgésde 14 semaines (7 par groupe | TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase a 85 %, Positif (cellules de moelle osseuse).

etcoll. (2014)

par repére temporel);

Une seule injection intraveineuse par voie caudale
de I’excipient (solution de NaCl a 0,9 %) ou 5 mg/kg
pc de TiOz dans la solution ASB/PBS.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures, 1 semaine et
4 semaines apres le traitementet des échantillons de

moelle osseuse (fémur)ont été prélevés.

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes

rutile a 15 % (NM-105; nanomatériaudu JRC)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
(sortie 20) de I’article de test dans PBS; albumine
de sérum bovin ajoutée aprésla sonication.

Augmentation du nombre de micronoyaux par
1000 PCE a 24 heures, mais pasa 1 ou

4 semaines; Aucun effet sur %PCE. Négatif
pour les dommages chromosomiques a tous
les repéres temporels.

Pas de témoin positif.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas I’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Donner et Rats males et femelles Crl:CD(SD) ou Wistar Trois objets d’analyse : Négatif (réticulocytes du sang périphérique).
coll. (2016) Crl:WI(Han)de 7 a 8 semaines (5 parsexe pargroupe; | 1) TiO>-NP; 42 nm; anatase (source inconnue)
7 parsexe au niveau de dose le plus élevé); 2) TiO2-NP; 43 nm; 83,5 % anatase, 16,5 % rutile La Direction des aliments de Santé Canada ne
(source inconnue) consideére pas l'article de test pertinent pour la
Traitement par gavage unique de I’excipient (eau 3) TiO2-NP; 47 nm; rutile (source inconnue) caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
stérile) ou doses de 500, 1 000 ou 2 000 mg/kg pc de alimentaire.
TiO2 dispersé dansde |’eau stérile. Dispersions stables obtenues parultrasonication
des objets d’analyse dans |I'eau pendant3 heures
Témoin positif: 10 mg/kg pc de cyclophosphamide a50w.
(injection intrapéritonéale).
Des échantillons de sang périphérique ont été
prélevés 48 et 72 heuresaprésle dernier traitement.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
El-Bassyouni Souris adultes méales albinos (5 ou 10 par groupe); TiO2-NP; taille des particulesinconnue; anatase Positif (cellules de moelle osseuse).

etcoll. (2017)

Traitement par injection intrapéritonéale une fois
parsemaine pendant 4 semaines avec excipient(eau

(BDH)

Augmentation de I'incidence des PCE
micronucléés a ladose laplus élevéetestée,
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Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
salée)ou doses de 100, 200 0u 400 mg/kg pc/j de Aucune information sur la préparation de mais pas a des doses inférieures ou
TiO2-NP dans I’eau salée. I’échantillon n’a étéfournie. intermédiaires. Preuve de dose-réponse.
Témoin positif: 40 mg/kg pc de cyclophosphamide
(injection intrapéritonéale). Pas clair silesauteursont testé5 ou 10 souris
par groupe de traitement.
Les souris ont été euthanasiées (le moment n’a pas
été indiqué) et des échantillons de moelle osseuse La Direction des aliments de Santé Canada ne
(fémur) ont été prélevés. consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO, de qualité
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes alimentaire.
El-Ghor et Souris Webster suisses males (5 par groupe); TiO2-NP; moyenne de 44 nm; anatase/rutile Positif (cellules de moelle osseuse).
coll. (2014) (Sigma)
Traitement par injection intrapéritonéale Augmentation de I'incidence des PCE
quotidienne pendant 5 joursavec I’excipient (eau Aucune information sur la préparation de micronucléés et diminutiondu rapport des
désionisée)ou dosesde 500, 1 000ou 2 000 mg/kg I’échantillon n’a été fournie. PCE/NCE a partirde la dose la plus basseavec
pc/j de TiO2-NP dans I’eau désionisée. preuve de dose-réponse.
Témoin positif: 25 mg/kg pc de cyclophosphamide La Direction des aliments de Santé Canada ne
(injection intrapéritonéale). consideére pas l’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le alimentaire.
traitement final et des échantillons de moelle
osseuse (fémur) ont été prélevés.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféres
Fadoju et Souris suissesmales dgéesde 6 a 8 semaines (5 par TiO2-NP; < 25 nm; anatase (Sigma) Positif (érythrocytes de moelle osseuse).
coll. (2019) groupe parrepére temporel);
Dispersions stables obtenues parultrasonication | Augmentation des PCE micronuclééset
Traitement par injection intrapéritonéale tous les de I’article de test dans|’eau MilliQdansun bain | diminution du ratio des PCE/NCE a toutes les
jours pendant 5 jours avec I’excipient(eau MilliQ)ou | de sonication troisfois pendant 3 minutesavec doses a 5 jours; Augmentation des PCE
des doses de 9,38; 18,75; 37,5; 75 ou 150 mg/kg pc/j une pause de 30 secondes a chaquefois et micronucléés a 10 joursseulement a la dose la

de TiO2-NP dans I’eau MilliQ.

Témoin positif: 25 mg/kg pc de cyclophosphamide
(injection intrapéritonéale).

Les souris ont été euthanasiées 6 heuresapresle
traitement final et des échantillons de moelle

osseuse ont été prélevés.

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes

ensuite tourbillonné pendant 5 minutes.

plus élevée testée et diminution du ratio des
PCE/NCE a 10 jours a partir de doses >
37,5 mg/kg pc/j.

La Direction des aliments de Santé Canada ne

consideére pas l'article de test pertinent pour
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualit
alimentaire.

la
é

Grissa et coll.
(2015)

Rats Wistar males 4gés de 4 mois (6 par groupe);

TiO2-NP; 5-12 nm, anatase (AZ Tech — ingrédient
de peinture pour le secteur de lacéramique)

Positif (érythrocytes de moelle osseuse).
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Traitement par gavage tous les jours pendant
60 jours avec excipient(eau distillée) ou doses de 50,

100 ou 200 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau distillée.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures aprésle
traitement final et des échantillons de moelle
osseuse (fémur) ont été prélevés.

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dans|’eau distillée pendant
30 minutes, puis vibration mécanique de la
solution pendant 5 minutes avant chaque
utilisation.

Augmentation de l'incidence des PCE
micronucléés a partir de 100 mg/kg pc/j.
Diminution du % PCE a la dose la plus élevée
testée.

Pas de témoin positif.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO, de qualité
alimentaire.

Kazimirova et

Rats Wistar femelles de 8 semaines (6 a 8 par groupe

TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase/rutile

Négatifa tous les reperestemporels

coll. (2019) par repére temporel); (70:30 ou 80:20), (Evonik) (érythrocytes de moelle osseuse).
Injection intraveineuse unique de I’excipient Dispersions stables obtenues parultrasonication | Pas de témoin positif.
(solution physiologique avec sérum de rat 10 % v/v) de l’article de test danssolution physiologique
ou 0,59 mg/kg pc de TiO,-NP dans solution avec 10 % v/v de sérum de rat pendant La Direction des aliments de Santé Canada ne
physiologique avec sérum de rat 10 % v/v. 15 minutes a 150 W. considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
Les rats ont été euthanasiés 1 jour; 1,2 ou alimentaire.
4 semaines apres le traitementet des échantillons de
moelle osseuse (fémur)ont été prélevés.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféres
Kumar et coll. | Rats Wistar males agésde 8 semaines (6 par groupe); | TiO2-NP; 10-20 nm, forme cristalline inconnue, Positif (globules de sang périphériques).
(2016) composition chimiquede surface: 56 % titane,
Traitement par injection intraveineuse par voie 26 % oxygene; 18 % cuivre; (Sigma) Augmentation de la formation de micronoyaux
caudale une fois par semaine pendant 30 joursavec a partir de 25 mg/kg pc/j.
excipient (solution saline) ou dosesde 5, 25 ou Dispersions stables obtenues parultrasonication
50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans solution saline. de l’article de test danssolution saline pendant Les détails de la méthode d’étude/des
15 minutes. résultats ne sontpas bien décrits.
Les rats ont été euthanasiés et des échantillons de
sang périphérique ont été prélevés (le momentn’a Pas de témoin positif.
pas été mentionné).
La Direction des aliments de Santé Canada ne
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféres considere pas |'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Lotfi et coll. Souris males Balb/c de 8 semaines (4 par groupe); TiO2-NP; moyenne de 28,88 nm; rutile Positifdans les deux expériences (cellules de
(2016) (synthétisé selon la technique sol-gel) moelle osseuse).

Une seule injection intrapéritonéale de I’excipient
(eau stérile) ou doses de 100,1 000 ou 3 000 mg/kg
pc/jde TiOz dans de I’eau stérile lorsde la premiere
expérience et de I’excipient (eau stérile) ou de

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I'article de test danssolution saline pendant
15 minutes.

Expérience 1 : Augmentation de la fréquence
des micronoyaux dans les érythrocytes
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1 000 mg/kg pc/j de TiOz dans de I’eau stérile. Un polychromatiques a partir de 1 000 mg/kg pc/j
groupe témoin non traité a également étéinclus dans a24h.
les deux expériences.
Expérience 2 : Augmentation de la fréquence
Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le des micronoyaux dans les érythrocytes
traitement (expérience 1) et 24, 48,72 et 96 heures polychromatiques a 24, 48 et 72 h, mais pas
apres le traitement (expérience 2) et la moelle 96 heures.
osseuse (fémur) a été prélevée.
Pas de témoin positif. Lesauteurs déclarent
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes que le témoin positifest un traitement a I’eau
stérile (pas un témoin de contrdle positifa
proprement parler) et le témoin négatif est
I’'absence de traitement.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas ’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Louro etcoll. | Souris C57B1/6-Tg(LacZ) de 3 mois (sexe inconnu), 5- | Ti02-NP; moyenne de 22 nm; anatase (NM-102; Négatif (réticulocytes du sang périphérique).
(2014) 6 par groupe; nanomatériau du JRC)
La Direction des aliments de Santé Canada ne
Traitement au véhicule (milieu de dispersion) par Dispersions stables obtenues a I’aide du consideére pas I’article de test pertinent pour la
injection intraveineuse a travers la veine caudale protocole de dispersion de NANOGENOTOX caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
pendant 2 jours ou doses de 10, ou 15 mg/kg pc/j de (particules ultrasoniquées pendant 16 minutesa | alimentaire.
TiO2-NP dans le milieu de dispersion. 400 W dans 0,05 % p/v ASB), puis diluées avec du
PBS.
Témoin positif : N-éthyl-N-nitrosourea (120 mg/kg/pc
parinjection intrapéritonéale).
Des échantillons de sang périphérique ont été
prélevés 42 heures aprésle dernier traitement.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
Murugadoss Souris albinos suisses males (5 par groupe); TiO2-NP; moyenne de 25 nm, plage de 21 a Positif (cellules de moelle osseuse).

et coll. (2020)

Traitement par gavage quotidien pendant 28 jours
avec excipient (eau doublementdistillée) ou dosesde
0,2,0,4 0u 0,8 mg/kg pc de TiO-NP dispersé dansde
I’eau doublement distillée.

Témoin positif:injection intrapéritonéale unique de
mitomycine C de 2,5 mg/kg pc.

31 nm; rutile (Sigma)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dans de I’eau doublement
distillée pendant 30 minutesa 100 W et 30 kHz.

Une augmentation statistiquement
significative du pourcentage de cellules
aberrantes et du nombre d’aberrations
chromosomiques par cellule a partir de 2
0,4 mg/kg pc/j avec des preuves de dose-
réponse.
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Les souris ont été euthanasiées 18 heuresapres le Les ruptures de chromatides et
traitement final et des échantillons de moelle d’isochromosomes étaient les aberrationsles
osseuse ont été prélevés. plus courantes.
Test d’aberration chromosomique sur lamoelle La Direction des aliments de Santé Canada ne
osseuse de mammiferes considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Rizk et coll. Souris suissesalbinos males (15 par groupe par TiO2-NP; 21 nm; forme cristalline inconnue Positifa 45 jours (cellules de moelle osseuse)
(2017) repére temporel) (Sigma)
Une augmentation statistiquement
Traitement par injection intrapéritonéale tous les Aucune information sur la préparation de significative du pourcentage d’aberrations a
jours pendant 7, 14 ou 45 jours avec excipient I’échantillon n’a étéfournie. 45 jours a partir de la dose la plus faible testée
(hydroxypropylméthylcellulose) ou doses de 50, 250 avec des preuves de dose-réponse. Négatifa 7
ou 500 mg/kg pc de TiO2-NP dispersé dans et 14 jours.
I"hydroxypropylméthylcellulose.
Seuls 300 érythrocytes ont étéanalysés par
Les souris ont été euthanasiées et des échantillons animal (il devrait y avoir au moins
de moelle osseuse (fémur) ont été prélevés (le 500 érythrocytes pour la moelle osseuse selon
moment n’a pas été indiqué). les directives de I’OCDE).
Test d’aberration chromosomiquesur lamoelle Pas de témoin positif.
osseuse de mammiferes
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Rizk et coll. Souris suissesalbinos males (25 par groupe par TiO2-NP; 83,4 nm; forme cristalline inconnue Difficile a interpréter (écart entrela méthode
(2020) repére temporel) (Sigma) etles résultats présentés)
Traitement par injection intrapéritonéale tous les Dispersions stables obtenues parultrasonication | Pas clairsiladose laplus faible est de 50 ou de
jours pendant 7, 14 ou 45 jours avec I’excipient de l’article de test dans Tween 80 1 % pendant 150 mg/kg pc/j (probablement 50 mg/kg pc/j)
(Tween 80 1 %) ou des doses de 50, 250 ou 15 minutes.
500 mg/kg pc de TiO2-NP dispersé dans Tween 80 Pas de témoin positif.
1%.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
Les méthodes mentionnent que destests de consideére pas l'article de test pertinent pour la
micronoyaux sur érythrocytes de mammiféres seront caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
effectués, mais lesrésultats déclaréssont ceuxd’un alimentaire.
test d’aberration chromosomiquesur la moelle
osseuse de mammifeéres.
Sadigetcoll. | Souris B6C3F1 méles de 6a 7 semaines (5 par TiO2-NP; moyenne de 12,1 nm; anatase Négatif (réticulocytes du sang périphérique).
(2012) groupe); (synthétisé selon le procédésol-gel)
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Il nest pas clairsi le dosage a été effectué par
Traitement par injection intrapéritonéale tous les Dispersions stables obtenues parmélange injection intraveineuse ou intrapéritonéale,
jours pendant 3 jours avec I’excipient (PBS) ou doses | vigoureux et par sonicationde |’article de test mais le groupe FAF de I’EFSA (2021a)a
de 0,5, 5, 50 mg/kg pc/j de TiO-NP dans PBS. dans PBS (aucun autre détail fourni). confirmé aupreés des auteurs que ledosage
s’est produit parinjectionintrapéritonéale.
Témoin positif : N-éthyl-N-nitrosourea (140 mg/kg
parinjection intrapéritonéale) La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
Des échantillons de sang périphérique ont été caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
prélevés 1 jouraprés letraitement final. alimentaire.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
Shukla et coll. [ Souris suissesalbinos males de 6 semaines (5 par TiO2-NP; 20-50 nm, 99,7 % anatase (Sigma) Positif (cellules de moelle osseuse).
(2014) groupe);
Dispersions stables obtenues parsonication de Formation accrue de micronoyaux a la dosela
Traitement par gavage tous les jours pendant I’article de test danseau Milli-Q pendant plus élevée testée avec des preuvesde dose-
14 jours avec excipient(eau MilliQ) ou doses de 10, 20 minutes a 30 W a I’aide d’un sonicateur a réponse.
50 ou 100 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans eau MilliQ. sonde (2,5 minutes d’impulsions, 1,5 minute
d’arrét). La Direction des aliments de Santé Canada ne
Témoin positif: éthylméthanesulfonate (pour consideére pas l'article de test pertinent pour la
contrdlerles dommagesa I’ADN). caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
traitement final et des échantillons de moelle
osseuse (fémur) ont été prélevés.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféeres
Suzuki et coll. | Souris méles gpt DeltaC57BL/6J de 8 semaines (5 par | TiO2-NP; moyenne de 21 nm; 80 % anatase,20 % | Négatif (réticulocytes du sang périphérique)
(2016) groupe); rutile (Sigma)
Pas de témoin positif.
Traitement par injection intraveineuse a traversla Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
veine caudale une fois parsemaine pendant I’article de test dans phosphate disodique de La Direction des aliments de Santé Canada ne
4 semaines avecexcipient (phosphate disodique) ou 2 mg/ml dans baind’eau. considere pas I'article de test pertinent pour la
doses de 2, 10, 50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans du caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
phosphate disodique. L’excipient a égalementété ultrasoniquédansle | alimentaire.
baind’eau.
Les souris ont été euthanasiées9 jours aprésle
dernier traitementet des échantillons de sang
périphérique ont été prélevés.
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
Sycheva et Souris CBAxB6 males (6 par groupe); TiO2-NP; 33 + 16,7 nm; anatase (provenantd’un Négatif (cellules de moelle osseuse).
coll. (2011) fournisseur de cosmétiques russe).
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours L’analyse de I'incidence des micronoyaux dans
avec un excipient (eau distillée) ou des dosesde 40, Les particulesde TiO2 ont été dispersées dans de | les PCEs’est écartéedes lignesdirectrices de
200 ou 1 000 mg/kg pc/j de TiO, dispersé dansde I’eau distillée (aucun autre détail n’est fourni). I’OCDE (474; 1997), avec 1 000 PCE notés au
I'eau distillée. lieu des 2 000 ou plus PCErecommandés.

Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le Pas de témoin positif.
dernier traitementet des échantillons de moelle
osseuse (fémur) ont été prélevés. La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Trouiller et Souris males C57BIl/6Jpu"/pUnde 4 a 5 mois (5 par TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase a 75 %, Positif (érythrocytes de sang périphérique).
coll. (2009) groupe) rutile a 25 % (Degussa-Evonik)
Augmentation de la fréquence des
Exposition aux TiO2-NP dans I’eau potable a une Dispersion stable obtenue par ultrasonication de | micronoyaux par érythrocytes
concentration de 60, 120,300 ou 600 pg/mL I’article de test dans|’eau potable pendant polychromatiques a ladosela plus élevée
(équivalanta 10, 20, 50 ou 100 mg/kg pc/j, en 15 minutes, juste avant utilisation. testée, sanspreuve de dose-réponse.
fonction d’un poids moyen de 30 grammes par souris
et d’une consommation quotidienne moyenne d’eau Pas de témoin positif.
de 5mL) pendant 5 jours. L’eau étaitl’excipient.
Les doses équivalentesont été déclarées
Des échantillons de sang périphérique ont été comme étant de 50, 100, 250 et 500 mg/kg
prélevés (le moment n’a pasété mentionné). pc/j, mais selon les renseignements fournis par
les auteurs, les doses équivalentes étaient en
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféeres faitde 10, 20, 50 et 100 mg/kg pc/j.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Xu et coll. Souris ICR méles et femelles (4 par sexe par groupe); | TiO2-NP; 42,50 60 nm, anatase (Hangzhou Négatif (cellules de moelle osseuse).
(2013) Wanjing materials Co, Ltd)

Injection intraveineuse unique de I’excipient
(solution saline) ou de doses de 140, 300 ou
645 mg/kg pc de TiO2-NP dans solution saline.

Témoin positif: 20 mg/kg pc de cyclophosphamide
parinjection intrapéritonéale 24 et 48 heuresavant
I’euthanasie dessouris.

Les souris ont été euthanasiées 14 joursaprésle
traitement et des échantillons de moelle osseuse ont
été prélevés.

Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
I’article de test dansla solution saline pendant
3 minutes a 400 W.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
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Article de test (source) et préparation de

Etude . < . Résultats/Remarques
essai I’échantillon / q
Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiferes
Zirak et coll. Souris males Balb/c (4 par groupe); TiO2-NP; 20,17 nm; anatase (synthétisé selon le Positif (cellules de moelle osseuse).
(2016) procédé sol-gel)

Injection intrapéritonéale unique de I’excipient (eau
stérile) ou doses de 10, 100 ou 500 mg/kg pc TiO2-NP
dans |’eau stérile. Un groupe témoin non traitéa
également été inclus.

Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
traitement et des échantillons de moelle osseuse ont

été prélevés.

Test du micronoyau sur érythrocytes de mammiféres

Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
I’article de test dans|’eau stérile pendant
15 minutes (aucun autre détail fourni).

Une augmentation statistiquement
significative de la fréquence de formation de
micronoyaux dans les érythrocytes
polychromatiques sans preuve de dose-
réponse.

Pas de témoin positif. Lesauteurs déclarent
que le témoin positifest un traitement a I’eau
stérile (pas un témoin de contrdle positifa
proprement parler) et le témoin négatifest
I’absence de traitement.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas |'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Test des cométes

Asare etcoll. | Souris males de 8 8 12 semaines Oggl”-knockout TiO2-NP; 21 nm; forme cristalline inconnue Positifle jour 7 pour une augmentation des
(2016) (KO) et Oggl** du type sauvage (WT)(5 a 6 par (Degussa-Evonik) sites sensibles au Fpg chezles souris WT, mais
groupe parrepére temporel); aucune preuve de ruptures de brinsd’ADN
Dispersion stable obtenue par ultrasonication de | (cellules de testicules)
Injection intraveineuse unique parveine caudale de | I'article de test dansdH20/10X ASB/10X PBS (4,2
I’excipient (dH20/10X ASB/10X PBS) ou 5 mg/kg pc de | x 105 kJ/m3). Aucun autre détail n’a étéfourni. Négatifle jour 1 chezles souris KOet WT
TiO2-NP dans dH20/10X ASB/10X PBS. (cellules des poumons, des testicules, du foie)
etlejour 7 chezles souris KO (cellules des
Témoins positifs : souris exposées a 0-5 Gy de rayons poumons, des testicules, du foie) et les souris
X. WT (cellule des poumons, du foie).
Les souris ont été euthanasiées1 ou 7 jours apresle La méthode exposée ne permet pasde
traitement et des échantillons de tissu du foie, du déterminersilesauteurs controlaientla
poumon et du testicule ont été prélevés. lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai,la lyse ou I’électrophorése.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféeres +/- Fpg La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Azim et coll. Souris males albinos (10 a 14 par groupe); TiO2-NP; 21 nm; anatase (Sigma) Positif pour les dommages a I’ADN (moment de
(2015) la queue); (cellules du foie)
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Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Traitement par gavage tous les jours pendant Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
14 jours avec I’excipient (Tween 80, 1 %) ou dose de I’'objet d’analyse dans Tween 80, 1 % pendant Pas de témoin positif.
150 mg/kg pc de TiO>-NP dispersé dans Tween 80, 15 minutes (aucun autre détail fourni).
1%. La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
Les souris ont été euthanasiées (le moment n’a pas lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
été indiqué) et des échantillons de tissu hépatique dommages supplémentaires al’ADN.
ont été prélevés.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
Test des cometes de type alcalin sur cellules de considere pas l'article de test pertinent pour la
mammiféres caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Bettini et Rats Wistar males adultes (10 par groupe); TiO2-NP; moyenne de 21 nm; plage de 15 a Négatif (cellules des plaques de Peyer)
coll. (2017) 24 nm, anatase a 85 %, rutilea 15 % (NM-105;
Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours | nanomatériau du JRC) La méthode exposée ne permet pasde
avec soit I’excipient (eau), ou 10 mg/kg pc/j de TiOz- déterminersilesauteurs controlaientla
NP dispersé dans|’eau. Dispersions stables obtenues a |’aide du lumiére ambiante pendant la préparationdes
protocole de dispersion de NANOGENOTOX lames d’essai,la lyse ou I’électrophorese.
Les rats ont été euthanasiés (le moment n’apas été (particules ultrasoniquées pendant 16 minutesa
indiqué) et des cellules des plaques de Peyer ont été | 400 W dans 0,05 % p/v ASB). Pas de témoin positif.
recueillies.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de La Direction des aliments de Santé Canada ne
mammiféeres +/- Fpg considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Chakrabarti Souris albinos suisses males et femellesde 7 a TiO2-NP; moyenne de 58 nm; forme cristalline Positif (cellules du foie et des reins).

etcoll. (2019)

8 semaines (5 par sexe par groupe);

Traitement par gavage pendant 90 jours avec
excipient (eau) ou doses de 200, 500 mg/kg pc/j de
TiO2-NP dans I’eau.

Témoin positif : cyclophosphamide (40 mg/kg pc) par
injection intrapéritonéale lejour 88.

Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
dernier traitementet des échantillons de tissus du
foie et des reins ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

inconnue (Sigma)

Article de test suspendu dans!’eau (aucun autre
détail n’a été fourni).

Augmentation statistiguementsignificative des
dommages a I’ADN (longueur de queue, %
d’ADN de queue, moment de la queue,
moment Olive) a la dose la plus élevée testée.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
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Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Dekanski et Souris femelles de 7 semaines NMRI/Han (5 par TiO2-NP; diamétre moyen 45 A (4,5 nm); forme Négatif pour les dommages a I’ADN aux deux
coll. (2018) groupe); cristalline inconnue (synthétisée parhydrolyse moments (globules sanguins).
acide du chlorure de titane(lV))
Une seule dose administrée sur 4 traitements Les souris ont été laissées a jeun pendant
séparés par 30 minutes. Traitement par gavage avec Aucune information sur la préparation de 4 heures avant I’expérience; lanourritureet
1000 ou 2 000 mg/kg pc TiO2-NP dans une solution I’échantillon n’a étéfournie. I’eau ont été de nouveau fournies 2 heures
de 0,01 M HCl dans I’eau (pH 2). Pas clair si des aprés la derniéredose.
animaux témoins ont regu un excipient.
La préparation deslames d’essai, de la lyse et
Des échantillons de sang entier ont été prélevés2 et de I’électrophorese a été effectuée sous une
24 heures apres le traitement final. lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres Pas de témoin positif.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Dobrzynska Rats Wistar males agésde 14 semaines (7 par groupe | TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase a 85 %, Négatif pour les dommages a I’ADN (leucocytes

etcoll. (2014)

par repére temporel);

Une seule injection intraveineuse par voie caudale
de I’excipient (solution de NaCl a 0,9 %) ou 5 mg/kg
pc de TiOz dans la solution ASB/PBS.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures, 1 semaine et
4 semaines apres le traitementet des échantillons de
moelle osseuse (fémur)ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiferes

rutile a 15 % (NM-105; nanomatériaudu JRC)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
(sortie 20) de I’article de test dans PBS; albumine
de sérum bovin ajoutée aprésla sonication.

de moelle osseuse)

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.

El-Bassyouni
etcoll. (2017)

Souris adultes males albinos (10 par groupe);

Traitement par injection intrapéritonéale une fois
parsemaine pendant 4 semaines avec excipient(eau
salée)ou doses de 100, 200 ou 400 mg/kg pc/j de
TiO2-NP dans I’eau salée.

Témoin positif: 40 mg/kg pc de cyclophosphamide
(injection intrapéritonéale).

TiO2-NP; taille des particulesinconnues; anatase
(BDH)

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon n’a étéfournie.

Positif (foie).

Une augmentation statistiquement
significative desdommagesa I’ADN a la dose la
plus élevée testée

La méthode exposée ne permet pasde
déterminer silesauteurs controlaientla
lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai,la lyseou I’électrophorése.
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Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Les souris ont été euthanasiées (le moment n’a pas La Direction des aliments de Santé Canada ne
été indiqué) et des échantillons de tissu hépatique considére pas l’article de test pertinent pour la
ont été prélevés. caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres
El-Din et coll. | Rats albinos malesadultes (8 par groupe); TiO2-NP; < 100 nm; mélange anataseet rutile Equivoque (cardiomyocytes).
(2019) (Sigma)
Traitement par gavage tous les jours pendant Preuve de dommages a I’ADN, mais seulement
90 jours avec I’excipient (0,9 % de solution saline)ou | Dispersions stables obtenues parultrasonication | parallélementaux dommages aux tissus
doses de 1 200 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans 0,9 % de de l’article de test pendant 10 minutes (aucun évidents.
NacCl. autre détail fourni).
Pas de témoin positif.
Les rats ont été euthanasiés apres letraitement final
et des échantillons de tissus cardiaquesont été La préparation deslames d’essai, de la lyse et
prélevés. de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
Test des comeétes de type alcalin sur cellules de dommages supplémentaires a I’ADN.
mammiféres
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas I'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
El-Ghor et Souris Webster suisses males (5 par groupe); TiO2-NP; moyenne de 44 nm; anatase/rutile Positif pour les dommages a I’ADN (longueur
coll. (2014) (Sigma) de queue, % d’ADN dans la moyenne de
Traitement par injection intrapéritonéale gueue, moment de la queue) a toutes les doses
quotidienne pendant 5 joursavec I’excipient (eau Aucune information sur la préparation de dans les trois typesde cellules (moelle osseuse,
désionisée)ou dosesde 500, 1 000 ou 2 000 mg/kg I’échantillon n’a étéfournie. cerveau et cellules du foie)
pc/j de TiO-NP dans I’eau désionisée.
Témoin positif: 25 mg/kg pc de cyclophosphamide La préparation deslames d’essai, de la lyse et
(injection intrapéritonéale). de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le dommages supplémentaires al’ADN.
traitement final et des échantillons de moelle
osseuse (fémur), de cerveau et de tissu hépatique La Direction des aliments de Santé Canada ne
ont été prélevés. consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
Test des cometes de type alcalin sur cellules de alimentaire.
mammiféres
Elnagar et Rats albinos malesadultes (10 par groupe); TiO2-NP; 21 nm; forme cristalline inconnue Equivoque (cellules des testicules).
coll. (2018) (Titanos)
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Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Traitement par gavage tous les jours pendant Aucune information sur la préparation de Les auteurs signalent une augmentation
12 semaines avec I’excipient (solution a 5 % de I’échantillon n’a été fournie. positive des dommagesa I’ADN chezles rats
gomme d’acacia) ou doses de 1 200 mg/kg pc/j de traités au TiOz par rapport aux témoins traités
TiO2-NP dans 5 % de gomme d’acacia. Un groupe et non traités, maisaucunedonnée
témoin nontraité a également étéinclus. quantitative n’a été fournie pour confirmer
cette affirmation.
Les rats ont été euthanasiés (le moment n’apas été
indiqué) et les échantillons de tissus de testicules ont Pas de témoin positif.
étérecueillis.
La préparation deslames d’essai, de la lyse et
Test des cometes de type alcalin sur cellules de de I’électrophorese a été effectuée sous une
mammiféres lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas ’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Fadda et coll. | Rats Wistar méales (10 par groupe); TiO2-NP; 60 nm; anatase (Sigma) Equivoque (cellules du foie).
(2018)
Traitement par gavage tous les jours pendant Dispersions stables obtenues parultrasonication | Preuve de dommages a I’ADN, mais seulement
21 jours avec I’excipient (1 % de de l’article de test pendant 20 minutes (aucun parallélement aux dommages aux tissuset a
carboxylméthylcellulose) ou des dosesde autre détail fourni). I'inflammation des tissus évidents.
1 000 mg/kg pc/j de TiO-NP dans 1 % de
carboxylméthylcellulose. Pas de témoin positif.
Les rats ont été euthanasiés apres le traitement final La préparation deslames d’essai, de la lyse et
et des échantillons de tissus du foie ont été prélevés. de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
Test des cometes de type alcalin sur cellules de dommages supplémentaires al’ADN.
mammiféeres
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Fadda et coll. | Rats Wistar méales (10 par groupe); TiO2-NP; 60 nm; anatase (Sigma) Equivoque (cellules du foie).
(2019)

Traitement par gavage tous les jours pendant 5 jours
avec des doses de 600 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans
Tween 1 %. Les rats témoinsn’ont pas été traités.

Les rats ont été euthanasiés apreés letraitement final
et des échantillons de tissus du foie ont été prélevés.

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de l’article de test pendant 20 minutes (aucun
autre détail fourni).

Preuve de dommages a I’ADN, mais seulement
parallélement aux dommages aux tissuset a
I'inflammation des tissus évidents.

Aucun groupe témoin ou groupe traité avec
I’excipient.
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Test des cometes de type alcalin sur cellules de La préparation deslames d’essai, de la lyse et
mammiféres de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO, de qualité
alimentaire.
Grissa et coll. [ Rats Wistar males dgés de 4 mois (6 par groupe); TiO2-NP; 5-12 nm, anatase (AZTech —ingrédient | Positif (leucocytes du sang périphérique).
(2015) de peinture pour le secteur de lacéramique)
Traitement par gavage tous les jours pendant Une augmentation dépendante de ladose
60 jours avec excipient(eau distillée) ou doses de 50, | Dispersions stablesobtenues parultrasonication | statistiquementsignificative a été observée a
100 ou 200 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau distillée. | de I’article de test dansl’eau distillée pendant 100 mg/kg pc/j.
30 minutes, puis vibration mécanique de la
Les rats ont été euthanasiés 24 heures aprésle solution pendant 5 minutesavant chaque Pas de témoin positif.
traitement final et des échantillons de sang ont été utilisation.
prélevés. La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorése a été effectuée sous une
Test des cometes de type alcalin sur cellules de lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
mammiferes dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Grissa et coll. [ Rats Wistar males dgés de 4 mois (6 par groupe); TiO2-NP; 5-10 nm, anatase (AZTech —ingrédient | Positif (leucocytes du sang périphérique).
(2017) de peinture pour le secteur de lacéramique)

Traitement par gavage tous les jours pendant
60 jours avec excipient(eau distillée) ou doses de
100 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau distillée.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures aprésle
traitement final et des échantillons de sangont été
prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dans|’eau distillée pendant
30 minutes, puis vibration mécanique de la
solution pendant 5 minutesavant chaque
utilisation.

Des preuves de dommages a I’ADN chezles
rats traités par rapport aux témoins, mais des
scores de dommages a I’ADN non
conventionnels ont été rapportés.

Pas de témoin positif.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophoreése a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Hashem et Rats Wistar males adultes (10 par groupe); TiO2-NP; taille des particules et forme cristalline Equivoque (cellules de la rate)
coll. (2020) inconnue (Sigma)

Traitement par gavage tous les jours pendant

90 jours avec I’excipient
(hydroxypropylméthylcellulose 0,5 %) ou doses de 20
ou 40 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans
I"hydroxypropylméthylcellulose 0,5 %.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures aprésle
traitement final et des échantillons de tissusde rate
ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféeres

Les auteurs rapportent que leE171 est |I’article
de test, mais Sigma ne vend pas de particulesde
TiO2 de qualité alimentaire et aucune donnée sur
la taille ou la distribution des particulesn’a été
présentée.

Les particulesont été suspendues par une
méthode inconnue (aucun autre détailn’a été
fourni).

Preuve de dommages a I’ADN, mais seulement
parallélement aux dommages aux tissus et a
I'inflammation des tissus.

Pas de témoin positif.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.

Hassanein et
coll. (2017)

Rats Sprague Dawley malesadultes (10 par groupe)

Traitement par gavage tous les jours pendant
6 semaines avecl’excipient (Tween 80, 1 %) ou
150 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans Tween 80, 1 %.

Les rats ont été euthanasiés 24 heures aprésle
traitement final et des échantillons de tissus du foie

ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféeres

TiO2-NP; 21 nm; forme cristalline inconnue
(Sigma)

Aucune information sur la préparation de
I’échantillon n’a été fournie.

Equivoque (cellules du foie).

Preuve de dommages a I’ADN, mais seulement
paralléelement aux dommages aux tissus et a
I'inflammation des tissus évidents.

Pas de témoin positif.

La méthode exposée ne permet pasde
déterminer silesauteurs contrélaientla
lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai,la lyseou I’électrophorése.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Kazimirova et
coll. (2019)

Rats Wistar femelles de 8 semaines (6 a 8 par groupe
par repére temporel);

Injection intraveineuse unique de I’excipient
(solution physiologique avec sérum de rat 10 % v/v)
ou 0,59 mg/kg pc de TiO2-NP dans solution
physiologique avec sérum de rat 10 % v/v.

TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase/rutile
(70:30 ou 80:20), (Evonik)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test danssolution physiologique
avec 10 % v/v de sérum de rat pendant

15 minutes a 150 W.

Positif (cellules mononucléaires du sang
périphérique).

Augmentation du pourcentage d’ADN dans la
gueue unjour apres le traitement final en
I’absence de Fpg, mais pas avec Fpgou a
d’autres moments.
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Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Les rats ont été euthanasiés 1 jour; 1,2 ou La préparation deslames d’essai, de la lyse et
4 semaines apres le traitementet des échantillons de de I’électrophorese a été effectuée sous une
sangont été prélevés. lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
Témoins positifs : cellules sanguines exposéesau
peroxyde d’hydrogene. La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
Test des cometes de type alcalin sur cellules de caractérisation des dangersdu TiO, de qualité
mammiféres +/- Fpg alimentaire.
Kumar etcoll. | Rats Wistar males dgésde 8 semaines (6 par groupe); | TiO2-NP; 10-20 nm, forme cristalline inconnue, Equivoque (splénocytes).
(2016) composition chimiquede surface: 56 % titane,
Traitement par injection intraveineuse par voie 26 % oxygeéne; 18 % cuivre; (Sigma) Preuve de dommages a I’ADN (longueur de la
caudale une fois par semaine pendant 30 joursavec queue, moment de la queue, migration de la
excipient (solution saline) ou dosesde 5, 25 ou Dispersions stables obtenues parultrasonication | queue)a partir de 25 mg/kg pc/j, mais
50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans solution saline. de I’article de test danssolution saline pendant seulement parallélement auxdommagesaux
15 minutes. tissus et a I'inflammation des tissus.
Les rats ont été euthanasiés et des échantillons ont
été prélevés. La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorése a été effectuée sous une
Test des cometes de type alcalin sur cellules de lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
mammiferes dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Li et coll. Souris B6C3F1 males de 6 a 7 semaines (5 par TiO2-NP; 8,9 a 15,3 nm; anatase (synthétisé selon | Positif pourles dommages a I’ADN
(2017 b) groupe) le procédé sol-gel) (augmentation du pourcentage d’ADN dans la

Traitement par injection intrapéritonéale tous les
jours pendant 3 jours avec I’excipient (PBS) ou des
doses de 50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans PBS.

Témoins positifs : 100 mg/kg pc méthanesulfonate de
méthyle parinjection intrapéritonéale.

Les souris ont été euthanasiées 4 heuresapresla
dose finale et des échantillons de tissu du foie et des
poumons ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres +/-hOGG1 ou Endolll

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dans PBS pendant 1 minute
(sortie 100 W, fréquence 40 kHz).

queue)dans le foie, mais pasdansle tissu
pulmonaire (test des comeétes de type alcalin
standard);

Positif pour les dommages a I’ADN
(augmentation du pourcentage d’ADN dans la
queue)dans le foie et les tissus pulmonaires
(hOGG1 et Endolll tests des cométesde type
alcalin modifiés)

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

183



Direction des aliments, Santé Canada

Juin 2022

Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Louro etcoll. | Souris C57B1/6-Tg(LacZ) de 3 mois (sexe inconnu), 5- | TiO2-NP; moyenne de 22 nm; anatase (NM-102; Négatifaux deux doses (cellules du foie et de la
(2014) 6 par groupe; nanomatériau du JRC) rate).

Traitement au véhicule (milieu de dispersion) par
injection intraveineuse a travers la veine caudale
pendant 2 jours ou doses de 10, ou 15 mg/kg pc/j de
TiO2-NP dans le milieu de dispersion.

Témoin positif : N-éthyl-N-nitrosourea (120 mg/kg/pc
parinjection intrapéritonéale).

Les souris ont été euthanasiées 28 joursapresle
traitement final, etdes échantillons de tissus du foie
etde larate ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

Dispersions stables obtenues a I’aide du
protocole de dispersion de NANOGENOTOX
(particules ultrasoniquées pendant 16 minutesa
400 W dans 0,05 % p/v ASB), puis diluées avec du
PBS.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

Les lignes directrices de I’OCDE recommandent
de prélever des échantillons 2 a 6 heures apres
la dose.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Manivannan
et coll. (2020)

Souris albinos suisses males (5 par groupe);

Traitement par gavage quotidien pendant 28 jours
avec excipient (eau doublementdistillée) ou dosesde
0,2,0,4 0u 0,8 mg/kg pc de TiO-NP dispersé dansde
I’eau doublement distillée.

Les souris ont été euthanasiéesapres le traitement
final et des échantillons de tissus du foie, de la rate,
du thymus, de la moelle osseuse et des ganglions
lymphatiques ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiferes

TiO2-NP; moyenne de 25 nm, plage de 21 a
31 nm; rutile (Sigma)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dans de I’eau doublement

distillée pendant 30 minutesa 100 W et 30 kHz.

Positif (foie, moelle osseuse, rate, thymus,
ganglions lymphatiques).

Une augmentation statistiquement
significative en % de I’ADN de queue a été
observée a partir de la dose la plus faible
testée dans larate,a la doseintermédiaire
dans le foie, le ganglion lymphatique etle
thymus, et a la dose la plus élevée testéedans
la moelle osseuse.Preuve de dose-réponse
dans la plupart des tissus.

Aucune information sur la toxicité des tissus ou
des organes n’a été fournie.

Pas de témoin positif.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
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Etude

Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

La Direction des aliments de Santé Canada ne

considere pas l’article de test pertinent pour

caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité

alimentaire.

la

Martins Jr et

Rats Wistar males (6 par groupe);

TiO2-NP; 42 nm; forme cristalline inconnue

Négatif (sang et foie).

coll. (2017) (Sigma)
Traitement par gavage oral tous les jours pendant 45 Pas de témoin positif.
jours, avec soit un excipient (solution tampon de Aucune information sur la préparation de
citrate de sodium, pH 4,5), soit 0,5 mg/kg de TiO2-NP I’échantillon n’a été fournie. La préparation deslames d’essai, de la lyse et
dans solution tampon de citrate de sodium, pH 4,5. de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
Les rats ont été euthanasiés apres letraitement final dommages supplémentaires al’ADN.
et des échantillons de sang et de tissu hépatique ont
été recueillis. La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas I'article de test pertinent pour la
Test des cometes de type alcalin sur cellules de caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
mammiféres alimentaire.
Meena et Rats Wistar males 4gés de 8 semaines (6 par groupe); | TiO2-NP; 10-20 nm; anatase (Sigma) Positif (cellulesdu sperme).
coll. (2015a)
Traitement par injection intraveineuse par veine Les auteurs signalent que I’article de test a été Une augmentation significative des dommages
caudale une fois par semaine pendant 30 joursavec « dissous » dans PBS. On ne sait pas sila solution | al’ADN (longueur de queue, mouvement de
excipient (LM PBS) ou doses de 5, 25 ou 50 mg/kg a été soniquée pour l’expérience, maisles queue, migration de queue) observéea partir
pc/j de TiO-NP dans 1M PBS. auteurs ont mentionné avoir fait soniquer de la dose intermédiaire avec des preuvesde
I'article de test pendant 10 minutes dans de dose-réponse.
Les rats ont été euthanasiés apres letraitement final | I’eau distilléeaux fins de caractérisation.
(le moment n’a pas été indiqué) et des cellulesdu Pas de témoin positif.
sperme ont été recueillies.
La préparation deslames d’essai, de la lyse et
Test des cometes de type alcalin sur cellules de de I’électrophorese a été effectuée sous une
mammiféres lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Meena et Rats Wistar males agésde 8 semaines (6 par groupe); | TiO2-NP; 10-20 nm; anatase, composition Positif (cellulesdu cerveau)
coll. (2015 b) chimique de surface : 56 % titane, 26 % oxygene;

Traitement par injection intraveineuse par veine
caudale une fois par semaine pendant 4 semaines
avec excipient (1M PBS) ou des doses de 5, 25 ou
50 mg/kg pc/j de TiO-NP dans 1M PBS.

18 % cuivre; (Sigma)

Une augmentation significative des dommages

a I’ADN (longueur de queue, mouvement de

queue, migration de queue)observéea partir
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Dispersions stables obtenues parultrasonication | de la dose intermédiaireavec des preuvesde

Les rats ont été euthanasiés apres letraitementfinal | del’article de test dans1M PBS pendant dose-réponse.

(le moment n’a pas été indiqué) et des cellulesdu 15 minutes a 35 kHz.

sperme ont été recueillies. Pas de témoin positif.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de La préparation des lames d’essai, de la lyse et

mammiferes de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.

Modrzynska Souris C57BL/6 (B6JBOM-F) femelles de 6 semaines TiO2-NP; 10,5 nm; forme cristalline inconnue Négatif (foie).

etcoll. (2018)

(9 par groupe);

Gavage unique ou administration par injection
intraveineuse de I’excipient oude 162 ugde TiO;
dans unvolume de 50 pL par souris (équivalent a une
dose d’environ 7,4 mg/kg pc, en supposant un poids
corporel moyen de 22 grammes). L’excipient était

2 % de sérum v/v de souris C57BL/6 dans de I’eau
nanopure. Les souristémoins ont regu |’excipient.

Les souris ont été euthanasiées 1,28 et 180 jours
apres le traitement, etdes échantillons de tissus du
foie ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

(NanoAmor)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dansdu sérum de

souris C57BL/6 a 2 % v/v pendant 15 minutes
(aucun autre détail n’a été fourni).

Excipient également soniqué avant |’exposition
des souris témoins.

Pas de témoin positif.

La méthode exposée ne permet pasde
déterminer silesauteurs contrdlaientla
lumiére ambiante pendant la préparationdes
lames d’essai,la lyse ou I’électrophorese.

Les lignes directricesde I’OCDE recommandent
de prélever des échantillons 2 a 6 heures apres
la dose.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.

Mohamed
Hussien et
coll. (2016)

Souris suisses Webster malesdgéesde 10 a
12 semaines (3 par groupe);

Traitement par gavage tous les jours pendant 5 jours
avec des doses de 500 mg/kg pc/j de TiO2-NP.
L’excipient n’est pasclairement identifié, maisles
particules ont été caractériséesdans|’eau. Le groupe
témoin n’a pas été traité.

Les souris ont été euthanasiées 24 heures, 7 jours et
14 jours apres le traitement et des échantillons de
tissus cérébraux ont été recueillis.

TiO2-NP; 46,23 +3,45 nm; 22 % anatase, 77%
rutile (Sigma)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de l'article de test (aucun autre détail fourni).

Equivoque (cellules du cerveau).

Preuve de dommages a I’ADN, mais seulement
parallélement aux dommages aux tissus
évidents.

Pas de témoin positif.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Test des cometes de type alcalin sur cellules de La Direction des aliments de Santé Canada ne
mammiféres considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Mohamed Souris suisses Webster malesdgéesde 10 a TiO2-NP; 46,23 +3,45nm; 22 % anatase, 77 % Equivoque (cellules de I’estomac).
(2015) 12 semaines (5 par groupe par reperetemporel); rutile (Sigma)
Preuve de dommages a I’ADN dans tous les
Traitement par gavage tous les jours pendant 5 jours groupes de traitement, mais seulement
avec excipient (eau distillée) ou doses de 5, 50 ou Dispersions stables obtenues parultrasonication | parallélement a une cytotoxicité évidente
500 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau distillée. de l’article de test (aucun autre détail fourni). (mesurée par divers marqueurs de stress
oxydatifs); Preuve de dose-réponse et preuve
Les souris ont été euthanasiées 24 heures, 7 jours et d’une augmentation des dommages a I’ADN au
14 jours apres le traitement final etdes échantillons fil du temps.
de tissus de I’estomacont été prélevés.
Pas de témoin positif.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Moran- Rats Long Evans males agés de 10a 12 semaines (3 TiO2-NP; 21 nm; forme cristalline inconnue Négatif (lymphocytes).
Martinez et par groupe) (Sigma)
coll. (2018) Pas de témoin positif.

Traitement par injection intrapéritonéale tous les
jours pendant 3 jours avec I’excipient (xylocaine :
solution injectable de lidocaine sans épinéphrine a
2 %) ou doses de 5 mg/kg pc de TiO2-NP dans la
xylocaine : solution injectable de lidocaine sans
épinéphrine a 2 %.

Les rats ont été euthanasiés 48 et 72 heuresaprésle
traitement final et des échantillons de sang ont été
prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

Dispersé avec un mélange d’eau et d’éthanol
(1:4); stabilité de la suspensionobtenue par
agitation magnétique (aucun autre détailn’est
fourni).

La préparation deslames d’essai, de la lyse e
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

La Direction des aliments de Santé Canada ne

consideére pas l'article de test pertinent pour

caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité

alimentaire.

t

la
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

Murugadoss
et coll. (2020)

Souris C57BL/6JRj femellesde 8 semaines (4-5 par
groupe);

Administration par gavage unique du véhicule (milieu
de suspension), 10, 50 ou 250 pg de TiO2 dans milieu
de suspension par souris (équivalant a environ 0,6,
2,9 ou 14,7 mg/kg pc).

Les souris ont été euthanasiées 3 jours apresla dose
et des échantillons de sang ont été prélevés.

Témoins positifs : cellules sanguines de souris non
traitées exposées au peroxyde d’hydrogéne (100 uM
pendant 15 minutes).

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

TiO2-NP; 17 nm; anatase (nanomatériau du JRC)

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test dans deux milieux de
suspension différents congus pour produire des
agglomérats petitsou grands a I'aided’un
sonicateur a sonde (7056)).

Les suspensions de particules ont été
immédiatement stabiliséesavec 0,25 % d’ASB.

Le diametre médian du cercle équivalent était de
122 nm pour les petits agglomérats etde 352 nm
pour les grands agglomérats.

Positif (leucocytes).

Pour les petits agglomérats, une augmentation
statistiquementsignificative du % d'ADN de

queue a été observée danstous les groupesde
traitement, maissans preuve de dose-réponse.

Pour les gros agglomérats, aucune différence
statistiquementsignificative du % d'ADN de
queue n'a été observée danstous les groupes
de traitement.

La méthodologie ne précise passilalumiere
ambiante a été contrélée pendantla
préparation des lamesd’essai, lalyseou
I’électrophorése.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas ’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Niu et coll.
(2017)

Souris Kun Ming élevées en laboratoire de 6 a
8 semaines, mileset femelles (4 parsexe par
groupe);

Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours
avec I’excipient(PBS) ou des doses de 2 000 mg/kg
pc/j de TiO2-NP dans PBS.

Les souris ont été euthanasiées 7 jours apresle
traitement final et des échantillons de tissus du cceur,
du foie et des reins ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféres

TiO2-NP; 10-25 nm; anatase (Sigma)

Dispersions stables obtenues parsuspension de
I'article de test dans PBS et brassage vigoureux,
puis sonication pendant20 minutesa 60 W.

Equivoque (foie, rein, cceur).

Une augmentation statistiquement
significative du pourcentage d’ADN de queue
et du moment de queue Olive dans les trois
organes par rapport aux témoins, mais
seulement en présence de toxicité des
organes.

Pas de témoin positif.

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.

Les souris ont été laissées a jeun pendant la
nuit précédant le traitement. La nourriture et
I’eau ont été fournies 2 heuresaprésla dose.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considére pas l'article de test pertinent pour la

188




Direction des aliments, Santé Canada

Juin 2022

Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.

Shi et coll. Souris ICR de type sauvage de 6 a 8 semaines et TiO2-NP; 10-25 nm; anatase (Sigma) Positif (cellules du foie et des reins).
(2015) souris ICR de type Nrf2(-/-) (4 parsexe par groupe);
Dispersions stables obtenues parultrasonication [ Augmentation dépendante de ladose du %
Les souris de type sauvage ont été traitées par de I’article de test dans PBS pendant 20 minutes | d’ADN de queue observée a partirde la dosela
gavage tous les jours pendant 7 joursavec un a 60 W avant utilisation. plus faible. La réponse était plus forte chezles
excipient (PBS) ou des doses de 500, 1 000 ou souris Nrf2(-/-).
2 000 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans PBS. Les
souris Nrf2(-/-) ont regu un excipient (PBS) ou Pas de témoin positif.
1 000 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans PBS.
La préparation deslames d’essai, de la lyse et
Les souris ont été euthanasiées 1 jour aprésle de I’électrophorese a été effectuée sous une
traitement final et des échantillons de tissus du foie lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
etdes reins ont été prélevés. dommages supplémentaires al’ADN.
Test des cometes de type alcalin sur cellules de Les souris ont été laissées a jeun pendant la
mammiféres nuit précédant le traitement. La nourriture et
I’eau ont été fournies 2 heuresapreésla dose.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas I’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Shukla et coll. | Souris suissesalbinos males de 6 semaines (5 par TiO2-NP; 20-50 nm, 99,7 % anatase (Sigma) Positif (cellules du foie).
(2014) groupe);

Traitement par gavage tous les jours pendant
14 jours avec excipient(eau MilliQ) ou doses de 10,
50 ou 100 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans eau MilliQ.

Témoin positif : éthylméthanesulfonate (pour
contrdler les dommagesa I’ADN) et dichromate de
potassium (pour controdler le stress oxydatif).

Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
traitement final et des échantillons de tissu
hépatique ont été prélevés.

Test des cometes de type alcalin sur cellules de
mammiféeres +/- Fpg

Dispersions stables obtenues parsonication de
I'article de test dans eau Milli-Q pendant

20 minutes a 30 W a I'aide d’un sonicateur a
sonde (2,5 minutes d’impulsions, 1,5 minute
d’arrét).

Une augmentation statistiquement
significative dépendante de la dose en % de
I’ADN de queue a été observée a des
concentrations de 50 mg/kg pc et plus, avec
des preuves de dose-réponse (avec et sans
Fpg). Une augmentation statistiquement
significative dépendante de la dose du
moment de queue Olive dans tous les groupes
de doses, avec des preuves de dose-réponse
(avec et sans Fpg).

La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
dommages supplémentaires al’ADN.
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Etude

Espéce-souche, doses et schéma posologique,
essai

Article de test (source) et préparation de
I’échantillon

Résultats/Remarques

La Direction des aliments de Santé Canada ne

consideére pas l'article de test pertinent pour
caractérisation des dangers du TiO2 de qualit
alimentaire.

la
é

Suzuki et coll.

Souris males gpt Delta C57BL/6J de 8 semaines (5 par

TiO2-NP; moyenne de 21 nm; 80 % anatase,20 %

Négatif (foie).

(2016) groupe); rutile (Sigma)
Pas de témoin positif.
Traitement par injection intraveineuse a traversla Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
veine caudale une fois parsemaine pendant I’article de test dans phosphate disodique de La préparation deslames d’essai, de la lyse et
4 semaines avecexcipient (phosphate disodique) ou 2 mg/ml dans baind’eau. de I’électrophorese a été effectuée sous une
doses de 2, 10, 50 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans du lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
phosphate disodique. L’excipient a égalementété ultrasoniquédansle | dommages supplémentaires al’ADN.
baind’eau.
Les souris ont été euthanasiées 3 jours aprésle La Direction des aliments de Santé Canada ne
dernier traitement, et des échantillonsde tissusdu considere pas l'article de test pertinent pour la
foie ont été prélevés. caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
Test des comeétes de type alcalin sur cellules de
mammiféres
Sycheva et Souris CBAxB6 males (5 par groupe); TiO2-NP; 33 + 16,7 nm; anatase (provenantd’un Positif (moelle osseuse, foie).
coll. (2011) fournisseur de cosmétiquesrusse). Négatif (cerveau).
Traitement par gavage tous les jours pendant 7 jours
avec un excipient (eau distillée) ou des dosesde 40, Les particulesde TiOz ont été dispersées dans de | Des résultats positifs (% d’ADN de queue) ont
200 ou 1 000 mg/kg pc/j de TiO, dispersé dansde I’eau distillée (aucun autre détail n’est fourni). été observés a partir de la dosela plusfaible
I'eau distillée. testée dans lamoelleosseuse et a ladose la
plus élevée testée dans le foie.
Les souris ont été euthanasiées 24 heuresapres le
dernier traitementet des échantillons de moelle Pas de témoin positif.
osseuse (fémur), de cerveau et de tissu hépatique
ont été prélevés. La préparation deslames d’essai, de la lyse et
de I’électrophorese a été effectuée sous une
Test des cometes de type alcalin sur cellules de lumiére sombre/jauneafin d’éviter des
mammiféres dommages supplémentaires al’ADN.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas ’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Trouiller et Souris males C57BI/6Jp""/pU"de 4 a 5 mois (5 par TiO2-NP; moyenne de 21 nm;anatasea 75 %, Equivoque (globules blancs de sang
coll. (2009) groupe) rutile a 25 % (Degussa-Evonik) périphérique)

Exposition a 500 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau
potable (concentration de TiO»-NP pas claire).
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
D’autres calculs de dose pour d’autres essais de Dispersion stable obtenue par ultrasonication de | Augmentation du moment de queue, mais la
génotoxicité étaient incorrects et, par conséquent,on | I'article de test dansl|’eau potable pendant cytotoxicité n’estpas évaluée, ce quirend
ne sait pas a quelle concentration de TiO2-NP les 15 minutes, juste avant utilisation. difficile I'interprétation des résultats
souris ont été exposées. L’eau était I’excipient.
Pas de témoin positif.
Des échantillons de sang périphérique ont été
prélevés (le moment n’a pas été mentionné). La méthodologie ne précise passilalumiere
ambiante a été contr6lée pendantla
Test des cometes de type alcalin sur cellules de préparation des lamesd’essai, lalyseou
mammiféres I’électrophorése.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Autres essais de génotoxicité
Asare etcoll. | Souris males de 8 a 12 semaines Oggl”-knockout TiO2-NP; 21 nm; forme cristalline inconnue Négatifaux jours 1 et 7 pour la fragmentation
(2016) (KO) et Oggl*/* du type sauvage (WT) (6 par groupe (Degussa-Evonik) de I’ADN du sperme chezles souris KOet WT
parrepére temporel); (cellules du sperme)
Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
Injection intraveineuse unique parveine caudale de I’article de test dansdH20/10X ASB/10X PBS (4,2 | La Direction des aliments de Santé Canada ne
I’excipient (dH20/10X ASB/10X PBS) ou 5 mg/kg pc de | x 105 kJ/m3). Aucun autre détail n’a étéfourni. considere pas |'article de test pertinent pour la
TiO2-NP dans dH20/10X ASB/10X PBS. caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Témoins positifs : souris exposées a 0-5 Gy de rayons
X.
Les souris ont été euthanasiées1 ou 7 jours aprésle
traitement et lescellules du spermeont été
recueillies.
Essai d’analyse de structurede la chromatinede
sperme
Chen et coll. Rats Sprague Dawley malesagésde 8 semaines (7 par | TiO2-NP; moyenne 75 + 15 nm; anatase Positif (cellulesdu cerveau)
(2014) groupe); (Shanghai Aladdin Reagent Co. Ltd, Chine)

Traitement par gavage tous les jours pendant

30 jours avec excipient(eau ultrapure) ou dosesde
10, 50 ou 200 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau
ultrapure.

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de I’article de test pendant 15 minutes dans
I’eau ultrapure et brassage sur agitateura vortex
avant chaque utilisation.

Augmentation de la fragmentation de I’ADN
par rapport au témoin.
Pas de témoin positif.

Essai de génotoxicité non normalisé.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l’article de test pertinent pour la
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Les rats ont été euthanasiés apres ledernier caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
traitement et des échantillons de moelle osseuse alimentaire.
(fémur) ont été prélevés.
Essai de moelle osseuse y- H2AX
Kandeil et Rats albinos males adultes (20 par groupe); TiO2-NP; 90 nm; forme cristalline inconnue Positif (cellulesdu cerveau)
coll. (2020) (Sigma)
Traitement par gavage tous les jours pendant Augmentation de la fragmentation de |’ADN
14 jours avec I’excipient (eau distillée) ou des doses Les particulesde TiO; ont été préparées par par rapport au témoin.
de 500 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau distillée. broyage a boulets a haute énergie.
Pas de témoin positif.
Les rats ont été euthanasiés (le moment n’apas été Dispersions stables obtenues parultrasonication
indiqué) et les échantillons de tissus du cerveau ont de I'article de test dans de I’eau distillée pendant | Méthode non normalisée utilisée pour
été prélevés. 15 minutes (aucun autre détailn’estfourni). détecterles dommagesa I’ADN.
Essai de fragmentation de I’ADN du cerveau Manque de détails sur laméthodologie et les
résultats.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Li et coll. Souris CD-1 femelles (ICR) (10 par groupe); TiO2-NP; 5 nm; anatase (synthétisé parhydrolyse | Positif pourlaliaison de I’ADN (cellules du
(2010) controlée du tétrabutoxide de titane) foie).
Traitement par injection intrapéritonéale tous les
jours pendant 14 jours avec l’excipient (0,5 % Dispersions stables obtenues parultrasonication | Accumulé dans I’ADN du foie ens’insérant
d’hydroxypropylméthylcellulose) ou dosesde 5, 10, pendant 30 minutes, puisvibrationsmécaniques | dans des pairesde based’ADN ou en se liant
50, 100 ou 150 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans 0,5 % pendant 5 minutes. aux nucléotides d’ADN qui étaient liés par
d’hydroxypropylméthylcellulose. 3 atomes d’oxygene ou d’azote et 2 atomesde
phosphore de I’ADN. Changement de la
Les souris ont été euthanasiées apres le traitement conformation de I’ADN a des doses =50 mg/kg
final et des échantillons de tissu hépatique ont été pc/j.
prélevés.
Pas de témoin positif.
Essai de fixation de I’ADN
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.
Minigalieva Des rats blancs malesissus d’un croisement éloigné TiO2-NP; 27 nm; forme cristalline inconnue; Positif (cellulesnucléées du sang)

etcoll. (2018)

(aumoins 12 par groupe);

source inconnue
Particules dispersées en suspensions (aucun
autre détail n’est fourni).

Un coefficient de fragmentation de I’ADN
légerement plus élevé, mais statistiguement
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
Traitement par injection intrapéritonéale trois fois plus élevé, chezles ratstraités que chezles
parsemaine pendant 6 semaines (jusqu’a rats témoins.

18 injections) avec I’excipient (eau déminéralisée) ou
doses de 0,5 mg/mL de TiO2-NP dans I’eau Pas de témoin positif.
déminéralisée (équivalent a environ 2,5 mg/kg pc/j).
Essai de génotoxicité non normalisé. Utilisation
Les rats ont été euthanasiés apres letraitement final d’un coefficient de fragmentation pour
et des échantillons de sang ont été prélevés. caractériser le degré de dommage a I’ADN
(ratio de la radioactivité totale de toutesles
Amplification aléatoire de tests d’ADN polymorphes fractions de queue parrapport a cellede la
téte).
Manque de détails sur laméthodologie.
La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas ’article de test pertinent pour la
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
alimentaire.

Mohamed et Souris suisses Webster malesagéesde 10 a TiO2-NP; 46,23 £3,45 nm; 22 % anatase, 77% Equivoque

Hussein 12 semaines (3 par groupe); rutile (Sigma)

(2016) Méthode d’essai et essai de génotoxicité non
Traitement par gavage tous les jours pendant 5 jours | Dispersions stables obtenues parultrasonication | normalisés qui présentent une faible sensibilité
avec des doses de 500 mg/kg pc/j de TiO2-NP. de l’article de test (aucun autre détail fourni).

L’excipient n’est pas clairement identifié, maisles Pas de témoin positif.
particules ont été caractériséesdans|’eau. Le groupe
témoin n’a pas été traité. La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
Les souris ont été euthanasiées 24 heures, 7 jours et caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
14 jours apres le traitement et des échantillons de alimentaire.
tissus cérébraux ont été recueillis.
Analyse du polymorphisme de la conformation d’un
seul brin du géne de la préséniline 1
Mohamed Souris suisses Webster malesdgéesde 10 a TiO2-NP; 46,23 +3,45 nm; 22 % anatase, 77 % Equivoque
(2015) 12 semaines (5 par groupe par reperetemporel); rutile (Sigma)

Traitement par gavage tous les jours pendant 5 jours
avec excipient (eau distillée) ou doses de 5, 50 ou
500 mg/kg pc/j de TiO2-NP dans I’eau distillée.

Les souris ont été euthanasiées 24 heures, 7 jours et
14 jours apres le traitement final etdes échantillons
de tissus de I’estomacont été prélevés.

Dispersions stables obtenues parultrasonication
de l'article de test (aucun autre détail fourni).

Méthode d’essai et essai de génotoxicité non
normalisés qui présentent une faible sensibilité

Pas de témoin positif.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
consideére pas l'article de test pertinent pour la
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Espéce-souche, doses et schéma posologique,

Article de test (source) et préparation de

Etude essai Féchantillon Résultats/Remarques
caractérisation des dangersdu TiO2 de qualité
Analyse du polymorphisme de la conformation d’un alimentaire.
seul brin du géne de la préséniline 1
Trouiller et Souris males C57BI/6Jp"/punde 4 a 5 mois (5 par TiO2-NP; moyenne de 21 nm; anatase a 75 %, Positif (moelle osseuse).
coll. (2009) groupe) rutile a 25 % (Degussa-Evonik)

Exposition aux TiO2-NP dans I’eau potable a une
concentration de 60, 120,300 ou 600 pg/mL
(équivalanta 10, 20, 50 ou 100 mg/kg pc/j, en
fonction d’un poids moyen de 30 grammes par souris
et d’une consommation quotidienne moyenne d’eau
de 5mL) pendant 5 jours. L’eau étaitl’excipient.

Les souris ont été euthanasiéesapres le traitement
final et des échantillons de moelle osseuse (fémur)

ont été prélevés.

Essai de moelle osseuse y-H2AX

Dispersion stable obtenue par ultrasonication de
I’article de test dans|’eau potable pendant
15 minutes, juste avant utilisation.

Une augmentation significative du
pourcentage de cellules positives y-H2AX;
preuve de dose-réponse.

Essai de génotoxicité non normalisé.
Manque de détails sur laméthodologie.
Pas de témoin positif.

Les doses équivalentesont été déclarées
comme étant de 50, 100, 250 et 500 mg/kg
pc/j, mais selon les renseignements fournis par
les auteurs, lesdoses équivalentes étaient en
faitde 10, 20, 50 et 100 mg/kg pc/j.

La Direction des aliments de Santé Canada ne
considere pas l'article de test pertinent pour la
caractérisation des dangers du TiO2 de qualité
alimentaire.
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Tableau 11. Tableau récapitulatif des études démontrant une dysrégulation ou une inflammation du systéme immunitaire apres une exposition

au TiO, par voie orale.

Espéce souche, dose et schéma

Etude . Article de test (source) Résultat
posologique
Riedle et coll. Des souris C57BL/6 (6 par sexe et par TiO, de qualité alimentaire (anatase, Aucune perturbation importante de la physiologie ou de
2020 groupe) ont été exposéesa 0,1,10ou 119 nm) a partir de SensientColors (Saint- I'inflammation des cellules immunitairesa des doses allant

100 mg/kg p.c./j de TiOz de qualité
alimentaire par I’alimentation pendant
18 semaines.

Louis, MO, E.-U.). L’article de test a été
formulé en régime alimentaire.

jusqu’a 100 mg/kg p.c./j par I’alimentation. Les auteurs
démontrent I’adoption de TiOz par les plaques de Peyer,
validant ainsi le modeéle de prestation.

Blevins et coll.
2019

Des rats males Wistar Han IGS (15 par
groupe) ont été exposés aux E171 dans
un régime standard a des doses égalesa
1,81 (régime basal), 4,76,31,43 ou
373,86 mg/kgp.c./j pendant 7 jours et a
1,1-1,5 (régime basal), 3,0-4,1,19,0-25,7
ou 236-300 mg/kg p.c./j pendant

100 jours (doses fondées surla
consommation d’aliments, concentration
de Ti mesurée dans le régime alimentaire
et données surle poids corporel ; le
groupe témoin reflete le contexte de
I’alimentation de base). Dans|’étude de
100 jours, les particules d’E171 ont été
administréesseulesouapresun
prétraitementau1,2-
diméthylhydrarazine (DMH) pour initier
la carcinogénesedu célon.

La catégorie alimentaire E171-E a été
fournie par la Titanium Dioxide
Manufacturers Association.L’E171 a été
formulé dans un régime granulé a une
concentration de 0, 40, 400 ou 5 000 mg/kg
d’aliments.

L’E171 alimentaire ne présentaitaucun signe de toxicité
manifeste allant jusqu’ala dosela plus élevée testée. Aucun
effet n’a été observé surles lymphocytes Tauxiliaires dansles
plagues de Peyer ou de fagon systématique. L’'E171 n’a eu
aucun effet sur la production de cytokine pro-inflammatoire.

Etude de toxicité prolongée pourla
reproduction sur une génération
(EOGRT) conforme auxBPLetala LD 443
de I’OCDE sur des rats CD/Crl:CD (SD). La
substance testée était une formulation
commerciale de I’'E171 qui a été
administrée dans le régime alimentaire.
La génération FO a été exposée a I'E171
par voie alimentaire a des doses de 0,
100, 300 ou 1 000 mg/kg p.c./j pendant
10 semaines avant I’accouplement
jusqu’ausevrage de lagénération F1. La
génération F1 a regu les mémesrégimes
jusqu’au4€ouau 8¢jourapresla
naissancede la génération F2. Le niveau

LPT (Liquid
penetrant
testing) 2020
tel que cité
dans

I’'EFSA 2021a

L’anatasede qualité alimentaire E171-E
(diamétre médian des particules de 99,9+
2,0nm, 50-51 % a I’échelle nanométrique) a
été formulée dans le régime alimentaire.

Aucun effet nocifassocié a la toxicité généralen’a été observé
dans I’étude EOGRT avec E171 a des doses allantjusqu’a
1000 mg/kg p.c. parjour. La dose sans effet nocif observé
(DSENO) est considéréecomme ladose la plus forte testée,
bien que le groupe scientifique sur les additifs alimentaires et
les aromes de I’EFSAait soulevé desincertitudes concernant
I’étendue de I’exposition aux NP de TiOz internes dans
I’ensemble desdosestestées.
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Espéce souche, dose et schéma

Etude .
posologique

Article de test (source)

Résultat

de référence du TiOz dans I’alimentation
variaitde 11 a 31 mgTi/kg
d’alimentation.

Talamini et coll. | Des souris NFRmales (22 par groupe) ont

E171 (35 % nano), anatase. L'E171a été

Le RT-PCR a été utilisé pour examiner leschangements dansles

2019 été traitées avoie orale avec un « administré sansultrasonication ou cytokines pro-inflammatoires IL-1B, TNF-aainsi que la cytokine
excipientou’E171 dispersédans l'eau a désaagglomération pour simuler des anti-inflammatoire IL-10 dans|’estomac, I’intestin et les reins.
une concentration de 5 mg/kgp.c./j, 3 conditions d’utilisation réalistes ». Une augmentation statistiquement significative de I'IL-1f dans
jours/semaine pendant 3 semainesE171 I’estomac et I'intestin a été observée, tout comme des
ou eau; égoutté dans la bouche a I’aide diminutions du TNF-a intestinalet de I'lL-10dans lefoie. Les
d’une pipette. changements sont susceptibles d’étre adaptatifs plutétque

négatifs.

Augmentation statistiquementsignificative des foyers
nécrogéniques dans le foie des souristraitées, mais la
pertinence toxicologique n’a pu étre déterminée (non
accompagné de parameétres supplémentairesindiquant une
lésion hépatique; évaluation histologique effectuéesur
seulement 2 souris du groupe témoin et 4 souris du groupe
expérimental ; ce type de foyers inflammatoires connus pour
étre présents chezlessouristémoins).

Pinget et coll. De cing a six souris C67BI/6JAusb males TiO, (anatase) de qualité alimentaire de All | 1l a été constaté que le TiOz avait un effet mineursurla

2019 ontrecude I’E171 par voie d’eau Color Supplies PTY. Le TiOz a été dispersé composition du microbiote intestinal a ladosela plus élevée
potable a des doses de 0,2, 10 ou dans I’eau potable par ultrasonication testée. Des altérations des métabolites bactériens ont été
50 mg E171/kg p.c./j pendant 4 semaines | (aucun autre détail n’a été fourni). observées a partirde 10 mg/kg p.c./j.

(dose calculée en fonction de

I’absorption d’eau mesurée par cage). Une réduction de la longueur de la crypte du c6lon, une
augmentation des macrophagesdu célon et descellules CD8+
et une augmentation des transcriptions de I’ARNm pour I’IL-10,
le TNF-a et I'IL-6 ont été observées.

Bettini et coll. Des rats malesadultes Wistar ont regu E171: anatase de 118 nm (plage de 20 a Les particulesd’E171 préparées par ultrasonsdans|’eau ne se

2017 de I’eau potable (n =12)ou de I’'E171 a 340 nm). Des dispersions stablesont été sont pas réinjectéesin vivo dansle lumenintestinal. Chezles

une dose de 10 mg/kg p.c./j (n =11)
pendant 100 jours. Dans|’étudede 100
jours, les particulesE171 ont été
administréesseulesou aprésun
prétraitementau1,2-
diméthylhydrarazine (DMH) pour initier
la carcinogénésedu colon.

générées a I'aide du protocole de dispersion
NANOGENOTOX (particules recouvertesde
BSA et dispersées par ultrasons).

animaux exposésa I’E171, une diminution du pourcentage de
cellules Tauxiliaires a été observéedans les plaques de Peyer.
Des déviations de Th1/Th17 ont également été observéesdans
la rate, ce qui indique des effets systémiques. Les
augmentations destaux de TNF-a, d’IL-8 et d’IL-10 dans le
groupe E171 dans les muqueusesdu colon étaientindicatrices
d’une inflammation de faible niveau.

Les souris males BALB/c ont été divisées
en quatre groupes (n =6 par groupe): a)
excipient témoin, b) groupe E171, c)
groupe associé a la colite chimique
(CMA) etd) CAE + E171.L'E171 a été

Urrutia-Ortega
etcoll. 2016

E171, forme cristalline non mentionnée (50
a 600 nm avec une créte maximale de

300 nm). L’E171 a été dispersé dansl’eau
par ultrasonication pendant30 minutes.

L’E171 seul n’a pas été en mesure d’induire la formation de
tumeurs, mais des altérations dysplasiques ont été observées
dans le cOlon distal, avecune améliorationstatistique
significative de la formation de tumeursdansle groupe

CAC+ E171 par rapport au groupe CAC (p < 0,01). Dans le
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Espéce souche, dose et schéma

Etude . Article de test (source) Résultat
posologique
administré 5 jours parsemaine par groupe E171, malgré I’absence de formation de tumeurs, une
gavage oral a une dose de 5 mg/kg p.c./j légere augmentation statistiquementsignificative des
pendant 10 semaines. marqueurs de progression de la tumeur COX2, Ki67 et b-
caténine, et P65 NF-kB a été observée.
Han et coll. Des rats SD (10 par sexe et par groupe) E171 (HOMBITAN® FG; pureté 99,5 %, Des diminutions statistiquement significatives des
2020 ontregu duE171 par gavage oral a des 150 nm, anatase)de Venator Germany concentrations de plasma GM-CSF (environ 30 %) et d’'IgM
doses de 0, 10,100 ou 1 000 mg/kgp.c./j | GmbH. Les suspensionsd’E171 ont été plasmatique (environ 12 % chezles femelles etenviron 9 %
pendant 90 jours. Etude réalisée préparées au moins une fois par semaine en | chezles males)ont été observéesa la dosela plusélevée. lln’y
conformément au LD 408 de I’OCDE. dispersant les particulesdans|’eau distillée | avaitaucune preuve d’'uneréponsea la doseetl’ampleur de
pendant au moins 10 minutes par I’effet était faible comptetenu de la variabilité naturelle de ces
sonication (énergie non précisée), qui ont parametres. Aucun changement dansle poids ou I’histologie
été déclaréesstables pendant 7 jours des organes immunitaires.
lorsqu’elles étaiententreposées dans un
réfrigérateur.
Heo et coll. Etude conforme aux BPL et & I’OCDE NP de TiO2 (AEROXIDE TiO; P25, KRISS Aucune toxicité systémique n’a été observée dans I'une ou
2020 conforme aux LD 407 (28-d) et 408 (90-d) | CRM 301-03-001, anatase/rutile [80/20], I’autre des étudesjusqu’a ladose laplus élevée testée, qui a

études de toxicité orale a doses
répétées. Des rats a DSontregu un
excipient témoin ou des NP de TiOz par
gavage oral a des doses de 250,500 ou
1000 mg/kg p.c./j(n =5 parsexe et par
groupe pour I’étude de 28 jours et 10-15
par sexe et par groupe pour I’étude de
90 jours).

99,9 % ; taille moyenne des particules
primaires comprise entre 14 et 21 nm)
d’Evonik Industries AG (Essen, Allemagne).
Formulé en PBSde 5 mM. Les particules
n’avaient aucune modification de surface et
étaient administrées sousforme
agglomérée/agrégée.

été considérée comme la DSENO. Les auteurs affirment que les
particules n’ont pas été détectéesdanslesorganescibles, bien
qgue la fagon dont cela a été déterminé ne soit pasclaire.La
pertinence de I’article de test pour la caractérisation des
dangers de I’E171 est incertaine.

Mohamed 2015

Des souris males de Swiss Webster (15
par groupe)ont regu de I’eau (témoin)
ou des suspensionsde NP de TiO2 par
gavage oral a des doses de 5,50 ou

500 mg/kg p.c./j pendant 5 jours. Apres
le dosage, les animaux de chaque groupe
ont été sacrifiésa24 h,7jet14]j.

Les NP de TiO; utilisés dans cette étude
étaient un mélange de formes de rutile et
d’anatase achetéesde Sigma. La taille
moyenne des particules a étéestiméea
46,23 a 3,45 nm. Les particules étaient en
suspension par ultrasons (aucun autre
détail).

Ala dose la plus faibletestée, un cedéme sous-muqueux a été
décelé a 24 heures, qui s’est transformé en ulcérations et
finalement en nécroseapres 14 jours.La Direction des aliments
de Santé Canada ne considére pas |’article de test pertinent
pour la caractérisation desdangers du TiOz de qualité
alimentaire.

Lietcoll. 2019

Des souris C57BL/6 males (7 par groupe)
ont regu un excipient par gavage oral a
I’'une des trois préparations de NP de
TiO2 a une dose de 1 mg/kg p.c./j
pendant 7 jours. Les souris ont été
sacrifiées aprés3 ou 7 jours de dosage.

Trois articles de test ont été utilisés:

1. NP deTiO,, anatase, 25 nm;

2. NP deTiO,, anatase, 50 nm;

3. NP deTiO,, anatase, 80 nm. Des
particules ont étéen suspension
dans le PBS par ultrasonation
pendant 30 minutes (puissance
non précisée).

Une étude a permis de déterminer que les particules les plus
petites (25 nm) entrainent desIésions épithéliales du célon et
des altérations de lacompositionmicrobiote intestinale.La
Direction des aliments de Santé Canada ne considére pas
I’article de test pertinent pour la caractérisation des dangers
duTiO; de qualité alimentaire.

Hashem et coll.
2020

Des rats Wistar malesont regu par
gavage oral une dose de 0,5 %
d’hydroxypropylméthyl cellulose
(HPMC), oude TiOz en suspension dans

« E171 » aurait été obtenu de Sigma
(aucune information sur la distribution
granulométrique ou la forme cristalline des
particules). Des suspensions ont été

Alafin dutraitement, le poids corporel des animaux traités
étaitde 25 % inférieur a celui destémoins. Les auteurs
signalent également des altérations hématologiques et
immunologiques, mais étant donné la réduction du poids
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Etude .
posologique

Article de test (source)

Résultat

I’HPMC a des doses de 20 ou 40 mg/kg
p.c./j pendant 90 jours.

préparées quotidiennement, maisaucun
autre détail n’a étéfourni.

corporel, I’allégation selon laquelle I’article de test est E171
n’est pas considérée comme plausible. Sigmatransporte une
variété de particules TiO2 de différentes tailles, maisa la
connaissance de la Direction desaliments de Santé Canada,
elle n’offre pas I'E171.

Yu et coll. 2016 | Des souris CD-1 femelles (ICR) (n =20 par
groupe) ont recu une dose par gavage
oral de 0,5 % d’hydroxypropylméthyl
cellulose (HPMC), ou de TiO2 en
suspension dans|’HPMC a des doses de
2,5,50u 10 mg/kg p.c./j pendant

90 jours.

Les NP de TiO; d’anataseont été préparés
par hydrolyse contrélée de tétrabutoxyde

de titane. La taille moyenne des particules
étaitde 5a 6 nm. Protocole de dispersion

non indiqué.

Une augmentation des cytokines inflammatoires selon ladose
a été observée, tout comme la toxicité cardiaque. Toutefois, la
Direction des aliments de Santé Canada ne considére pas que
I’article de test est pertinentpour la caractérisation des
dangers duTiOz de qualité alimentaire.

Lietcoll. 2018 Les souris males C57BL/6 ont étédivisées | Des NP de rutile ou d’anatase de TiO2 Une accumulation différentielle danslarate,les poumonset
en trois groupes (n =10 par groupe). Les d’Alfa Aesar (Ward Hill, MA, E.-U.) ont été les reins de formes de rutile et d’anatase qui n’était pas
animauxont regu des NP de TiO2 par suspendus dans l’'eau. Le diamétre moyen accompagnée de changements histopathologiques ont été
excipient, une suspension de rutile ou des particulesd’anatase était de 20,13+ observées. Des veffets sur le microbiote intestinal ont été
d’anatase a 100 mg/kg p.c./j par gavage 0,18 nm et le rutile, de 15,91 £0,05 nm. observés, en particulier avec laforme de rutile, et une
oral pendant 28 jours. augmentation importante de lalongueur de Iésion pulmonaire

Particules caractérisées par DRX, SEM et induite par le ventilateur et de la disposition irréguliére des
DLA. Les potentiels et les tailles des zétas cellules épithéliales des villosités a été observée chezles

ont également été déterminésdans animaux exposésau rutile de TiOz. Aucun parametre
différentes conditions. immunologique autre que I’histopathologie de laraten’a été
Dans du liquide gastrique simulé etdu inclus. La Direction des aliments de Santé Canada ne considere
liquide intestinal simulé, les particules pas I'article de test pertinentpour la caractérisation des
étaient agrégées(anatase : 135 nm, dangers du TiOz de qualité alimentaire.

420 nm; rutile : 148 nm, 360 nm,

respectivement).

Chen et coll. Des rats a DS (5 par sexe et par groupe) Anatase de NP de TiOz de Shanghai Aladdin | Les auteurs ontrapporté des résultats histopathologiques dans

2015 ontregu des suspensions de NP de TiO2 Reagent Co. Ltd, Chine. La taille moyenne le foie a la dose la plus élevée, maisaucun changementdans
(0,2, 10 ou 50 mg/kg p.c./j), de glucose des NP de TiO, étaitde 24 £5 nm. Les les aminotransférants (ALT, AST) qui indiquerait desdommages
(1,8 g/kg p.c./j)oude NP de TiO2 + particules ont étéen suspensiondansl’eau | aufoie.La dose de 50 mg/kgp.c./j peut donc étre considérée
glucose aux mémes doses par gavage oul’eauavecdu glucose par ultrasonication | comme une DSENO, bien que la Direction des aliments de
oral pendant 30 (sacrifice dans I'intérim) | pendant 15 minutes (aucun autre détailn’a | Santé Canada ne considere pas I’article de test pertinent pour
ou 90 jours. été fourni). la caractérisation des dangers du TiO2 de qualité alimentaire.

Grissa et coll. Des rats Wistar males (8 par groupe)ont | Anatase NP de TiO, d’AZ tech (Italie);la L’histopathologie du cerveau a été observée a des doses

2020 été regu par gavage oral un excipient taille moyenne des particules était de 8,5+ moyennes et élevées. Les activités de superoxyde dismutase et

témoin ou des NP de TiO; a des doses de
50, 100 ou 200 mg/kg p.c./j 5
jours/semaine pendant 8 semaines.

3,5. Les particules ont étédispersées par

bain a ultrasons pendant30 minutes (aucun

autre détail n’est précisé).

de tomodensitogramme ont diminué considérablementa
toutes les doseset a d’autres marqueurs du stress oxydatif aux
doses moyennes et élevées. La Direction des aliments de Santé
Canada ne considére pas|’article de test pertinent pourla
caractérisation des dangers du TiO; de qualité alimentaire.
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Annexe J — Résumé des études sur les effets du TiO2 sur le microbiote de l'intestin (liste non exhaustive)

Tableau 12. Résumé des résultats des essais des études sur le microbiote de I'intestin par voie orale.

Espéce souche, doses et schéma

Etude A Article de test (source) Résultat
posologique
Caoet 6 souris C57BL méles de 6 semaines (n =15 par | Deux articlesde test : Aucune toxicité généralen’a été observée chezdes souris
coll. sous-groupe); exposition par voie alimentaire ; 1. E171,anatase, taille moyennede obéses ou non nourries a I’'E171 (effets indésirables potentiels
2020 souris divisées en 2 groupes : alimentation 111,9 nm (plage de 20 a 230) avec des NP de TiO2 dans le foie et les reins).
faible en gras (10 % kcal en gras) et 44 % de nano, source : Precheza
alimentation riche en gras (60 % kcal en gras). Inc. (République tcheque) Les NP E171 et TiO2 ont modifié la composition du microbiote
Ces deux groupes ont été divisésen trois sous- dans I'intestin des sourisobéses etnon obéses par rapport aux
groupes de 15 chacun : régime témoin, régime 2. NP deTiOy, anatase, taille témoins (augmentation de Firmicutes phylum et diminution de
contenant des NP de TiO2 et régime contenant moyenne 32,7 nm (plage de 10 a Bacteroidetes phylum et de Bifidobacterium et de Lactobacillus
I’E171; les souris ont été exposées a un régime 90 nm), source : USResearch genera). Les effets étaient plus prononcéschezles souris
contenant0,1 % de TiO2 en poids pendant Nanomaterial Inc. (Houston, Texas, | obéses que chezles souris non obeses etchezles souris obeses
8 semaines, puissacrifiées. E.-U.) nourries aux NP de TiOz que chezles souris ayant recu de
I"'E171.
Les deux articles de test ont réduit les concentrations d’acide
gras a chaine courte dansla colonne vertébrale.
Les deux articles de test ont augmentéle nombre de cellules
immunitaires pro-inflammatoires et de cytokinesdans la
muqueuse du célon (ce qui suggére un état inflammatoire),
mais la réponse immunitaire était plus forte chezles souris
exposées aux NP de TiOy. Les effets sont également plus
prononcés chezles sourisayantun régime riche en gras(c.-a-d.
les souris obéses).
Liet Souris C57BL/6 méales de 8 semaines (28 par Trois articles de test : L’exposition orale a court termeaux NP de TiO2 (25 nm) a une
coll. groupe); traitées par gavage oral pendant 3 ou 1. NP deTiOy anatase, 25 nm; dose de 1 mg/kg p.c./j pendant 7 jours a entrainéune lésion
(2019) 7 jours ; NP de TiO2 en suspension dans le PBS; Source : Shanghai Naiou épithélialedu colon, une réduction des niveaux d’expression
rats divisés en 4 groupesde 28 : témoins ou NP Nanotechnology Co., Ltd., Chine des protéines de jonction serrée et une réductionde
de TiO2 (25 nm), NP de TiO2 (50 nm), NP de TiO2 I’épaisseur de la « couchede mucus luminal ».
(80 nm) a une dose de 1 mg/kg p.c./j 2. NP deTiO,, anatase, 50 nm;
Source : Shanghai Naiou Ce phénomene a été associé aune altération de lacomposition
Nanotechnology Co., Ltd., Chine du microbiote intestinal, avec une réduction du nombre de
Bifidobacterium par rapportaux témoins.
3. NP deTiOy anatase, 80 nm;
Source : Shanghai Naiou
Nanotechnology Co., Ltd., Chine
Pinget Souris C67BL/6JAusb males (5-6 par groupe); E171, anatase, 30-300 nm Les populations microbiennes ont été examinées dansdes
etcoll. exposition par I’eau potable pendant Source : PTY All Color Supplies. Le TiO2 a été échantillons de matiéresfécalesou de I'intestin gréle au moyen
(2019) 4 semaines a desdosesde 0, 2,10, 50 mg/kg dispersé dans|’eau potable par duséquencage de I’ARNr 16S.

p.c./j (dose calculée en fonction de I’absorption
d’eau mesurée par cage).

ultrasonication (aucun autre détail n’a été

fourni).
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Espéce souche, doses et schéma

Etude . Article de test (source) Résultat
posologique
L’expositiona I’E171a eu un impact minime sur leur
composition en microbioteintestinale, mais elle a modifié la
libération de métabolites bactériens.
Talbot Des rats malesadultes Wistar (n =8 par L’E171 a été obtenu auprés d’un fournisseur | Ala fin des périodes d’exposition, lesratsont été sacrifiés et le
etcoll. | groupe) ontreguune dose quotidienned’E171 | commercial frangais de colorant alimentaire | contenucéphaliquea été recueilli pour I’analyse des acides
(2018) par gavage intragastrique (10 mg/kg p.c./j) (le méme lot que celui utilisé dans|’étude de | gras a chaine courte. Deséchantillonsde tissusde I'intestin
pendant 7 jours. Dans une deuxiéme Bettini et coll. 2017). Les particules étaient gréle et du cOlon distal ont été prélevés pour détecter la
expérience, des rats (n =10 par groupe)ont été | disperséespar ultrasonication dans I'eau et mucine O-glycosylation. Les auteursn’ont signaléaucun
exposés a I’E171 par I’eau potable a des doses | 0,05 % de BSA selon le protocole changement dans la production microbienne d’acidesgras a
de 0, 0,1 0u 10 mg/kg p.c./j pendant 60 jours. NANOGENOTOX. chaine courte ou dans lesmodéles de mucine O-glycosylation
intestinale aprés I’'uneou I’autre des périodes d’exposition, ce
qui suggere I’absence de déficience de la barriére muqueuse.
Waller Modele in vitro de réacteur du célon humain ; Deux articlesde test : Inhibition du déplacement naturel prévu de la composition
etcoll. conditions expérimentales, y comprisle 1. LeTiO: disponible sur le marché, microbienne de Proteobacteria a Firmicutes phyla (observé
(2017) controle, les cing échantillonsde TiO2 de acquis de I’Arizona State University | pendantles conditions témoins)en présencede TiO2 industriel
qualité alimentaire etl’échantillon de TiO2 de et qui représente une forme et de « qualité alimentaire » (effet important avec TiOz de
qualité industrielle ; les essaisont duré cing probablement conforme a celle qualité alimentaire).
jours et chaque condition a été effectuéeen utilisée danslesaliments, 122 +
trois exemplaires ; ladose administrée 22 nm (MET utilisée), a été Le TiOz industriel et « de qualité alimentaire » a entrainé une
équivalaita environ 0,33 0,7 mg/kgp.c./j recouvert de phosphate baisse du pH du cdlon (<5) parrapport au groupe témoin (>5)
(d’apres les estimations publiées inorganique, d’anatase a 98 %, de (la plus forte réduction observéeavec le TiO, de qualité
précédemment de I’exposition au TiO; pour les rutile a 2 %. alimentaire).
adultes qui consomment un régime
occidental); les particules ont été dispersées 2. TiOz de qualité industrielle ; taille L’exposition au TiOz industriel ou de « qualité alimentaire »
par ultrasonication avant d’étre introduites nominale de 21 nm, 100 % des peut avoir des effets minimessur la stabilité microbienne.
dans les milieux. particules danslaplage
nanométrique ; aucunrevétement | Les auteurs concluent que lespropriétésphysiqueset
de surface ; mélange d’anatase a chimiques inhérentesau TiOz industriel et de « qualité
75 % et de rutile a 25 % (Aeroxide® | alimentaire » peuvent produire des réponses microbiennes
P25, Evonik Degussa). différentes.
Yanet Souris ICR males (8 par groupe) ; traitées par Deux articlesde test : Les tissus du colon ont étéisolés dans des conditions
coll. gavage oral pendant 28 jours ; articles de test 1. NP deTiOy anatase, 20 nm aseptiquesetle contenua été excisé pour I’analyse de
(2020) ensuspension dansdu soluté physiologique par | Source : Shanghailianghu Co. Ltd, Chine I’ARNr 16S.
sonication ; sourisdivisées en 7 groupes de 8 :
10, 40 ou 160 mg/kg p.c./j (TiO 2250 nm) ou 10, 2. TiOy, anatase, 250 nm Source : L’exposition au TiO2 ou aux NP du TiOz a entrainé des
40 ou 160 mg/kg p.c./j (NP de TiO2 25 nm) ou Shanghai Jianghu Co. Ltd, Chine changements dans lacompositiondu microbioteintestinal, en
témoins (saline) particulier le microbiote associé au mucus.
Zhang Trente souris C57BL/6) males ont été traitées Des NP de TiO2 de 21 nm de particules Les parametres examinés comprenaient |I’histopathologie de
et coll. soit avec un excipient témoin, soit avec primaires ont été achetésde Sigma Aldrich I'intestin gréle et du cerveau, les effets sur le microbiote
(2020) 150 mg/kg p.c. de NP de TiO, pendant 30 jours. | Chemical Co. intestinal (séquencage génétique de I’ARNr 16S bactérien
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Espéce souche, doses et schéma

Etude . Article de test (source) Résultat
posologique

Les particulesont été dispersées par fécale), la transcriptomique du cortex intestinal et cérébral,
ultrasonication dans 2 % de sérum de souris ainsi que l'activité locomotrice, I’apprentissage spatial et la
inactivé a la chaleur et les témoins ont été mémoire. Aucune lésion histopathologique n’a été observée,
dosés avec un excipient ultrasonique. Taille des bien que des changements significatifs dansla richesse etla
groupes non indiquée, mais vraisemblablement régularité de la composition microbienne intestinaleaient été
n=15. observés dans le groupe traitéau TiO2. Ces changements

étaient accompagnés de changements dans les marqueurs
intestinaux de I’activité sérotoninergique, bien que les
cytokines inflammatoires n’aient pas ététouchées. Lorsd’un
test en champ ouvert, I’activité au centre du champ, une
mesure du comportement anxieux, a étéréduitedansle
groupe traité au TiO2, bien que I'apprentissage spatial et la
mémoire n’aient pas été affectés.
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Annexe K — Etude élargie de la toxicité pour la reproduction sur une génération avec des paramétres supplémentaires (LPT
2020 tel que cité dans I'EFSA 2021 a)

Tableau 13. Résumé des résultats des essais de I'étude élargie de toxicité pour la reproduction sur une génération (EOGRT) avec des parametres
supplémentaires pour les foyers de crypte aberrantes (FCA), la neurotoxicité et I'immunotoxicité.

Espéce souche
(taille du groupe)

Article de test, doses et schéma
posologique

Résultat

Rats males et femelles
(CD/Crl:CD[DS])

FO (20 parsexe par
groupe)

Satellite FO—FCA
évalués

(30 par sexe par
groupe)

F1-1A —cohorte de la
toxicité pourla
reproduction et le
développement

(20 par sexe par
groupe)

F1-1B —cohorte de la
toxicité pourla
reproduction et le
développement

(20 parsexe par
groupe)

F1-2A —cohorte de
neurotoxicité pourle
développement

(10 par sexe par
groupe)

F1-2B —cohorte de
neurotoxicité pourle
développement

(10 par sexe par
groupe)

Le E171-E (anatase)a été formulé
dans le régime. La forme primitive
de E171-E avait un diamétre médian
de particule de 99,9 £2,0 nm avec
50-51 % de particules <100 nm.
Dans les préparations pour régime
alimentaire, le diameétre médian
variaitde 109,2+1,43113,7+4,9
nmetenviron31a43 %de
particules <100 nm.

Exposition par voie alimentaire chez
la génération FO pendant

10 semaines avant I’accouplement
jusqu’au sevrage de lagénération
F1; la génération FO est diviséeen
4 groupes de 20 parsexe : 0, 100,
300 et 1000 mg/kg p.c./j

Exposition par voie alimentaire de la
génération F1 a partirdu sevrage
jusqu’au 4€jour aprés lanaissance
ouau 8¢jourapres la naissance de la
génération F2;

Exposition par le lait de la
génération F2 jusqu’au 4¢€jour apres
la naissance ou au 8¢jourapres la
naissance (c.-a-d. jusqu’ala fin de
I’étude);

La durée du dosage dépend du
parameétre étudié, avec une durée
de traitementallant jusqu’a

18 semaines

Etude réalisée conformément a la LD 443 de I’OCDE.

Exposition interne (FO, F1-1A, F1-1B, F2)

L’alimentation de base contenait une quantité de Ti équivalentea environ 1,4 mgde TiOz/kgp.c./jetily
avait des concentrations mesurablesvariables de Ti dans le sang et I'urine d’anima ux témoinsallantde
0,008 a 0,046 pg/l (sang)et de 0,010 a 0,036 pg/g (urine);

Les concentrations de Ti dans lesangdesratons F2 sont supérieures aux concentrations de référence (dose-
dépendante) a des dosesde 300 mg/kg p.c./j, ce quiindique une exposition par le placenta et peut-étre par
le lait; cela indique égalementque lesmeres F1 avaient absorbé au moins une petite fraction de Ti de leur
alimentation (Iégére augmentation de Ti dans lesangdansla cohorte FO dans le groupe de 1 000 mg/kg
p.c./j, mais pas du F1-1Aou F1-1B).

Cependant, les concentrations de Ti dans le sang peuventavoir été élevées chezles ratons F2 enraison de
I'inhalation d’E171 dansla poussiére d’aliments en poudre ou d’une excrétionfécalelimitée.

Les concentrations de Ti dans I’urine sont faibles chezles ratons F2 sans augmentation claireavecla dose,
tandis que les concentrations de Ti dans I’urine des générations FO et F1 peuvent avoir été contaminées par
des Ti dans les matieres fécales ce qui est donc difficile a interpréter.

Observation clinigue, poids corporel, apport alimentaire (FO, F1-1A, F1-1B, F1-2A, F1-2B)
Aucune mortalité ni aucun effet lié au traitementn’ont été signalés a quelque dose que ce soit pour une
génération.

Hématologie, biochimie clinique, analyse d’urine (FO, F1-1A)
Aucun effetlié autraitementn’a été signalé a quelque dose que ce soit pour quelque génération que ce
soit.

Hormones thyroidiennes (FO, satellite FO, ratons F1, F1-1A)
Aucun effet lié au traitementn’a été signalé a quelque dose que ce soit pour quelque génération que ce
soit.

Hormones sexuelles (FO, satellite FO, F1-1A, F1-1B, F1-2A, F1-2B)
Aucun effetlié autraitementn’a été signalé a quelque dose que ce soit pour quelque génération que ce
soit.
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posologique

Résultat

F1-3 —cohorte
d’immunotoxicité
pourle
développement
(10 par sexe par
groupe)

Concentration ajustée
hebdomadairementen utilisant les
valeurs de consommation
alimentairedes semaines
précédentes pour maintenir un
niveau de dose constantpar rapport
au poids corporel.

Dose d’E171-Edéclarée en mg/kg
p.c./j pour chaque semaine d’essai
calculée en fonction de la
consommation relative d’alimentset
de la concentration nominale
d’E171-E utilisée au coursdes
semaines précédentes.

Les analysesdu régime alimentaire
de base ont révélé de faibles niveaux
de fond de Tiallantde 11a 31 mg
Ti/kg de régime (moyenne : 17 mg
Ti/kg de régime), ce qui a été estimé
par le panel FAF de I'EFSA (2021a)
comme équivalent a une dose
d'environ 1,4 mgTiOy/kg pc/jour.

Pathologie (FO, F1-1A, F1-2A, F1-2B)

Tous les animaux ont survécu jusqu’al’autopsie prévue.

Aucun effet lié au traitementsur la pathologie globale ou I’histopathologie (y compris un examen
neurohistopathologique qualitatif et quantitatif de F1-2A et de F1-2B).

Foyers de crypte aberrantes (satellite FO 10 par sexe par groupe)
L’étude ne comprenait pas de groupe témoin positif pour le développementde FCA (c.- a- d. traitement
avec uninitiateur connu de latumeur de lavoie gastro-intestinale, comme le DMH).

Aucun FCA n’a été décelé danslescblonsdes animaux pour tous les groupes de doses.

Toxicité pour la reproduction (FO, F1-1A [males], F1-1B [femelles])
Aucun effetlié au traitementsur la fonctionsexuelle ou la fertilité chezles males ou les femelles

Toxicité pour le développement (FO, F1, F2)

Aucune perte prénatale ou postnataleliée au traitement observée chezles générations FO ou F1, aucune
anomalie externeouinterne détectée chezles ratons F1 ou F2 a la fin du traitement, et aucun effet lié au
traitement surla croissance ou le développement sexuelchezles générations F1 ou F2.

Neurotoxicité pour le développement (F1-2A)
Aucun effet lié au traitementsur les paramétres neurofonctionnels a quelque dose que ce soit.

Immunotoxicité développementale

Pour le test KLH (F1-3, satellite F1 10 par sexe par groupe) :

Dans la cohorte F1-3, une diminutionlégére, mais statistiquement significative, du niveau d’IgM propre a
I’antigéne a été mesuréea la dosela plus élevée testée (1 000 mg/kg p.c./j) chezles males seulement (9 %)
et sans relation dose-réponseapparente.

Les animaux satellites de F1 (10 par sexe, 55 jour aprésla naissance) ont agi comme témoins positifs
(traités au cyclophosphamide) pour le test KLH, mais le test n’a pas été effectué en méme temps que la
cohorte F1-3 et a un age différent de la cohorte F1-3 (87-96 jours apres lanaissance). Par conséquent, le
controle positif n’a pas été considéré comme valide par le groupe scientifique sur les additifs alimentaireset
les aromes de I’EFSA (2021a), bien que la Direction des aliments de Santé Canada ait considéré qu’il
s’agissait d’'une lacunerelativement légere ; aucun autre controle n’a été inclus.

Autres parametres immunitaires (F1-1A; F1-3) :

Aucune différence liée au traitementdans le poids ou I’histopathologie de la rate, du thymus, des ganglions
lymphatiques, de I’histopathologie de la moelle osseuse, de la numération des globules blanc périphérique
total et différentiel et de ladistribution des sous-populations de lymphocytes spléniques en F1-1A, mais les
observations isolées dans cette cohorte ne sont pas suffisantes pour conclure a une immunotoxicité
potentielle.
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Résultat

Aucune différence liée au traitementdans ladistribution de la sous-population de lymphocytes spléniques

n’a été observée dansla cohorte F1-3.
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