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Avant-Propos 

Ce projet de thèse a pour objectif d’évaluer, par une caractérisation multi-échelle, les 

conséquences d’une exposition orale à deux produits commerciaux d’argent colloïdal sur la 

sphère intestinale, en condition de fonction barrière digestive intègre puis fragilisée par 

l’application d’un stress psychologique. Ce travail, ayant bénéficié d’un co-financement 

INRAE AlimH/Région Occitanie, s’inscrit au cœur du projet inter-départements INRAE 

AlimH/TRANSFORM/MICA « Exposition orale à l’argent des additifs et compléments 

alimentaires : transformations physico-chimiques et conséquences sur le mucus dans son 

dialogue avec le microbiote intestinal en condition de stress chronique (NanoStress) » (2018-

2019), faisant intervenir différents partenaires académiques aux expertises multidisciplinaires.  

Mon travail au sein de Toxalim dans l’équipe Neuro-Gastroentérologie et Nutrition s’est 

principalement centré sur l’évaluation de la toxicité de deux produits d’argent colloïdal sur des 

modèles in vitro et in vivo sur modèle murin, faisant appel à un large spectre d’analyses en 

biologie cellulaire et physiologie digestive pour évaluer de nombreux paramètres fonctionnels 

de la barrière intestinale : cytotoxicité, perméabilité intestinale, mucus, inflammation 

intestinale, ainsi que génotoxicité, grâce à la collaboration avec Julien Vignard et Gladys Mirey 

de l’équipe Génotoxicité & Signalisation. L’étude physico-chimique de l’argent dans les deux 

produits d’intérêt a été menée par l’expertise conjointe de l’Unité Biopolymères Interactions 

Assemblages de l’INRAE de Nantes (BIA - Marie-Hélène Ropers) et de l’Institut des Matériaux 

Jean Rouxel de Nantes (IMN - Hélène Terrisse). J’ai ainsi pu effectuer un séjour d’une semaine 

en avril 2018 dans ces deux laboratoires pour m’initier aux techniques analytiques et réaliser 

les premiers essais de caractérisation. Mon travail a également bénéficié de la forte expertise 

en imagerie à haute résolution du Centre de Microscopie Electronique Appliquée à la Biologie 

de Toulouse (CMEAB - Isabelle Fourquaux), du Synchrotron SOLEIL à Gif-sur-Yvette (ligne 

de lumière LUCIA – Camille Rivard) et du Luxembourg Institute of Science and Technology 

(LIST - Charlotte Stoffels, Sébastien Cambier, Jean-Nicolas Audinot). 

Une étude plus approfondie de la fonction barrière intestinale après exposition à l’argent 

colloïdal a pu être réalisée grâce à l’Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle de 

Villeneuve d’Ascq (UGSF - Catherine Robbe-Masselot) sur l’analyse des sucres du mucus (ou 

O-glycobiome) et à l’Institut Micalis de Jouy en Josas pour l’analyse des microbiotes bactérien 

(Emmanuelle Maguin) et fongique (Mathias Lavie-Richard). 
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De plus, ce projet de thèse a ouvert de nouvelles collaborations pour des innovations 

technologiques, telles que celle réalisée avec l’Ecole d'Ingénieurs de PURPAN de Toulouse 

(Cécile Levasseur) pour l’analyse des organes, contenus et tissus intestinaux après exposition 

en spectroscopie proche infrarouge.  

Le présent manuscrit traduit mon implication dans un travail collaboratif qui, grâce à 

l’ensemble des partenaires et à sa multidisciplinarité, a pu aboutir à des avancées scientifiques 

originales et à leur valorisation.  
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Résumé 

L’argent colloïdal, défini comme une suspension de particules d’argent, majoritairement 

de taille nanométrique (<100 nm), dans un liquide, est une catégorie de produits disponibles 

dans le commerce et vendu pour les bienfaits annoncés pour la peau mais également pour une 

meilleure santé digestive. En effet, il est connu pour ses propriétés antimicrobiennes, 

spécifiques à l’argent sous forme de nanoparticules (AgNP) et/ou sous forme ionique (Ag+), via 

des mécanismes tels que la déstabilisation de la membrane cellulaire ou encore la production 

d’espèces réactives de l’oxygène. L’intérêt des nanoparticules réside dans les propriétés 

mécaniques, physico-chimiques ou biologiques uniques que leur confèrent leurs dimensions 

réduites. Toutefois, les dangers liés à l’usage de l’argent colloïdal pour l’organisme sont encore 

peu documentés et représentent une inquiétude croissante en santé publique. 

Les données sur l’ingestion d’argent colloïdal et son impact sur la fonction barrière de 

l’intestin, première surface d’exposition par voie orale, sont manquantes. À ce jour, les études 

menées sur les effets de l’argent ionique (sous forme AgNO3 principalement) ou 

nanoparticulaire (nanoparticules modèles synthétisées en conditions de laboratoire) sur 

l’épithélium, le mucus et le microbiote intestinal sont parcellaires, parfois contradictoires, et ne 

prennent pas en considération les interrelations entre ces différents acteurs. Par ailleurs, les 

études de la littérature ont systématiquement été réalisées en condition de fonction barrière de 

l’intestin intègre. Or, une condition de barrière fragilisée, provoquée notamment par un stress 

psychologique chronique, peut être retrouvée pour une partie de la population générale. Ces 

personnes peuvent être d’autant plus sensibles aux bénéfices santé annoncés sur le bien-être 

intestinal.  

Nos travaux portent, pour la première fois, sur l’évaluation des conséquences d’une 

exposition répétée à deux produits d’argent colloïdal disponibles sur le marché à des doses 

« réalistes », tant sur des modèles cellulaires in vitro mimant l’épithélium intestinal (avec ou 

sans production de mucus), qu’in vivo lors d’une exposition orale sub-chronique de 28 jours 

chez la souris mâle adulte en condition de fonction barrière intestinale intègre ou fragilisée par 

l’induction d’un stress psychologique chronique. Une composition distincte entre les deux 

produits a été mise en évidence en termes de proportion entre les formes AgNP et Ag+, 

conduisant à des différences de toxicité observées à la fois in vitro et in vivo. Ces travaux 

montrent, pour la première fois, les effets sur la fonction barrière intestinale de produits 
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commercialisés et directement consommés par l’Homme au cours d’une exposition répétée, 

soulignant l’importance de considérer la composition exacte de ces produits et la nécessité de 

prendre en compte l’action conjointe du stress chimique et du stress psychologique.  
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Abstract 

Colloidal silver is defined as a suspension of silver particles in a liquid, mostly in 

nanometric size (<100 nm). It can be found in various commercially available products sold for 

the advertised benefits for the skin but also for a better digestive health. Indeed, silver is well-

known for its antimicrobial properties, in the form of nanoparticles (AgNPs) and/or ions (Ag+), 

via mechanisms such as the destabilization of the cell membrane or the production of reactive 

oxygen species. The interest of nanoparticles lies in their unique mechanical, physicochemical 

or biological properties, conferred by their nano-sized dimensions. However, the risks 

associated with the use of colloidal silver in human health are still poorly documented and 

represent a growing concern for the general population. 

Data on the ingestion of colloidal silver and its impact on the intestinal barrier function, 

as the first orally exposed surface, are lacking. To date, studies on the effects of Ag+ (mainly 

AgNO3) or AgNPs (model nanoparticles synthesized under laboratory conditions) on the 

epithelium, mucus and gut microbiota are sparse, sometimes contradictory, and do not take into 

account the interactions between these different protagonists of the gut barrier. Furthermore, 

studies in the literature have been carried out under conditions of intact gut barrier. However, 

an impaired intestinal barrier function, induced in particular by chronic psychological stress, 

may be a characteristic of a part of the general population. Such people may be all the more 

sensitive to the health benefits, and particularly gut health, claimed with the use of colloidal 

silver.  

Our work focuses, for the first time, on the gut toxicity of two commercially available 

colloidal silver products after repeated oral exposure at “realistic” doses. We considered both 

in vitro cell models, mimicking the intestinal epithelium with or without mucus secretion, and 

in vivo models during a 28-day sub-chronic oral exposure in adult male mice characterized by 

an intact intestinal barrier function, or impaired by chronic psychological stress. A distinct 

composition between the two products was demonstrated in terms of the AgNPs/Ag+ 

proportion, leading to differences in toxicity observed both in vitro and in vivo. This work has 

shown for the first time the impact of colloidal silver products, available on the market and 

directly consumed by humans, on the intestinal barrier function during repeated exposure. It 

also underlines the importance of considering the exact composition of these products and the 

need to assess the combined effects of chemical and psychological stressors.  
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Partie 1 -  Nanomatériaux et nanoparticules d’argent 

1. Généralités sur les nanomatériaux  

1.1. Définition 

A l’heure actuelle, il n'existe pas de définition unique acceptée au niveau international 

pour les nanomatériaux (NM) (Boverhof et al., 2015). Dans le cadre d’une recommandation, la 

Commission Européenne a proposé en octobre 2011 la définition d’un NM comme étant « un 

matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous 

forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules, dans la 

répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 

1 et 100 nm », précisant que « lorsque cela se justifie pour des raisons tenant à la protection de 

l’environnement, à la santé publique, à la sécurité ou à la compétitivité, le seuil de 50 % fixé 

pour la répartition numérique par taille peut être remplacé par un seuil compris entre 1 % et 50 

% ». De plus, la Commission Européenne intègre à cette définition tout matériau présentant 

« une surface spécifique en volume supérieure à 60 m2/cm3 » (Potočnik, 2011). Outre-

Atlantique, l’administration américaine Food and Drug Administration (FDA) définit 

également les NM comme « des matériaux qui ont au moins une dimension dans la plage 

d'environ 1 à 100 nm et qui présentent des propriétés dépendantes de la dimension » (FDA, 

2011). Ainsi, les risques liés à l’utilisation des NM pour l’environnement et pour la santé 

humaine sont directement liés à leurs dimensions géométriques. Certaines propriétés 

spécifiques peuvent cependant apparaître pour des dimensions supérieures à 100 nm et, dans ce 

sens, l’administration britannique a porté la limite supérieure pour les NM à 200 nm (Haskel et 

al., 2010). 

1.2. Classification des nanomatériaux 

Les NM produits par l’Homme correspondent à une très grande diversité d’objets qui 

peuvent être classifiés en fonction de leur composition ou de leur forme. 

1.2.1. Classification selon leur forme 

La forme est un paramètre important pour la caractérisation des NM (Figure 1) : 
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• Les nanoparticules : ce terme désigne des nano-objets dont les trois dimensions se 

situent à l’échelle nanométrique et inclut des nanoparticules métalliques telles que 

l’argent (AgNP), le fer, le dioxyde de titane (TiO2), etc. 

• Les nanofibres et nanotubes : deux dimensions sont à l’échelle nanométrique et la 

troisième dimension est significativement supérieure à 100 nm (nanotubes de carbone, 

nanofibres de polyester, nanotubes de nitrure de bore, etc.).  

• Les nano-feuillets : une dimension caractéristique de l’objet se situe à l’échelle 

nanométrique et les deux autres dimensions sont significativement supérieures à 100 

nm (nano-feuillets d’argile, etc.) 

 

Figure 1 : classification des nanomatériaux selon leur forme  

(Krug et Wick, 2011) 

 

1.2.2. Classification selon leur composition 

Les NM peuvent également être classifiés en fonction de leur composition (Figure 2) : 

• Les NM inorganiques : ils incluent les argiles, les NM carbonés (graphènes, fullerènes, 

nanotubes de carbone) et également les métaux tels que l’argent (Ag), l’or (Au) et les 

oxydes métalliques comme le dioxyde de titane (TiO2) ou l’oxyde de zinc (ZnO).  

• Les NM organiques : ils incluent l’ensemble des formes organiques telles que les 

micelles ou les liposomes. Ils peuvent être notamment utilisés en tant que vecteurs pour 

des principes actifs dans le secteur pharmaceutique et médical (Peters et al., 2011).  
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• Les NM combinés : ils correspondent principalement à des NM inorganiques dont la 

surface a été modifiée avec une matrice organique afin de favoriser, par exemple, la 

dispersion dans un milieu ou la biodisponibilité d’un principe actif (Kango et al., 2013). 

 

Figure 2 : les différentes compositions des nanomatériaux 

(Peters et al., 2014) 

 

1.3. Les nanoparticules métalliques  

Fin 2019, ce sont plus de 1800 produits nanofacturés qui étaient répertoriés dans le 

Nanotechnology Consumer Products Inventory1. Pour les produits nanofacturés dont la 

composition est connue, les nanoparticules métalliques représenteraient la plus grande part des 

NM dans les produits disponibles sur le marché (Aitken et al., 2006; Vance et al., 2015) (Figure 

3). 

 

Figure 3 : nombre de produits contenant des nanomatériaux sur le marché en fonction de leur composition.  

(Vance et al., 2015) 

 

1 www.nanotechproject.org/consumerproducts, rapport consulté en décembre 2019 
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L’intérêt croissant porté aux nanoparticules métalliques réside dans les propriétés 

uniques conférées par leur taille. En effet, à la dimension nanométrique, l’augmentation du 

rapport surface/volume conduit à un nombre de molécules en surface plus important, modifiant 

leurs propriétés et leur réactivité (Figure 4). Ainsi l’or, inerte sous sa forme macrométrique, est 

un excellent conducteur électrique sous sa forme nanométrique (Huang et al., 2003). À cette 

dimension, les propriétés optiques sont modifiées ce qui confère, par exemple, la couleur 

blanche au TiO2 (Chen and Mao, 2007). De plus, l’augmentation du nombre d’atomes en 

surface favorise les interactions avec l’environnement proche, donnant au cuivre, au zinc et plus 

particulièrement à l’argent des propriétés antibactériennes (Hajipour et al., 2012; Vidic, 2013).  

 

Figure 4 : pourcentage de molécules en surface en fonction du diamètre des particules. Le nombre de molécules 

en surface augmente de façon exponentielle lorsque le diamètre des particules diminue à moins de 100 nm, 

modifiant les propriétés physico-chimiques et biologiques de celles-ci. 

(Oberdörster et al., 2005) 

 

Aujourd’hui, les applications des nanoparticules métalliques sont vastes et concernent 

de nombreux secteurs industriels tels que l’électronique, la construction, l’aéronautique, 

l’agroalimentaire ou la médecine (Figure 5). 
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Figure 5 : domaines d'application des nanoparticules métalliques (les applications indiquées ne sont pas 

exhaustives). 

(D’après Iavicoli et al., 2018) 
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Les nanoparticules métalliques de dioxyde de titane, dioxyde de silicium et oxyde de 

zinc représentent les productions les plus importantes dans le monde. À titre d’exemple, en 

2015, la production de TiO2 est estimée entre 60 000 et 150 000 tonnes (Janković and Plata, 

2019; Pulit-Prociak and Banach, 2016) (Figure 6). Avec une production annuelle plus faible, 

estimée entre 135 et 420 tonnes, les AgNP sont pourtant présentes dans une large gamme de 

produits sur le marché (Figure 7A), en particulier dans les secteurs médical et agro-alimentaire. 

De plus, les prévisions de production des AgNP jusqu’en 2025 indiquent une croissance 

mondiale continue, quel que soit le scénario envisagé (« pessimiste » ou « optimiste » ; Vance 

et al., 2015) (Figure 7B). 

 

Figure 6 : estimation de la production annuelle de différentes nanoparticules métalliques sur l’année 2015. Les 

volumes de production sont indiqués en échelle logarithmique.  

(Adapté de Janković and Plata, 2019) 

 

Figure 7 : nombre de produits contenant différentes nanoparticules métalliques (A) et estimation de la 

production annuelle mondiale des nanoparticules d’argent jusqu’à l’année 2025 (B).  

(Pulit-Prociak and Banach, 2016; Vance et al., 2015)  
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2. Les nanoparticules d’argent  

2.1. Synthèse des nanoparticules d’argent  

Les AgNP peuvent être produites par diverses approches détaillées par Iravani et al. 

(2014). On distingue ainsi deux types d’approche : l’approche descendante (“top-down”) et 

l’approche ascendante (“bottom-up”). 

2.1.1. L’approche descendante 

L’approche dite « descendante » consiste à former des nanoparticules à partir des formes 

micro- ou macro-métriques principalement par action physique ou mécanique. La synthèse par 

action mécanique (formation de poudre par forte compression et/ou distorsion mécanique) est 

particulièrement utilisée en industrie pour les nanoparticules nécessitant d’importantes 

quantités à produire, comme pour le titane ou la silice, mais reste cependant très marginale dans 

la production des AgNP. Par ailleurs peu coûteuse, cette approche présente cependant le 

désavantage de former des nanoparticules dont la taille et la forme sont hétérogènes, pouvant 

directement affecter leurs propriétés. La synthèse des AgNP peut également être réalisée par 

ablation laser d’argent métallique en solution (Dolgaev et al., 2002; Mafuné et al., 2000).  

2.1.2. L’approche ascendante 

Les approches ascendantes sont plus diverses, faciles d’application et conduisent à une 

production de nanoparticules de taille mieux contrôlée. Les techniques les plus utilisées sont 

les synthèses par réduction chimique à partir de la forme ionique de l’argent (Ag+). De 

nombreux catalyseurs chimiques, tels que le citrate de sodium ou le polyéthylène glycol (PEG), 

permettent ainsi la réduction des ions Ag+ en argent métallique Ag0. Durant les premières 

phases, des amas d’argent métallique se forment à partir des ions Ag+ en solution, et vont 

conduire par la suite à la formation d’AgNP dont la taille peut être finement régulée en fonction 

de la durée du traitement. Une étape de stabilisation des nanoparticules formées est souvent 

nécessaire afin de prévenir tout phénomène ultérieur d’agglomération ou d’oxydation. Le poly-

vinylpyrrolidone (PVP) et le PEG sont des agents de revêtement (« coating ») permettant de 

limiter les interactions entre les particules. Une autre méthode de stabilisation couramment 

utilisée consiste à créer des charges négatives à la surface des AgNP par l’ajout de citrate afin 

de provoquer des phénomènes de répulsion électrostatique entre les nanoparticules (Schubert 
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and Chanana, 2018). À la fin du processus de synthèse, les AgNP en solution peuvent, malgré 

les étapes de stabilisation, se présenter sous forme d’agglomérats ou, pour une certaine 

proportion, s’oxyder en argent ionique. De plus, la présence de particules de plus grande taille 

et d’autres éléments chimiques liés au processus de synthèse n’est pas à exclure (Bouwmeester 

et al., 2011; Cascio et al., 2015; Rogers et al., 2018). Afin de pallier aux risques de 

contaminations liés à l’utilisation de catalyseurs chimiques, des approches par synthèse 

biologique sont en fort développement. Elles reposent sur les capacités réductrices de certaines 

espèces bactériennes, de levures ou d’extraits végétaux capables de former des AgNP à partir 

d’une solution d’Ag+ (Rafique et al., 2017).  

2.2. Les méthodes d’analyse et de caractérisation  

L’essor des nanotechnologies a été permis par le développement de techniques 

permettant la caractérisation des nanomatériaux produits. Aujourd’hui, de nombreuses 

approches complémentaires sont mises en œuvre pour déterminer les caractéristiques 

principales des nanoparticules, telles que leur taille, leur forme ou encore leur composition. 

Nous allons maintenant présenter les principales techniques couramment utilisées pour la 

caractérisation des AgNP au cours de leur synthèse (sous forme de poudre ou en solution), mais 

également, du fait de leur importance dans le domaine de la nanotoxicologie, celles permettant 

la détection et la localisation des nanoparticules dans les cellules et tissus biologiques (Tableau 

1).  

2.2.1. La microscopie électronique à transmission  

La microscopie électronique à transmission (MET) permet la détermination de la taille 

et de la forme des nanoparticules et son utilisation est quasi-systématique dans les études de la 

littérature en nanotoxicologie. Un microscope électronique repose sur les mêmes principes 

qu’un microscope optique, mais utilise un faisceau d’électrons au lieu de la lumière. La 

longueur d’onde plus faible du faisceau d’électrons, comparativement à un faisceau lumineux, 

permet d’obtenir une résolution très largement supérieure (>0,1 nm) (Smith, 2008). À la sortie 

du canon d’électrons, le faisceau est concentré par une première lentille dont l’ouverture 

restreint le faisceau à la zone d’observation de l’échantillon. En traversant l’échantillon coupé 

en sections très fines (de l’ordre de quelques dizaines à centaines de nanomètres), le faisceau 

d’électrons induit un rayonnement d’électrons, qui va être transmis par une série de lentilles 

magnétiques à un capteur fluorescent dont le signal est transformé en image optique.  
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Il est également possible de combiner la microscopie électronique avec une analyse 

chimique de l’échantillon par spectroscopie de rayons X à dispersion d’énergie (ou EDX, 

abréviation de l'anglais “Energy Dispersive X-ray spectroscopy“). Cette technique repose sur 

l’analyse des photons émis par l’échantillon lors de l’excitation par le faisceau d’électrons. En 

effet, les niveaux d’énergie émis dépendent des éléments chimiques composant l’échantillon. 

Un exemple obtenu avec des AgNP est présenté sur la Figure 8. 

 

Figure 8 : image obtenue par MET de nanoparticules d’argent (A) avec le spectre EDX associé (B). La 

suspension contenant les nanoparticules d’argent a été déposée sur une grille en cuivre (d’où l’apparition du pic 

Cu sur le spectre EDX) et séchée avant observation. 

(Adapté de Pardha-Saradhi et al., 2014) 

 

2.2.2. La spectrométrie en UltraViolet-visible  

La spectrométrie en UltraViolet-visible (UV-vis) est une approche simple, rapide et peu 

onéreuse à mettre en place pour la caractérisation des nanoparticules métalliques, telles que l’or 

et l’argent, en suspension. Aux dimensions nanométriques, des électrons libres oscillent autour 

des nanoparticules dans une bande dite de conduction. Lorsque la fréquence de la source 

lumineuse incidente correspond à la fréquence d’oscillation des électrons libres, un phénomène 

de résonance se produit, appelé résonance de plasmon de surface (ou SPR, abréviation de 

l'anglais “Surface Plasmon Resonance“) (Figure 9). Ce phénomène se traduit par l’apparition 

d’une couleur dans la suspension contenant les nanoparticules, pouvant être mesurée par 

spectrophotométrie dans le domaine du visible. Cette couleur observable est dépendante de la 

taille, de la forme et de la composition des nanoparticules (Cheon et al., 2019; Jana et al., 2016) 

(Figure 10).  
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Figure 9 : représentation schématique de la résonance de plasmon de surface.  

 

 

Figure 10 : image par MET et couleur (A) et profil d’absorbance (B) de nanoparticules d’argent en suspension, 

présentant différentes formes et tailles. AgNS : sphère ; AgNT : triangle ; AgND : disque. 

 (Adapté de Cheon et al., 2019) 
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2.2.3. La diffusion dynamique de la lumière  

La diffusion dynamique de la lumière (ou DLS, abréviation de l'anglais “Dynamic Light 

Scattering”) est une technique non destructive très répandue de par sa rapidité et sa simplicité 

d’utilisation. Elle permet de déterminer le diamètre hydrodynamique des nanoparticules en 

suspension. La DLS repose sur le principe du mouvement Brownien par mesure du coefficient 

de diffusion, indicateur de la taille (Mainard and Jacob, 2016). Le mouvement Brownien 

correspond au déplacement aléatoire des particules qui sont soumises aux chocs avec les 

molécules en solution. Ces mouvements aléatoires sont détectés, sur un temps déterminé, par 

la diffusion de la lumière émise par un faisceau lumineux au contact de la particule. Plus la 

particule est petite, plus le mouvement Brownien est important. Le diamètre hydrodynamique 

de la particule prend en compte la présence d’une couche d’hydratation. La valeur du diamètre 

hydrodynamique obtenue par DLS est par conséquent supérieure à la taille réelle de la particule 

et dépendante des phénomènes d’agglomération s’opérant en solution. L’indice de 

polydispersité (PDI) donne une information sur la distribution en taille et il est communément 

admis qu’une valeur supérieure à 0,7 ne permet pas une analyse correcte des données obtenues 

en DLS, due à une hétérogénéité trop forte.  

Les dispositifs peuvent être adaptés à la mesure de la mobilité électrophorétique des 

particules en solution (ELS, abréviation de l'anglais “Electrophoretic Light Scattering”), 

permettant de déterminer leur potentiel zêta. Ce dernier représente la charge électrique qu'une 

particule acquiert grâce au nuage d’ions qui l’entourent quand elle est en solution 

(Bhattacharjee, 2016). Il est indicateur de la stabilité des particules en suspension, car il donne 

une information sur les forces électrostatiques attractives ou répulsives qui s’opèrent entre les 

particules. Lorsque le potentiel zêta tend vers zéro, les forces de répulsion diminuent, induisant 

des phénomènes d’agglomération des particules en solution (Pate and Safier, 2016).  

2.2.4. L’imagerie hyperspectrale en champ sombre : la technologie CytoViva™  

La technologie CytoViva™ repose sur le couplage de l’imagerie hyperspectrale avec 

l’imagerie en champ sombre (Figure 11). L’imagerie hyperspectrale est une technique non 

destructive permettant d’acquérir une signature spectrale, spécifique d’un élément, pour chaque 

pixel d’une image. En effet, elle combine l’imagerie et la spectroscopie en acquérant une image 

sur un grand nombre de bandes spectrales étroites afin d’obtenir une signature sur une large 
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gamme du spectre électromagnétique (400-1000 nm)2. Contrairement à la microscopie dite en 

« champ clair », reposant sur l’analyse de la lumière transmise au travers d’un échantillon, la 

microscopie en champ sombre ne mesure que la lumière réfléchie par la matière. Cette mesure 

a pour avantage de limiter fortement l’apparition de bruit de fond et permet une plus grande 

résolution (Zamora-Perez et al., 2018). La combinaison de ces deux techniques d’imagerie 

permet d’obtenir une analyse spectrale d’échantillons à une forte résolution (>3 nm), plus 

particulièrement pour la détection de nano-éléments dans les tissus biologiques. A titre 

d’illustration, Mehennaoui et al. (2018) ont pu mettre en évidence la bioaccumulation et la 

répartition tissulaire des AgNP chez un crustacé (Gammarus fossarum). 

 

Figure 11 : principe de fonctionnement du système CytoViva™ couplant l’imagerie hyperspectrale à l’imagerie 

en champ sombre. 

(Ghaeli et al., 2017) 

 

2.2.5. Les spectrométries à plasma à couplage inductif  

Les spectrométries à plasma à couplage inductif (ou ICP, abréviation de l'anglais 

“Inductively Coupled Plasma”) regroupent différentes techniques reposant sur l’analyse 

 

2 https://CytoViva™.com/products/hyperspectral-imaging-2/hyperspectral-imaging/ 
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chimique quantitative des éléments présents dans un échantillon (Mermet, 1999). Les limites 

de détection peuvent être très faibles (ng/L) en fonction de l’approche utilisée et de l’élément 

considéré (Evans Analytical, 2007). L’échantillon, préalablement dissous dans une solution 

acide, est injecté sous forme d’aérosol dans un plasma d’argon à très haute température (de 

l’ordre de 5000 K). L’échantillon ionisé peut être analysé par détection optique ou par 

spectrométrie de masse. 

a) ICP-AES (ou ICP-OES) 

La spectrométrie d'émission atomique - plasma à couplage inductif (ICP-AES, 

abréviation de l'anglais “Inductively Coupled Plasma – Atomic Emission Spectroscopy”), 

également appelée spectrométrie d’émission optique - plasma à couplage inductif (ICP-OES, 

abréviation de l'anglais “Inductively Coupled Plasma – Optical Emission Spectroscopy”), 

repose sur la détection optique des éléments ionisés. Pendant l’ionisation, chaque atome émet 

un photon dont l’énergie est dépendante de la nature de l’élément. Cette énergie émise sous 

forme de lumière, à différentes longueurs d’onde selon les éléments en présence, peut être 

analysée par l’intermédiaire d’un phototube (détecteur). L’intensité mesurée est proportionnelle 

à la concentration de l’élément considéré, la conversion s’effectuant grâce à l’utilisation de 

solutions étalon. Bien que généralement facile d’utilisation, cette approche présente, pour 

l’argent, des limites de détection relativement élevées, de l’ordre du µg/L (Evans Analytical, 

2007). 

b) ICP-MS 

Dans la spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS, abréviation de 

l'anglais “Inductively Coupled Plasma – Mass Spectrometry”), les atomes ionisés de 

l’échantillon sont analysés dans un spectromètre de masse en mesurant leur rapport masse sur 

charge (m/z), rapport spécifique à chaque élément. Tout comme l’ICP-AES, l’intensité du pic 

mesurée est proportionnelle à la concentration de l’élément considéré, la conversion 

s’effectuant grâce aux solutions étalon. Cette technique est plus sensible que l’ICP-AES et 

permet de quantifier des concentrations plus faibles d’argent, de l’ordre du ng/L. L’ICP-MS est 

une technique particulièrement utilisée pour les études de biodistribution des AgNP après une 

exposition orale chez le modèle rongeur (Bergin et al., 2016; Juling et al., 2016; Loeschner et 

al., 2011; Park et al., 2011), ainsi que pour l’étude de l’absorption (Imai et al., 2017; Van der 

Zande et al., 2016; Vila et al., 2018) et de la translocation (Imai et al., 2017; Saez-Tenorio et 
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al., 2019; Vila et al., 2018; Williams et al., 2016) des AgNP sur des modèles d’épithélium in 

vitro.  

2.2.6. La spectrométrie de masse des ions secondaires  

La spectrométrie de masse des ions secondaires (ou SIMS, de l’abréviation “Secondary 

Ion Mass Spectrometry”) est une analyse par spectrométrie de la composition des ions 

secondaires produits par pulvérisation ionique de la surface de l’échantillon. Ces ions 

secondaires sont accélérés vers un spectromètre de masse qui permet leur séparation en fonction 

de leur masse et de leur charge, spécifique de la nature de chaque élément. Différentes 

approches SIMS existent, reposant sur différentes sources d’ions primaires dont l’énergie est 

variable. L’instrumentation Nano-SIMS utilise un faisceau d’ions césium tandis que le HIM-

SIMS (de l’anglais “Helium Ion Microscope - Secondary Ion Mass Spectrometry”) utilise un 

faisceau d’ions hélium, ce dernier permettant d’atteindre une résolution proche du nanomètre 

(Dowsett et al., 2017). Cette technique permet de détecter de très faibles quantités d’éléments 

présents dans un échantillon biologique à partir de coupes, avec la limitation que cette technique 

est destructive. Les approches par Nano-SIMS et HIM-SIMS sont très récentes et dans le cadre 

des AgNP, l’instrumentation HIM-SIMS a été utilisée pour la caractérisation de différentes 

formes d’AgNP (Fizeşan et al., 2019) et l’instrumentation Nano-SIMS pour l’absorption des 

AgNP par l’algue verte Raphidocelis subcapitata (Sekine et al., 2017). 

2.2.7. La fluorescence X et la spectroscopie d’absorption X  

La fluorescence X (ou XRF, abréviation de l'anglais “X-ray fluorescence”) est une 

technique permettant d’obtenir des informations sur la composition élémentaire d’un 

échantillon. En travaillant avec un faisceau de rayons X focalisé et en déplaçant l’échantillon 

par rapport au faisceau, des cartographies chimiques élémentaires de l’échantillon peuvent être 

enregistrées (micro-fluorescence X - µXRF). Les informations obtenues permettent de 

déterminer la localisation et la co-localisation des éléments ainsi que leur abondance relative. 

Lorsque l’énergie d’un rayonnement X est équivalente à l’énergie de transition d’un électron 

depuis le cœur de l’atome vers un niveau du continuum, l’électron est éjecté de l’orbitale avec 

une énergie donnée et un seuil d’absorption E0 est observé. Ces énergies de seuil sont 

spécifiques d’un élément donné. Les phénomènes de diffusion par les atomes voisins de 

l’électron éjecté entraînent des interférences pouvant être mesurées sur le spectre d’absorption 

et donner une information sur la nature de l’environnement de l’atome. L’utilisation du 
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rayonnement Synchrotron pour ces analyses apporte à la fois une très bonne sensibilité et une 

résolution spatiale élevée. De plus, une telle instrumentation offre la possibilité d’accorder 

l’énergie des rayons X d’excitation en fonction des éléments que l’on souhaite cartographier, 

ceci dans des échantillons très divers : sous vide ou sous flux de gaz, à différentes températures 

(cryostat, four), sous pression, en milieu aqueux, etc. 

La cartographie en fluorescence X peut être combinée à la micro-spectroscopie 

d’absorption X afin d’obtenir des informations sur l’état d’oxydation et l’environnement d’un 

atome par les techniques de XANES (“X-ray Absorption Near Edge Structure”) et EXAFS 

(“Extended X-Ray Absorption Fine Structure”). Un spectre XANES peut permettre 

l’identification directe d’un composé ou d’un groupement chimique. La combinaison de ces 

deux approches a notamment été utilisée pour identifier la présence d’AgNP, dont une partie 

sous forme dissoute, dans les poumons après une exposition par voie respiratoire chez la souris 

(Smulders et al., 2015).  
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Tableau 1 : aperçu général des techniques analytiques applicables à la caractérisation des nanoparticules 

 

  

Méthode 
 

Abréviation 
Résolution 

spatiale  

Limite de 

détection 
Avantages Limites 

Informations 

analysées 

Microscopie 
électronique à 

transmission 
MET >0,1 nm   

Haute résolution  

Réalisable sur tissu 
biologique 

Large surface 

analysable sur 

coupe de tissu 

Préparation des 

échantillons 

Analyse sous vide 
Temps d'acquisition des 

images et des spectres 

élémentaires (avec EDX) 

élevé 

Coût relativement élevé  

Taille  

Distribution en 

taille 

Forme 
État 

d'agglomération 

Composition 

élémentaire (en 
combinaison avec 

EDX) 

Spectrométrie en 

UltraViolet-visible  
UV-Vis     

Rapide et facile 

Très faible coût 

Permet un suivi 

général d'une 
suspension de 

nanoparticules 

Mesure indirecte 

Technique à faible 

sensibilité 

Réalisable uniquement en 

solution 

Taille  

Concentration 

Forme 

État 

d'agglomération 

Diffusion 

dynamique de la 

lumière / Diffusion 

électrophorétique 

de la lumière 

DLS / ELS >3 nm   

Rapide et facile 
Faible coût 

Permet un suivi 

général d'une 

suspension de 

nanoparticules 

En solution uniquement 

Peu robuste dans des 

échantillons avec une 

forte polydispersité en 

taille de (nano)particules 

Taille 
hydrodynamique 

État 

d'agglomération 

Potentiel zêta 

(ELS) 

Imagerie 

hyperspectrale en 

champ sombre  

 

CytoViva™ 
>3 nm   

Haute résolution 
Champ Large 

Détection globale 

rapide d'un élément 

d'intérêt  

Préparation des 

échantillons 

Traitement des données 

Taille 
Forme 

Composition 

élémentaire 

Spectrométries à 

plasma à couplage 

inductif  
ICP   

 µg/L  

(ICP-AES) 

 ng/L 

(ICP-MS) 

Analyse 

quantitative à haute 

sensibilité 

Préparation 

relativement rapide 

des échantillons  

Pas d'information sur la 

taille ou la répartition 

entre formes 

nanoparticulaire et 

ionique  

Composition 

élémentaire 

Concentration 

Spectrométrie de 
masse des ions 

secondaires  
SIMS 

>0,5 nm 
(HIM-

SIMS)  
  

Analyse de la 

composition 
élémentaire à forte 

résolution 

Préparation des 
échantillons 

Technique destructrice 

Composition 
élémentaire 

Co-localisation 

Fluorescence X  XRF     Permet de mesurer 
l'état d'oxydation 

des nanoparticules 

et la co-localisation 

avec d'autres 

éléments 

Préparation des 
échantillons 

Temps de détection 

Traitement des données 

Coût élevé 

Composition 
élémentaire 

Etat d'oxydation 

Interaction avec 

l'environnement 

proche 

Spectroscopie 

d’absorption X  
XAS     
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2.3. Application des nanoparticules d’argent dans le secteur agro-alimentaire 

Avant l’avènement des antibiotiques, l’argent a été couramment utilisé dans le milieu 

médical au début du 20ème siècle pour ses propriétés antimicrobiennes sous la forme de sels 

d’argent. Il a été employé pour le traitement de différentes infections internes ou externes et ce 

ne sont pas moins de 18 sels d’argent qui étaient listés dans la Merck Index First Edition (1889) 

pour des applications médicales (Medici et al., 2019). Aujourd’hui son usage s’est diversifié 

au-delà du seul secteur médical et l’argent, notamment sous sa forme nanoparticulaire, est 

présent dans l’industrie agro-alimentaire dans différentes catégories de produits avec une 

ouverture potentielle à de nouveaux secteurs (Figure 12). Il est particulièrement utilisé dans la 

composition des matériaux au contact des denrées alimentaires. Ainsi, les AgNP peuvent être 

retrouvées dans la composition de films alimentaires, mais également sur le revêtement interne 

de contenants alimentaires (type boîte Tupperware) dans le but d’améliorer la conservation des 

aliments (Artiaga et al., 2015; Echegoyen et Nerín, 2013). Il est à noter également que les AgNP 

ont été testées dans les élevages de volailles (Pineda et al., 2012) et de cochons (Fondevila et 

al., 2009) en tant qu’alternative aux antibiotiques. Outre ces cas de figure, l’Homme peut être 

directement exposé à l’argent sous forme nanoparticulaire et/ou ionique par l’ingestion de 

l’additif alimentaire E174 ou par la consommation d’argent colloïdal, que nous allons aborder 

plus en détail ci-après.  
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Figure 12 : nombre de produits contenant des nanomatériaux, et plus particulièrement des nanoparticules 

d’argent, dans le secteur agro-alimentaire sur le marché (A) et en développement (B) au cours de l’année 2014. 

(Peters et al., 2014) 
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2.3.1. L’additif alimentaire argent (E174)  

Un additif alimentaire est défini comme « une substance qui n'est pas habituellement 

consommée comme un aliment ou utilisée comme un ingrédient dans l'alimentation. Ces 

composés sont ajoutés aux denrées dans un but technologique au stade de la fabrication, de la 

transformation, de la préparation, du traitement, du conditionnement, du transport ou de 

l'entreposage des denrées et se retrouvent donc dans la composition du produit fini »3. Pour le 

produit alimentaire dans lequel il est ajouté, un additif alimentaire peut avoir différentes 

fonctions pour garantir sa conservation, sa stabilité ou encore améliorer son aspect visuel et 

gustatif.  

Non autorisé aux États-Unis, l’argent est autorisé au sein de l’Union Européenne en tant 

qu’additif alimentaire sous l’appellation E174 (Règlement n° 1333/2008 du Parlement 

Européen et du Conseil). Il peut être utilisé quantum satis dans la confection d’enrobages de 

confiseries et chocolats ainsi que dans la confection de liqueurs4 (Figure 13). Ce terme 

réglementaire « quantum satis » indique que les quantités utilisées pour un produit sont 

décidées par l’industriel et il n’implique donc pas de limites d’utilisation. L’additif E174 se 

présente sous la forme de fins feuillets métalliques comme les feuillets d’or ; peu d’informations 

sur ses caractéristiques sont accessibles auprès des fournisseurs et des industriels. En particulier, 

il existe des lacunes importantes dans l’identification et la caractérisation chimique de l’additif 

E174 en termes de libération potentielle d’argent sous sa forme nanoparticulaire et/ou ionique 

(EFSA, 2016). L’étude de Verleysen et al. (2015) a fourni des premiers éléments de réponse, 

révélant la présence d’AgNP sphériques d’une dizaine de nanomètres après dissolution de billes 

enrobées de E174 dans l’eau (Figure 14). De tels résultats soulèvent le questionnement des 

effets de la digestion sur cet additif et les risques associés à sa consommation chez l’Homme. 

 

3 https://www.anses.fr/fr/content/le-point-sur-les-additifs-alimentaires 
4 https://webgate.ec.europa.eu/foods_system/main/index.cfm?event=substance.view&identifier=43 
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Figure 13 : exemples de confiseries enrobées d’argent (A) et feuillet d’argent alimentaire (B)  

 

 

 

Figure 14 : images par MET de deux enrobages de confiseries composés de E174, dissous dans de l’eau distillée 

(Verleysen et al., 2015). 

 

2.3.2. L’argent colloïdal  

Par sa désignation de colloïde, l’argent colloïdal est par définition une suspension de 

particules d’argent en solution, communément de l’eau (FDA, 1999). Il est couramment utilisé 

en usage externe pour ses propriétés antimicrobiennes (notamment pour favoriser la 

cicatrisation de la peau) et il peut également être aujourd’hui consommé sous forme de 

complément alimentaire. 
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a) Les compléments alimentaires 

Un complément alimentaire est défini par la Commission Européenne comme étant 

« une denrée alimentaire dont le but est de compléter le régime alimentaire normal et qui 

constitue une source concentrée de nutriments ou d’autres substances ayant des effets 

nutritionnels ou physiologiques seuls ou combinés, […] destinées à être prises en unités 

mesurées de faibles quantités » (Directive 2002/46/CE). Sous le terme « nutriment » sont 

considérés les vitamines, les minéraux, mais aussi d’autres substances ayant un effet 

nutritionnel. Contrairement aux médicaments, ces produits ne nécessitent pas d'autorisation de 

mise sur le marché ni d’évaluation préalable de la sécurité et de l’efficacité. L'industriel est seul 

responsable de la conformité des compléments alimentaires mis sur le marché, en accord avec 

les dispositions réglementaires en vigueur, tant en matière de sécurité que d’information du 

consommateur.  

Il existe de nombreux compléments alimentaires visant à améliorer les apports 

nutritionnels des consommateurs afin de maintenir une bonne santé (produits minceur, 

améliorant la digestion ou encore renforçant le système immunitaire, etc.). La part de la 

population consommant des compléments alimentaires est en constante croissance chaque 

année, étant passée en France de 12 % à 19 % chez les enfants et de 20 % à 29 % chez les 

adultes entre 2006-2007 et 2014-2015 (ANSES INCA3, 2017). Cette augmentation est 

mondialisée, les estimations chiffrant le marché mondial à 230 milliards de dollars américains 

d’ici 2027 contre 108 milliards en 20155,6. 

b) Réglementations et usages de l’argent colloïdal en tant que complément alimentaire 

L’argent ne fait pas partie des minéraux essentiels pour l’Homme et ne figure plus en 

tant que minéral autorisé dans les compléments alimentaires au sein de l’Union Européenne 

(Directive 2002/46/CE). Ainsi il n’est plus autorisé sous le terme de complément alimentaire, 

mais il est toujours disponible sous le terme de cosmétique pour une application externe. 

Cependant, bien que difficilement estimable, la consommation par voie orale d’argent colloïdal 

est d’actualité, encouragée par différents médias grand public pour les bienfaits annoncés sur 

le renforcement du système immunitaire et par un conditionnement des produits favorisant la 

prise orale (spray pour la gorge, présence de verre doseur). Hors Union Européenne, la 

 

5 https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-dietary-supplements-market , consulté juillet 2020 
6 https://www.persistencemarketresearch.com/market-research/dietary-supplements-market.asp , consulté juillet 

2020 
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réglementation de certains pays, tels que le Canada7 et l’Australie8, est comparable à celle de 

l’Union Européenne, interdisant la prise orale d’argent colloïdal. Cependant, pour de nombreux 

pays à travers le monde, aucune réglementation spécifique ne semble s’appliquer. À titre 

d’exemple, les pays asiatiques présentent un fort développement de produits contenant des 

AgNP, potentiellement sous forme d’argent colloïdal (Sim et al., 2018). Aux États-Unis, 

l’argent colloïdal n’est pas interdit à la vente pour une consommation orale, bien que la FDA 

ne reconnaisse pas les produits associés comme sûrs et efficaces (FDA, 1999). Quelles que 

soient les réglementations appliquées aux différents pays, les plateformes de e-commerces 

permettent désormais un accès facilité à ces produits, l’offre accessible en France étant très 

diversifiée (Figure 15).  

 

 

Figure 15 : exemples de produits d’argent colloïdal disponibles sur une plateforme de e-commerce en France. 

 

c) Composition de l’argent colloïdal  

Bien que le terme « colloïde » sous-entende la présence de particules, les produits 

vendus en tant qu’argent colloïdal peuvent présenter une grande variabilité dans leur 

composition. Différents paramètres sont à considérer dans la caractérisation de ces produits : la 

 

7 https://healthycanadians.gc.ca/recall-alert-rappel-avis/hc-sc/2019/70821a-eng.php 
8 https://www.tga.gov.au/colloidal-silver-related-products 
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concentration d’argent, la forme de l’argent présente (AgNP et/ou Ag+), la taille des AgNP (si 

présentes) et la présence d’autres composés (Cascio et al., 2015; De Leersnyder et al., 2020; 

Hagendorfer et al., 2012; Radwan et al., 2019; Reed et al., 2014; Rogers et al., 2018; Rong et 

al., 2018).  

Il ressort de l’analyse de la large gamme de produits disponibles sur le marché une 

grande disparité entre la concentration réelle d’argent et celle annoncée par le fournisseur. À 

titre d’exemple, Cascio et al. (2015) ont mesuré une concentration en argent par ICP-MS de 

2,19 ± 0,07 µg/mL dans un produit commercial d’argent colloïdal annonçant une concentration 

en argent de 20 µg/mL (Figure 16, Produit D). Inversement, ces mêmes auteurs ont mesuré une 

concentration en argent de 29,30 ± 0,01 µg/mL dans un produit également annoncé à 20 µg/mL 

(Figure 16, Produit C). L’étude ultérieure de Rogers et al. (2018) a fait le même constat d’un 

écart important entre les concentrations réelles et celles annoncées sur une sélection de 22 

produits d’argent colloïdal disponibles sous forme de sprays. De plus, ces deux études mettent 

en évidence que la part que représentent les AgNP dans ces produits est très variable et leur 

présence n’est pas systématique, certains produits n’étant composés que d’Ag+ (Figure 16, 

Produits A et D). Lorsque des AgNP sont présentes dans les produits, leur taille (déterminée 

par MET) varie entre quelques nanomètres (2-5 nm) à plusieurs dizaines voire une centaine de 

nanomètres, mais ne dépassant généralement pas les 200 nm (Rogers et al., 2018). Ces 

nanoparticules forment généralement des agglomérats de plus grande taille pouvant atteindre 

500 nm (mesurée par DLS) pour certains produits.  

 

Figure 16 : composition en argent de divers produits d'argent colloïdal commercialisés.  

(Cascio et al., 2015) 
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Une caractérisation plus fine de ces produits montre par ailleurs l’existence de fortes 

variations de concentration totale en argent et de proportions en AgNP/Ag+ entre différents lots 

de certains produits d’argent colloïdal disponibles sur le marché (De Leersnyder et al., 2020). 

De plus, l’argent colloïdal peut également subir un processus de vieillissement au contact de 

l’air. Un processus d’oxydation des AgNP en Ag+, induit par l’acidification du milieu par le 

CO2 ambiant et l’action oxydante de l’oxygène, peut être observé (Fujiwara et al., 2015). Ce 

processus modifie la taille des AgNP et le rapport AgNP/Ag+ au cours du temps (Izak-Nau et 

al., 2015; Kittler et al., 2010; Rong et al., 2018). Cette oxydation peut être également accélérée 

dans un milieu liquide riche en ions chlorure favorisant la formation d’AgCl (Rong et al., 2018). 

A ce jour, l’argent colloïdal commercialisé le mieux caractérisé est le Mesosilver™, 

produit par Purest Colloids (États-Unis) (Farmen et al., 2012; Reed et al., 2014; Rong et al., 

2018). L’ensemble des informations disponibles sur ce produit est résumé dans le Tableau 2. 

D’une concentration mesurée proche de celle annoncée par le fournisseur (20 µg/mL), le 

Mesosilver™ est en grande partie composé d’AgNP de diamètre moyen compris entre 10 et 25 

nm, la part d’argent ionique ne représentant qu’entre 10 et 20 % de la composition totale en 

argent, ces variations pouvant s’expliquer notamment par les différences dans les techniques de 

mesure utilisées (Tableau 2). La présence de carbone dans ce produit met en évidence 

l’existence probable d’un revêtement organique formé au cours de la synthèse, celui-ci n’ayant 

pas été identifié (Reed et al., 2014; Rong et al., 2018). De plus, d’autres éléments peuvent être 

retrouvés en faible quantité, tels que du cuivre, du calcium ou du tungstène, en fonction de 

l’étude considérée.  

 

Tableau 2 : caractéristiques physico-chimiques du Mesosilver™ (concentration annoncée de 20 µg/mL) 

Concentration 

mesurée 

(µg/mL)

ICP-MS

Diamètre moyen en 

nm

 (minimum-maximum)

MET

Diamètre 

hydrodynamique 

moyen en nm

 DLS

Forme ionique 

(% argent total)

Potentiel 

zêta (mV)

Présence de composés 

organiques 

(revêtement ?)

Autres 

éléments
Référence

N.D
25,0 ± 0,4 

(1-40 nm)
N.D

22% 

Mesuré avec une électrode 

spécifique des ions

N.D

Aucune détection de composé 

organique (chromatographie en 

phase gazeuse)

Tungstene

(de l'ordre du 

ng/mL)

Farmen et 

al., 2012

21,3 ± 1,4 10,9 ± 4,5 1,46 ± 0,04 N.D
-7,93 ± 8,88 

(pH 8,9)

Présence de carbone (3,1 µg/mL)

Analyseur de carbone organique 

total

Revêtement non défini

Aucune autre 

trace

Reed et al., 

2014

21,7 ± 0,4
9,5 ± 5,0 

(5-30 nm)
33,7 ± 4,1

10,6 %

Mesuré par ICP-MS après  

filtration centrifuge avec 

diamètre de pore de 1-2 nm

-32 ± 2

(pH 6,8)

Présence de carbone (0,3 µg/mL)

Analyseur de carbone organique 

total

Revêtement non défini

Cuivre 

(20 ng/mL)

Calcium 

(9,6 ng/mL)

Rong et al., 

2018

N.D : Non Déterminé  
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2.4. Estimation de l’exposition humaine à l’argent : focus sur les 

nanoparticules d’argent  

De par sa présence dans de nombreux produits manufacturés du quotidien, notamment 

l’argent colloïdal comme présenté précédemment, l’exposition à l’argent, et plus 

particulièrement sous sa forme nanoparticulaire (AgNP), peut s’effectuer selon trois voies 

majeures : l’inhalation, l’ingestion ou la voie cutanée (De Matteis, 2017; Ferdous and Nemmar, 

2020).  

2.4.1. Exposition cutanée  

L’usage actuel de l’argent colloïdal par voie externe (secteur cosmétique, médecine 

naturelle) augmente les risques d’exposition cutanée aux AgNP. À lui-seul, le secteur 

cosmétique représenterait 20 % de l’utilisation des AgNP (Piccinno et al., 2012). De plus, le 

développement de textiles contenant des fibres d’argent augmente également ce risque. 

Certaines études ont montré que les AgNP peuvent pénétrer la barrière cutanée (Larese Filon 

et al., 2015). In vitro, Bianco et al. (2015) ont montré que des textiles composés d’argent 

pouvaient libérer des AgNP retrouvées par la suite dans l’épiderme et le derme. In vivo, l’étude 

de Samberg et al. (2010) a montré chez le porc que les AgNP (20-80 nm) pénètrent la couche 

cornée de la peau après 14 jours d’exposition par voie cutanée.  

2.4.2. Exposition par inhalation  

L’exposition aux AgNP par les voies respiratoires concerne principalement 

l’environnement industriel de production, l’argent sous forme nanoparticulaire pouvant être 

libéré au cours du processus de fabrication. Dans une usine de production d’AgNP, Park et al. 

(2009) ont montré qu’une partie des nanoparticules produites pouvaient être libérées dans 

l’atmosphère au cours des différentes étapes de production. Une étude similaire a dressé le 

même constat, avec une concentration atmosphérique pouvant atteindre 1,35 µg d’AgNP/m3. 

Chez des ouvriers ayant travaillé dans cet environnement pendant plusieurs années, l’argent a 

pu être détecté dans le sang à des concentrations variant de 0,014 à 0,034 µg/dL (Lee et al., 

2012). L’argent colloïdal, sous forme de spray désinfectant, peut être également source 

d’exposition par inhalation, avec des conséquences au niveau des poumons mais également sur 

la sphère intestinale (Rogers et al., 2020, 2018).  
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2.4.3. Exposition orale  

De manière générale, peu d’informations sont disponibles sur les niveaux d’exposition 

par voie orale dans la population générale. En Italie, une exposition inférieure à 0,4 µg par jour 

(Clemente et al., 1977) avait été estimée tandis qu’une exposition de 7 µg et 27 µg par jour était 

rapportée au Canada et au Royaume-Uni, respectivement (Gibson and Scythes, 1984; Hamilton 

and Minski, 1973). Sur la base de ces études pionnières, cela correspondrait à une exposition 

de 0,1 à 0,39 µg/kg poids corporel (p.c.) par jour chez un individu de 70 kg, soit une exposition 

10 fois inférieure à la dose orale de référence de 5 µg/kg p.c./jour qu’a fixée en 1991 l’agence 

de protection de l’environnement américaine (EPA, abréviation de l’anglais “Environmental 

Protection Agency”) (EPA, 1991). Plus récemment en 2018, l'exposition à l’argent par voie 

alimentaire a été estimée au niveau français chez l’enfant de moins de 3 ans (Sirot et al., 2018), 

mais en l’absence de valeurs toxicologiques de référence robustes, les auteurs ont conclu à la 

difficulté de tirer des conclusions définitives quant aux risques associés. En 2016, l’autorité 

européenne de sécurité des aliments (EFSA, abréviation de l'anglais “European Food Safety 

Authority”) a évalué, à l’échelle européenne, les risques que pourrait représenter la 

consommation d’argent pour la population générale en réévaluant l’additif alimentaire E174 

(EFSA, 2016). Il a été estimé que l’exposition à l’argent pourrait varier entre 1,6 et 3,5 µg/kg 

p.c./jour chez les enfants et entre 1,3 et 2,7 µg/kg p.c./jour chez les adultes. L’additif E174 

représenterait à lui seul environ 30 % de toutes les sources possibles d’exposition orale à 

l’argent. Les autres sources, ne considérant pas l’argent colloïdal du fait de la réglementation 

européenne sur son interdiction en usage oral, sont liées à des expositions dites secondaires, en 

raison notamment de l’ingestion d’eau et de lait chez les enfants et de crustacés chez les adultes.  

Comme évoqué précédemment, les AgNP sont également utilisées dans l’industrie agro-

alimentaire dans certains emballages au contact des aliments afin de favoriser leur conservation. 

Différentes études ont rapporté un transfert de très faibles quantités d’argent nanoparticulaire 

et ionique aux aliments au cours de la vie du produit (Addo Ntim et al., 2019; Artiaga et al., 

2015; Echegoyen and Nerín, 2013). Ainsi, en se basant sur une approche expérimentale par 

abrasion, mimant l’usure quotidienne (coupure, rayure, nettoyage), Addo Ntim et al. (2019) ont 

montré une libération d’argent du contenant vers le contenu, dont une partie sous forme de 

nanoparticules (<10 ng/dm²). La libération de faibles quantités d’argent nanoparticulaire ou 

ionique des produits de la vie courante concerne non seulement les contenants alimentaires, 

mais également les cosmétiques comme le dentifrice (Benn et al., 2010) et les jouets pour bébé 

(Ding et al., 2018).  
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Comme souligné par Van den Brule et al. (2016) et Chen et al. (2017), les estimations 

actuelles d’exposition orale de l’argent sont probablement sous-estimées, en particulier chez les 

individus consommant de l’argent colloïdal de façon régulière. Face à cette consommation, 

malgré les interdictions imposées par l’Union Européenne sur l’argent colloïdal en tant que 

complément alimentaire, l’agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de 

l’environnement et du travail (ANSES) a rappelé en 2015 que l’argent ne devrait pas être utilisé 

pour la fabrication de compléments alimentaires et a recommandé de renforcer le contrôle de 

la distribution de ces produits et l’information aux consommateurs sur les risques associés 

(ANSES, Saisine n° 2011-SA -0224). Il est donc indispensable d’évaluer les effets d’une 

exposition orale chronique à ces produits d’argent colloïdal sur la santé humaine, en particulier 

sur la barrière digestive, première barrière physiologique rencontrée après leur ingestion. 
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Partie 2 -  Fonction digestive et barrière intestinale  

Principale surface d’échange avec l’environnement extérieur, le tractus digestif a pour 

principale fonction l’absorption des nutriments provenant de l’alimentation par le processus de 

digestion. D’une longueur estimée entre 5 à 9 mètres chez l’Homme adulte (Bloch, 1904), cette 

variabilité dépendant en grande partie des techniques de mesure employées (DeSesso and 

Jacobson, 2001), le tractus digestif est composé de la bouche, de l’œsophage, de l’estomac, de 

l’intestin grêle, du cæcum, du côlon et du rectum. L’intestin grêle se décompose en 3 

segments qui, en partant de l’estomac, sont le duodénum, le jéjunum et l’iléon. Le côlon est 

également constitué de plusieurs compartiments : côlon ascendant, transverse, descendant et 

sigmoïde. Directement exposée à l’environnement extérieur, la fonction barrière de l’intestin, 

permet de protéger l’organisme. Nous verrons dans le paragraphe 2 que cette fonction barrière 

de l’intestin implique différents acteurs étroitement connectés et que sa fragilisation, par le 

stress notamment, augmente le risque d’exposition à une variété de facteurs environnementaux 

(contaminants alimentaires, bactéries pathogènes, allergènes) et peut conduire au 

développement de pathologies.  

1. Le processus de digestion 

La digestion est un processus biologique complexe qui débute dès l’entrée du bol 

alimentaire dans la bouche. Les aliments sont exposés à des actions mécaniques, chimiques et 

enzymatiques au cours de leur transit dans le tube digestif (Figure 17). Dans la bouche, les 

aliments vont être broyés par mastication et une digestion enzymatique débute, notamment par 

la présence de l’α−amylase salivaire, dégradant l’amidon en mono- ou di-saccharides. Après 

déglutition, le bol alimentaire est transporté via l’œsophage jusqu’à l’estomac par péristaltisme.  

Dans l’estomac, le pH varie fortement, étant proche de 1-3 à jeun et augmentant à 5-6 

en présence du bol alimentaire (DeSesso and Jacobson, 2001; Ong et al., 1978). Ce pH acide 

est dû à la libération de Cl- et de H+ par les cellules pariétales, ce qui forme de l’acide 

chlorhydrique, celui-ci participant à la dénaturation des protéines ingérées. De plus, il assure 

l’activation du pepsinogène en pepsine, principale enzyme digestive gastrique. Une forte action 

mécanique s’opère également dans l’estomac, assurant une dégradation du bol alimentaire, qui 

est défini à ce stade par le terme de « chyme ». La vidange gastrique libère ainsi dans le 

duodénum des particules ne dépassant généralement pas une taille de 2 mm (Kong and Singh, 

2008).  
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La phase intestinale de la digestion, débutant dans le duodénum, correspond à la phase 

principale d’absorption des nutriments formés au cours de la digestion. Les actions 

enzymatiques et mécaniques ayant eu lieu en amont, mais également au cours du transit dans 

l’intestin grêle, permettent la digestion du chyme en peptides, lipides et hydrates de carbone qui 

sont absorbés au niveau de l’épithélium intestinal. Les spécifications liées à l’épithélium 

intestinal sont détaillées dans la section 2.1 (p49). En aval de l’intestin grêle, le côlon assure 

principalement la réabsorption de l’eau avant défécation. La présence d’un réservoir important 

de micro-organismes commensaux participe à la métabolisation de composés non digestibles 

par l’hôte (voir section 2.2 p57).  

 

 

Figure 17: paramètres généraux des différentes phases digestives.  

(D'après Guerra et al., 2012) 

 

 

2. Les acteurs de la fonction barrière intestinale  

La fonction barrière de l’intestin, assurant le rôle de protection de l’organisme face à 

l’environnement extérieur mais également de filtre sélectif, est assurée par le maintien d’un 

équilibre, sur son versant luminal (en ce sens la barrière immunitaire ne sera pas détaillée dans 

le présent mémoire), entre plusieurs acteurs interconnectés : l’épithélium intestinal, le 
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microbiote intestinal et le mucus qui les sépare. Ce dernier joue un rôle à la fois de protection 

de l’épithélium mais également de niche écologique pour le microbiote intestinal.  

2.1. L’épithélium intestinal  

La paroi intestinale est composée de la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et 

la séreuse. Du côté luminal de la muqueuse est présente la première barrière cellulaire de l’hôte, 

l’épithélium, formant une ligne de défense, mais aussi d’échange avec la lumière intestinale ; 

des différences structurelles et fonctionnelles distinguent l’intestin grêle et le côlon.  

2.1.1. Epithélium de l’intestin grêle et du côlon 

L’intestin grêle a pour fonction principale l’absorption des nutriments et présente de ce 

fait une large surface d’échange. Chez l’Homme, la muqueuse forme des replis augmentant sa 

surface d’échange avec la lumière intestinale (Figure 18 A). De plus, l’épithélium intestinal est 

structuré en longues villosités (Figure 18 B) ; les cellules le composant présentent elles-mêmes 

des microvillosités (Figure 18 C), observables notamment par microscopie électronique. Chez 

la souris, modèle utilisé dans notre étude, les plis de la muqueuse ne sont pas présents et les 

villosités sont d’une longueur plus importante que celle retrouvée chez l’Homme (Nguyen et 

al., 2015). Longtemps estimée autour de 300 m² (Niess et Reinecker, 2006), la surface 

d’échange totale de l’intestin avec la lumière intestinale chez l’Homme serait en réalité plus 

proche de 30 m² (Helander et Fändriks, 2014). En comparaison avec l’intestin grêle, le côlon 

présente une surface d’échange plus faible, ne présentant pas de longues villosités, mais un 

diamètre luminal plus élevé. Cette morphologie favorise la fermentation du chyme par le 

microbiote intestinal, ainsi que la réabsorption de l’eau et des produits issus du métabolisme du 

microbiote. 
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Figure 18: structure de l’épithélium intestinal humain. (A) L’intestin est structuré en différentes tuniques 

comprenant la séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la muqueuse. La formation de repliements augmente 

la surface d’échange. (B) Au niveau de la muqueuse, les projections (villosités) sont composées en grande partie 

de cellules absorbantes (C), dont la surface apicale présente de nombreuses projections microscopiques 

(microvillosités) qui donnent l'apparence d'une « bordure en brosse » augmentant considérablement la surface 

absorbante. 

 (Adapté de DeSesso and Jacobson, (2001) 

 

Différents types cellulaires principaux, détaillés ci-dessous et dont la répartition et les 

fonctions varient en fonction de leur localisation au niveau de l’intestin grêle et du côlon, 

composent l’épithélium intestinal. D’autres sous-populations en très faibles proportions 

existent, l’ensemble des cellules spécialisées de cet épithélium intestinal étant renouvelées tous 

les 3 à 5 jours. Les cellules souches multipotentes, localisées dans le fond des cryptes à la base 
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des villosités, assurent ce renouvellement. Il est également important de rappeler l’existence du 

système immunitaire entérique, présent dans la lamina propria et qui contribue au maintien de 

l’homéostasie intestinale en assurant une défense active contre les pathogènes, ceci n’étant pas 

abordé plus en détail dans le présent manuscrit.  

Les cellules absorbantes 

Appelées entérocytes dans l’intestin grêle et colonocytes dans le côlon, elles constituent 

les cellules les plus abondantes de l’épithélium intestinal (≈80 %). Elles assurent les propriétés 

de barrière physique de l’épithélium ainsi que les propriétés absorptives de celui-ci. Ces cellules 

sont polarisées et présentent du côté luminal (apical) des prolongements membranaires, les 

microvillosités, qui forment la « bordure en brosse » (Figure 18C). Les microvillosités sont 

recouvertes de glycoprotéines constituant le glycocalyx. De nombreuses enzymes (lactases, 

sucrases, peptidases, lipases, phosphatases alcalines, etc.) sont présentes au niveau des 

microvillosités, plus particulièrement pour les entérocytes, participant au processus de 

digestion. Des transporteurs transmembranaires permettent le passage sélectif des nutriments 

qui rejoindront la circulation sanguine.  

Les colonocytes présentent des différences métaboliques avec les entérocytes (Devriese 

et al., 2017; Engle et al., 1998). Ils possèdent moins d’enzymes digestives au niveau de leur 

surface, mais en contrepartie une plus grande capacité de réabsorption de l’eau. De plus, il 

existe des différences au niveau des transporteurs. À titre d’illustration, les colonocytes 

expriment plus le transporteur de monocarboxylate (MCT1) (Gill et al., 2005), impliqué 

notamment dans l’absorption des acides gras à chaîne courte qui représentent une importante 

source d’énergie pour la cellule (Scheppach, 1994).   

Les cellules caliciformes  

Également appelées cellules à mucus ou à gobelet, les cellules caliciformes assurent la 

production du mucus (voir section 2.3, p61). Leur proportion varie le long du tractus digestif, 

représentant environ 4, 6, 12 et 16 % des cellules épithéliales dans le duodénum, le jéjunum, 

l’iléon et le côlon distal, respectivement (Robert et al., 2017). Ces cellules, plus abondantes 

dans la partie supérieure des cryptes, sont caractérisées par la présence de granules de mucines, 

situés sous la membrane apicale et qui sont déchargés par exocytose au niveau de la surface 

épithéliale.  
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Les cellules de Paneth 

Uniquement présentes dans l’intestin grêle, au fond des cryptes, elles assurent la 

production de peptides antimicrobiens tels que les α-défensines et le lysozyme (Dupont et al., 

2015). Ces peptides sécrétés dans la lumière participent au maintien de l’homéostasie intestinale 

en régulant la population bactérienne à proximité directe de l’épithélium.  

Les cellules M 

Les cellules M (Microfold cells) jouent un rôle important dans l’homéostasie de la 

sphère digestive. Principalement retrouvées dans les plaques de Peyer dans l’intestin grêle et 

dans une moindre mesure dispersées le long de l’épithélium intestinal, elles assurent la capture 

des antigènes luminaux pour présentation au système immunitaire entérique afin de maintenir 

une « immuno-surveillance » (Mabbott et al., 2013).  

Les cellules entéro-endocrines 

Les cellules entéro-endocrines représentent environ 1 % des cellules de l’épithélium 

intestinal et elles sont plus présentes dans l’intestin grêle comparativement au côlon. Elles 

produisent des hormones (entéroglucagon, somatostatine, substance P, sérotonine et 

polypeptide intestinal vasoactif) qui interviennent par voies endocrine, paracrine et autocrine 

dans la régulation de la motricité et des sécrétions digestives (Gribble and Reimann, 2019).  

Les cellules Tuft 

Les cellules Tuft sont présentes en très faible proportion (0,4 %) et assurent la 

production d’opioïdes impliqués dans la modulation de l’immunité et de la sensibilité viscérale 

(Gerbe et al., 2012).  

2.1.2. Les modèles cellulaires épithéliaux 

Afin d’étudier les propriétés de barrière mais également d’absorption des cellules 

épithéliales intestinales lorsqu’elles sont exposées à divers composés (pharmacologiques, 

contaminants, allergènes, etc.), différents modèles cellulaires ont été développés in vitro, le plus 

largement utilisé étant la lignée cellulaire épithéliale humaine Caco-2.  

Isolées à partir d'un adénocarcinome colorectal humain, les cellules Caco-2 représentent 

un modèle d'entérocytes par leurs caractéristiques morphologiques et fonctionnelles exprimées 
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après différenciation. Après avoir atteint la confluence, ces cellules se différencient 

spontanément sur une période comprise entre 14 et 21 jours (Hidalgo et al., 1989). Une fois 

différenciées, les cellules Caco-2 forment une monocouche de cellules polarisées avec un pôle 

basolatéral et un pôle apical, ce dernier présentant une bordure en brosse avec des 

microvillosités caractéristiques des entérocytes humains (De Lourdes Pinto et al., 1983; 

Hidalgo et al., 1989). Également isolées d'un adénocarcinome colorectal humain, les cellules 

HT29 sont couramment utilisées et plus particulièrement le clone HT29-MTX pour sa faculté 

à produire du mucus. Initialement isolées par leur capacité de résistance à l’anticancéreux 

méthotrexate (MTX) (Lesuffleur et al., 1990), les cellules HT29-MTX se différencient 

spontanément en cellules caliciformes productrices de mucus (Lesuffleur et al., 1993; Leteurtre 

et al., 2004).  

La combinaison des lignées cellulaires Caco-2 et HT29-MTX, en coculture jusqu’à 

complète différenciation, permet d’obtenir un système composé de cellules épithéliales 

absorptives et de cellules caliciformes. Différents ratios d’ensemencement entre les cellules 

Caco-2 et HT29-MTX ont été proposés dans la littérature ; celui de 90 % de cellules Caco-2 et 

10 % de cellules HT29-MTX s’est révélé le plus proche des conditions physiologiques, tant au 

niveau de la répartition cellulaire que des paramètres de perméabilité épithéliale (Chen et al., 

2010; Pan et al., 2015).  

D’autres modèles in vitro, parfois plus complexes, existent également. Il peut être cité 

le modèle associant des cellules Caco-2, HT29-MTX et Raji-B, ces dernières présentant les 

caractéristiques des cellules M (Lozoya-Agullo et al., 2017). Il peut également être cité des 

modèles de culture 3D tels que les organoïdes (Augustyniak et al., 2019) ou d’autres modèles 

disponibles commercialement en conditions statiques (EpiOral, EpiGingival, etc. ; Pinďáková 

et al., 2017) ou microfluidiques (Intestine-Chip ; Grassart et al., 2019) ayant pour objectif de 

s’approcher au mieux des conditions physiologiques humaines.  

2.1.3. Perméabilité de l’épithélium intestinal  

Par sa fonction de barrière permissive à l’eau, électrolytes et nutriments, mais non 

permissive aux agents exogènes potentiellement dangereux pour l’hôte (bactéries, allergènes, 

contaminants alimentaires, nanoparticules…), l’épithélium intestinal doit maintenir une 

intégrité physique finement régulée par différents mécanismes complémentaires : diffusion 



54 

 

passive entre les cellules (perméabilité para-cellulaire) et transport actif ou passif à travers les 

cellules (perméabilité trans-cellulaire).  

a) Perméabilité para-cellulaire 

Les cellules intestinales sont polarisées avec un pôle apical du côté luminal et un pôle 

basolatéral du côté muqueux. Cette polarité est assurée par un réseau complexe de jonctions 

cellulaires, composées des jonctions serrées, des jonctions adhérentes et des desmosomes 

(Laukoetter et al., 2006; Suzuki, 2013) (Figure 19). Les jonctions adhérentes et les desmosomes 

assurent la cohésion intercellulaire et la résistance mécanique de l’épithélium (Baum and 

Georgiou, 2011). Les jonctions serrées sont, quant à elles, des complexes protéiques assurant 

l’ouverture de l’espace intercellulaire et jouent un rôle direct dans la régulation de la 

perméabilité para-cellulaire. Différentes protéines transmembranaires, les claudines, 

l’occludine et les JAM (abréviation de l’anglais “Junctional Adhesion Molecule”) sont 

impliquées dans la formation des jonctions serrées. Leurs domaines extracellulaires 

interagissent avec ceux exprimés par la cellule voisine, permettant la formation d’une liaison 

intercellulaire. Leurs domaines intracellulaires interagissent avec des protéines cytosoliques, 

telles que les zonula occludens (ZO), qui sont également reliées à l’anneau périjonctionnel 

d’actino-myosine. Ces interconnexions entre protéines des jonctions serrées et cytosquelette 

d’actino-myosine permettent la régulation de l’ouverture des jonctions serrées, notamment sous 

contrôle de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (ou MLC, abréviation de 

l’anglais “Myosin Light-Chain”) par la kinase MLCK (Bueno, 2010).  

La perméabilité para-cellulaire n’est pas équivalente le long du tractus digestif, étant 

plus faible dans le côlon que dans l’intestin grêle (Markov et al., 2010). En condition 

physiologique, l’espacement pour le passage para-cellulaire dans l’intestin grêle a été estimé 

entre 0,3 et 0,6 nm au sommet des villosités, de 1 à 1,5 nm à leur base et entre 5 et 6 nm dans 

le fond des cryptes (Arrieta et al., 2006; Fihn et al., 2000). Cette voie para-cellulaire permet 

alors le passage de l’eau, des ions et des petites molécules (<600 Da) par diffusion passive 

(Ménard et al., 2010). Ce seuil de 600 Da est cependant régulièrement discuté, une étude au 

laboratoire ayant notamment montré que la translocation de nanoparticules de TiO2, d’une taille 

minimale de 20 nm, s’effectue en grande partie par la voie para-cellulaire, sans qu’aucune 

altération de l’épithélium ou de la perméabilité n’ait été observée (Coméra et al., 2020).  
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De façon générale, en condition physiopathologique, due à l’induction d’une 

inflammation ou d’un stress, les jonctions cellulaires peuvent être altérées et permettre un 

passage accru et non spécifique de composés de grande taille (voir section 3, p68). 

 

Figure 19 : structure des jonctions intercellulaires des cellules épithéliales intestinales (Suzuki, 2013) 

 

b) Perméabilité trans-cellulaire 

La perméabilité trans-cellulaire permet le passage de composés de grande taille au 

travers de la cellule épithéliale intestinale. Leur entrée peut s’effectuer au niveau apical des 

cellules par endocytose avant d’être transportés par transcytose à travers la cellule jusqu’au 

compartiment basolatéral (Ménard et al., 2010). Initialement mis en évidence chez le rat 

(Warshaw et al., 1971), ce mécanisme a été également décrit chez l’Homme (Heyman et al., 

1988). Dans l’intestin, le passage trans-cellulaire est un mécanisme principalement présent dans 

les cellules M, mais les entérocytes sont également capables d’effectuer ce transport. Pour la 

grande majorité des molécules, celles-ci sont partiellement ou totalement dégradées dans les 

lysosomes et seulement une partie (<10 %) est retrouvée intacte dans le compartiment 

basolatéral (Hershberg and Mayer, 2000).  
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c) Mesure de la perméabilité intestinale 

La mesure de la perméabilité intestinale est essentielle, notamment pour mettre en 

évidence une fragilisation de la barrière, généralement considérée comme un facteur important 

dans le développement de pathologies digestives telles que le syndrome de l’intestin irritable 

(SII; Camilleri and Gorman, 2007), les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) 

(Michielan and D’Incà, 2015) ou encore les allergies alimentaires (Samadi et al., 2018). 

Différentes approches permettent de mesurer la perméabilité intestinale en distinguant les voies 

para- et trans-cellulaires (Galipeau and Verdu, 2016).  

La mesure de la résistance électrique trans-épithéliale (ou TEER, abréviation de 

l’anglais “Trans-Epithelial Electrical Resistance”) évalue le flux ionique à travers l’épithélium 

par mesure de la différence de potentiel entre le pôle apical et le pôle basolatéral. Donnant une 

indication sur la perméabilité para-cellulaire, elle peut être facilement mise en place in vitro en 

culture sur insert, mais également ex vivo en chambre de Ussing.  

In vitro et ex vivo, différentes molécules peuvent être également ajoutées dans le 

compartiment apical, leur passage dans le compartiment basolatéral étant évalué sur un temps 

défini. Il peut être ainsi déterminé une perméabilité apparente, correspondant à la quantité d’une 

molécule cible ayant traversé une surface épithéliale donnée et dans un temps déterminé, qui 

est dépendante de la concentration initialement injectée. La taille et les propriétés de la molécule 

utilisée déterminent la voie de passage étudiée. Ainsi, le 51Cr-EDTA (339 Da), le mannitol (182 

Da), l’isothiocyanate de fluorescéine (ou FITC, abréviation de l’anglais “Fluorescein 

IsoThioCyanate” ; 389 Da) et la fluorescéine (ou FSS, abréviation de l’anglais “Fluorescein 

Sodium Salt” ; 332 Da) sont des molécules couramment utilisées pour évaluer la perméabilité 

para-cellulaire. La HRP (HorseRadish Peroxidase, 44 kDa) et le FITC-dextran (70 kDa) 

peuvent être utilisés pour mesurer la perméabilité trans-cellulaire. Il est à noter que, pour 

l’évaluation de la perméabilité in vivo, le FITC-dextran 4 kDa (ou FD4) est la molécule la plus 

courante, donnant une information sur la perméabilité intestinale globale. Le principe repose 

sur l’administration par gavage du marqueur fluorescent FD4 (ou radiomarqué du type 51Cr-

EDTA) puis la mesure de sa concentration plasmatique après un temps déterminé, variable en 

fonction du composé et de l’espèce animale considérés.   
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2.2. Le microbiote intestinal 

Dès la naissance, le tractus digestif est colonisé par de nombreux micro-organismes, 

définis sous le terme générique de microbiote. Ce dernier est représenté non seulement par les 

bactéries, mais également par les champignons, les virus, les archées et les protozoaires. Lors 

des phases de primo-colonisation, la composition du microbiote peut varier en fonction d’une 

naissance par voie basse ou par césarienne, pouvant avoir des conséquences sur la composition 

de celui-ci à l’âge adulte (Adlerberth and Wold, 2009; Jakobsson et al., 2014). Les premières 

années de l’enfance, estimées au 3 premières années ou plus récemment aux 12 premières 

années de la vie, sont déterminantes dans la mise en place du microbiote qui sera présent tout 

au long de la vie de l’individu (Derrien et al., 2019; Robertson et al., 2019). Bien que la présence 

d’un microbiote intestinal ne soit pas strictement indispensable à la survie de l’individu, des 

animaux axéniques pouvant être élevés en laboratoire, celui-ci assure de nombreuses fonctions 

physiologiques bénéfiques que nous allons détailler pour le microbiote bactérien, mais 

également pour le microbiote fongique, qui a également été une cible d’intérêt pour mon travail 

de thèse du fait de l’effet antimicrobien large spectre de l’argent.  

2.2.1. Le microbiote bactérien 

La population bactérienne du microbiote intestinal a été estimée entre 1013 et 1014 

(représentant 90 % du microbiote) chez l’Homme, soit un ratio de 10:1 par rapport au nombre 

de cellules humaines (Berg, 1996; Bianconi et al., 2013), même si un réajustement à un ratio de 

1:1 a été plus récemment proposé (Sender et al., 2016). La très grande diversité du microbiote 

bactérien humain est illustrée par la présence de plus de 1000 espèces (dans les selles de 124 

individus), représentant entre 3 et 9 millions de gènes (Qin et al., 2010; Yang et al., 2009) et 

assurant un apport de fonctions importantes pour la santé de l’individu. Le microbiote bactérien 

est composé de 6 phyla dont les plus représentés sont les Firmicutes et les Bacteroidetes (90 % 

du microbiote bactérien) ainsi que les Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria et 

Verrucomicrobia (Eckburg et al., 2005; Qin et al., 2010). Le microbiote bactérien n’est pas 

homogène le long du tractus digestif (Figure 20) (Donaldson et al., 2015). Le nombre de 

bactéries est en effet croissant des parties proximales vers celles plus distales, passant de 101 

bactéries par gramme dans l’œsophage à 1011 bactéries/gramme dans le côlon distal (Donaldson 

et al., 2015). Ces variations, en nombre mais également en composition, sont dépendantes des 

conditions environnementales, telles que l’oxygénation, le pH ou encore la présence de peptides 

antimicrobiens sécrétés par l’hôte. À titre d’exemple, l'intestin grêle présente un taux d’oxygène 
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plus élevé que le côlon, favorisant ainsi des espèces anaérobies facultatives tolérant également 

les acides biliaires et la forte production de peptides antimicrobiens (Figure 20A). De plus, pour 

une région du tractus donnée, la composition diffère entre la lumière intestinale et la muqueuse 

(Figure 20B). Tandis que les genres Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, 

Enterobacteriacae, Enterococcus, Clostridium et Lactobacillus sont prédominants dans la 

lumière intestinale, les familles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae sont principalement 

retrouvées au niveau de la muqueuse (Donaldson et al., 2015; Swidsinski et al., 2005). 

 

 

Figure 20 : répartition du microbiote bactérien le long du tractus digestif (A) et de la lumière à la muqueuse 

intestinale (B) chez l’Homme. 

 (Donaldson et al., 2015) 

 

Chez l’Homme, d’importantes variations inter-individuelles existent dans la 

composition du microbiote bactérien commensal et s’expliquent par de nombreux facteurs tels 

que le régime alimentaire, la zone géographique ou encore l’âge de l’individu (Eckburg et al., 

2005; Yatsunenko et al., 2012). À titre d’illustration, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia 

intestinalis et Bacteroides uniformis ont été identifiées comme des espèces fortement 

représentées chez certains individus alors qu’elles représentent moins de 0,5 % du microbiote 

bactérien pour d’autres (Lozupone et al., 2012). Bien que la composition du microbiote soit 

spécifique de chaque individu, la redondance des fonctions apportées par les différentes espèces 
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bactériennes en présence mène à des profils physiologiques similaires (Turnbaugh et al., 2009). 

En outre, d’importantes variations inter-espèces existent dans la composition du microbiote 

bactérien et il a été notamment montré que 85% des genres bactériens présents chez la souris 

ne sont pas partagés par l’Homme, bien qu’au niveau des phyla, les Firmicutes et Bacteroidetes 

soient les plus représentés pour les deux espèces (Ley et al., 2005; Nguyen et al., 2015).  

Le microbiote bactérien commensal assure de nombreuses fonctions physiologiques 

bénéfiques pour l’hôte. Tout d’abord, il assure la maturation et le renforcement du système 

immunitaire entérique (Rooks and Garrett, 2016). De plus, il assure un rôle essentiel dans le 

processus de digestion : il apporte une contribution importante au métabolisme de l’hôte en 

apportant des enzymes qui ne sont pas codées par le génome humain, comme par exemple celles 

qui permettent la dégradation des polysaccharides et des polyphénols, ou encore la synthèse de 

certaines vitamines (Rowland et al., 2018). Les produits du métabolisme bactérien tels que les 

acides gras à chaîne courte (butyrate, propionate, acétate) jouent également un rôle important 

pour le maintien de l’homéostasie intestinale et le métabolisme de l’hôte (Den Besten et al., 

2013). La présence du microbiote permet également de protéger l’hôte contre les bactéries 

pathogènes et les xénobiotiques, en assurant notamment des fonctions de détoxification 

(Koppel et al., 2017). L’interaction bactéries-xénobiotiques est aujourd’hui de plus en plus 

reconnue comme un acteur clé de la santé digestive. Le microbiote intestinal a en effet la 

capacité de métaboliser différents xénobiotiques présents dans l’alimentation et de moduler leur 

toxicité pour l'hôte (Lu et al., 2015). Réciproquement, ces composés peuvent modifier la 

composition et/ou les fonctions métaboliques du microbiote intestinal, comme rapporté pour 

diverses familles de polluants comprenant les métaux lourds, les pesticides (comme le 

chlorpyrifos ; Joly et al., 2013) ou encore les polluants organiques persistants, et les additifs 

alimentaires nano-dimensionnés (Claus et al., 2016; Jin et al., 2017; Rosenfeld, 2017). 

 

Ainsi, le microbiote bactérien est sensible à l’environnement et un déséquilibre 

important, appelé dysbiose, peut survenir. Cette dysbiose est caractérisée par une modification 

de la quantité totale de bactéries (généralement une diminution) ainsi que de la diversité des 

espèces présentes (Manichanh et al., 2006; Ott et al., 2004). Une modification du rapport entre 

Firmicutes et Bacteroidetes est également un élément clé de la dysbiose intestinale, qui peut 

représenter un facteur de risque important dans le développement de nombreuses maladies. Une 

modification du rapport Firmicutes/Bacteroidetes a ainsi été mise en évidence chez les 

personnes souffrant d’obésité (Castaner et al., 2018) ou encore de MICI (Kabeerdoss et al., 
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2015). Ces modifications sont généralement associées à une diminution de l’abondance de 

bactéries bénéfiques pour l’individu, telles que Akkermansia muciniphila (Earley et al., 2019; 

Lopez-Siles et al., 2018) ou F. prausnitzii (Lopez-Siles et al., 2018). De plus, une augmentation 

des Proteobacteria a été décrite et associée à des maladies inflammatoires chroniques, telles 

que les maladies métaboliques ou les MICI. Il a ainsi été montré que des bactéries de la famille 

Desulfovibrionaceae peuvent favoriser une inflammation intestinale chez l’Homme (Shin et al., 

2015).  

2.2.2. Le microbiote fongique 

Le microbiote fongique, également appelé « mycobiome », ne représente qu’environ 0,1 

% de la population totale de micro-organismes du microbiote intestinal d’un individu (Botterel 

et al., 2015). Pendant longtemps, il est resté peu étudié comparativement au microbiote 

bactérien, en partie dû aux limites techniques d’identification. Aucun consensus n’existe à 

l’heure actuelle sur la définition d’un mycobiome intestinal sain, en raison de la faible 

abondance et de la faible diversité des champignons présents dans l’intestin ainsi que de 

l’importante variabilité inter-individuelle, mais également au cours du temps chez un même 

individu (Hallen-Adams and Suhr, 2017). Cependant, le principal phylum est celui des 

Ascomycota, suivi des Zygomycota et Basidiomycota (Chin et al., 2020). Une étude de 

séquençage de l’ARNr 18S dans les selles de 317 individus a mis en évidence que les genres 

Malassezia, Candida et Saccharomyces sont les plus représentés avec les espèces S. cerevisiae, 

M. restricta, et C. albicans identifiées dans 96,8 %, 88,3 % et 80,8 % des échantillons, 

respectivement (Nash et al., 2017).  

Bien que la population fongique du microbiote intestinal soit peu nombreuse et peu 

diversifiée, différentes études ont mis en évidence le rôle important des espèces fongiques dans 

le maintien de l’homéostasie intestinale, mais également leur implication dans le 

développement de maladies intestinales et métaboliques (Huseyin et al., 2017; Underhill and 

Iliev, 2014). Chez des patients atteints de MICI, une importante modification du microbiote 

fongique a été observée, caractérisée par une augmentation du rapport 

Basidiomycota/Ascomycota, une proportion réduite de S. cerevisiae et une proportion accrue de 

C. albicans (Sokol et al., 2017). Il a été montré que les niveaux d’inflammation dans ces 

pathologies peuvent être atténués par S. cerevisiae (Sivignon et al., 2015) ou au contraire 

accentués par C. albicans (Jawhara et al., 2008; Sovran et al., 2018). Une relation étroite existe 

entre populations bactérienne et fongique et il a été rapporté, par exemple, que S. boulardii, une 
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espèce probiotique proche de S. cerevisiae, est capable de sécréter des phosphatases et des 

protéases, capables de désactiver les toxines produites par Clostridium difficile ou Escherichia 

coli (Buts et al., 2006; Castagliuolo et al., 1999). Certaines espèces fongiques peuvent 

également avoir un impact direct sur l’intégrité de l’épithélium intestinal. À titre d’exemple, S. 

boulardii est capable de produire des médiateurs anti-inflammatoires favorisant le maintien de 

l’intégrité des jonctions cellulaires entre les entérocytes lors d’une infection à E. coli in vitro 

(Czerucka et al., 2000).  

À ce jour, et à notre connaissance, seule une étude récente a déterminé l’impact d’un 

contaminant alimentaire sur le microbiote fongique. Wang et al. (2020) ont observé qu’une 

exposition orale à l’arsenic à une dose de 30 mg/kg p.c. chez la souris C57BL/6 sur 30 et 60 

jours a un moindre impact sur les populations fongiques que bactériennes. Selon les auteurs, 

ces différences sont notamment dues à une plus grande capacité de résistance et de 

métabolisation de l’arsenic des espèces fongiques.  

2.3. Le mucus intestinal 

L’importance que joue le mucus dans la fonction barrière intestinale, en particulier face 

aux additifs et contaminants alimentaires, a été abordée dans une revue écrite dans le cadre de 

mon travail de thèse et publiée dans Microorganisms : “Mucus: An Underestimated Gut Target 

for Environmental Pollutants and Food Additives” (Gillois et al., 2018). J’ai choisi de reprendre 

ici quelques éléments clés sur la structure et la fonctionnalité du mucus, en les faisant apparaître 

entre crochets. L’ensemble de la revue figure en Annexe. 

[Le mucus est un gel viscoélastique qui recouvre et protège l'épithélium intestinal, le 

séparant du contenu luminal. Il fonctionne comme une barrière dynamique perméable aux gaz, 

à l'eau et aux nutriments, mais imperméable à la plupart des micro-organismes. Les principaux 

constituants du mucus sont les mucines, qui sont produites, stockées et libérées par les cellules 

caliciformes.] 

Longtemps considéré comme une « simple » barrière physique, le mucus exerce 

pourtant de nombreuses fonctions essentielles au maintien de l’homéostasie intestinale, telles 

que la lubrification de l’épithélium (facilitant la progression du contenu digestif), sa protection 

par la présence de molécules antibactériennes, ou encore le rôle de niche écologique pour une 

partie des bactéries du microbiote intestinal (voir section 2.3.3, p66) (Mercier-Bonin et al., 
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2018, 2016). En ce qui concerne son rôle en (nano) toxicologie alimentaire (Gillois et al., 2018), 

[nous avons illustré l'existence de relations bidirectionnelles entre le mucus et différentes 

familles d’additifs et de contaminants chimiques présents dans l’alimentation, comme les 

émulsifiants, les nanomatériaux, les métaux lourds, les pesticides ou encore les polluants 

organiques persistants. En raison de ses propriétés de barrière par la taille et la charge, le mucus 

peut piéger les xénobiotiques, diminuant ainsi leur toxicité pour l'hôte. À l'inverse, ces mêmes 

substances peuvent affecter les caractéristiques du mucus (nombre de cellules caliciformes, 

épaisseur et pénétrabilité, expression et composition des mucines) tout au long du tractus 

digestif, avec des effets potentiellement délétères sur la santé de l'hôte.]. Les interactions entre 

le mucus et les AgNP seront présentées dans la partie 3, sections 2.2.1 (p84) et 2.3.3 (p91). 

2.3.1. Organisation structurelle du mucus 

La structure du mucus varie le long du tractus digestif et notamment entre l’intestin grêle 

et le côlon (Figure 21).  

Dans l'intestin grêle, le mucus remplit l'espace entre les villosités et il est relativement 

perméable aux micro-organismes (Atuma et al., 2001). La population microbienne est régulée 

par une forte production de peptides antimicrobiens (Dupont et al., 2015) et 

d’immunoglobulines A (sIgA) et G (sIgG) (Strugnell and Wijburg, 2010) qui sont piégés dans 

le mucus et permettent de limiter le contact des bactéries avec l’épithélium (Meyer-Hoffert et 

al., 2008).  

Dans le côlon distal, une structure du mucus en bi-couche est généralement décrite : une 

couche interne fine (> 200 μm chez l'Homme ; 50 µm chez la souris) et stérile, assurant le 

maintien d’une barrière entre le microbiote et les cellules épithéliales intestinales (Johansson et 

al., 2013, 2008) ; une couche externe, de structure plus lâche (jusqu'à 800 μm d’épaisseur chez 

l’Homme ; 100 µm chez la souris), servant d’habitat pour certaines espèces du microbiote (voir 

section 2.3.3, p66). Jusqu’à récemment, il était communément admis que la couche interne est 

fermement attachée à l’épithélium. Une étude de notre équipe a toutefois établi que, chez le 

rongeur (souris et rat) et dans le côlon distal, la couche de mucus interne, requalifiée de couche 

de mucus « fécale », recouvre plutôt le contenu colique, permettant le « confinement » du 

microbiote, et n’est donc pas adhérente à la surface épithéliale (Kamphuis et al., 2017).  
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Figure 21: organisation structurelle du mucus dans l'intestin grêle et le côlon (Johansson et Hansson, 2016) 

2.3.2. Mucus et mucines 

Le mucus est composé en grande partie de mucines sécrétées, en opposition aux mucines 

membranaires, qui sont des protéines fortement glycosylées et majoritairement responsables 

des propriétés viscoélastiques du mucus (McGuckin et al., 2011). Le mucus contient également 

des électrolytes, des lipides, de l’ADN et diverses protéines telles que les Trefoil Factor Family 

(TFF), l’ensemble jouant également un rôle dans ses propriétés rhéologiques (Bansil et Turner, 

2018). À titre d’illustration, une absence de lipides dans le mucus conduit à une très forte 

diminution de la viscoélasticité du mucus (Murty et al., 1984) et augmente considérablement 

sa perméabilité aux xénobiotiques (Larhed et al., 1998).  

Différentes mucines ont été répertoriées chez l’Homme et leur répartition dans le tractus 

digestif diffère selon la région considérée (Tableau 3). 
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Tableau 3 : composition des mucines gélifiantes et membranaires du tractus digestif  

(D’après McGuckin et al. (2011)) 

 

 

Dans l’intestin grêle et le côlon, la mucine majoritaire est MUC2. Comme l’ensemble 

des mucines, MUC2 est une O-glycoprotéine dont la structure protéique centrale, aussi appelée 

domaine PTS, est riche en acides aminés proline, thréonine et sérine. La synthèse est initiée 

dans le réticulum endoplasmique, où une N-glycosylation lie une N-acétylgalactosamine 

(GalNAc) aux groupements hydroxyles des acides aminés thréonine et sérine. Les mucines 

s’assemblent alors en dimères par leur région C-terminale (Asker et al., 1998) puis elles sont 

adressées dans l’appareil de Golgi (Figure 22A). Au cours de leur transport dans l’appareil de 

Golgi, des réactions de O-glycosylations s’opèrent, en partant de la GalNAc, générant des O-

glycanes. Cette série de O-glycosylations est sous contrôle d’une large famille d'enzymes, les 

glycosyltransférases (Bennett et al., 2012). Ces dernières ajoutent successivement des 

monosaccharides, tels que le galactose, le fucose, la N-acétylglucosamine (GlcNAc) ou la 

GalNAc, la composition de la chaîne formée étant déterminée par le type de glycosyltransférase 

intervenant dans la réaction. Ces longues chaînes de O-glycanes sont généralement terminées 

par un groupement d’acide sialique, de fucose ou des résidus sulfatés. La nature de ces 

groupements terminaux est déterminante dans les interactions avec l’environnement et en 

particulier le microbiote (Juge, 2012). Les O-glycanes représentent la plus grande part de la 

masse molaire de la glycoprotéine, qui peut atteindre 2,7 MDa (Axelsson et al., 1998) et sont 

fortement hydrophiles, conférant au mucus une hydratation importante. Les mucines 

s’oligomérisent par leur région N-terminale puis sont stockées dans des vésicules avant 

sécrétion (McGuckin et al., 2011). La sécrétion du mucus est sous contrôle de voies calcium-

dépendantes, une exocytose pouvant être modulée par de nombreux facteurs tels que des 

Tissu Mucines sécrétées 

Bouche MUC5B MUC1

MUC7 MUC4

MUC19 MUC16

Estomac MUC5AC MUC1

MUC6 MUC16

Intestin grêle MUC2 MUC1 MUC4 MUC15

MUC3A MUC12 MUC16

MUC3B MUC13 MUC17

Côlon MUC2 MUC1 MUC4 MUC15

MUC5AC MUC3A MUC12 MUC16

MUC6 MUC3B MUC13 MUC17

Mucines membranaires 
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hormones, des cytokines ou encore des composants bactériens luminaux (McGuckin et al., 

2011). À titre d’exemple, les lipopolysaccharides (LPS) produits par E. coli stimulent la 

production de mucus sur un modèle in vitro de cellules caliciformes HT29-MTX, associée à 

une induction de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 en réponse à cette mise en contact 

(Smirnova et al., 2003). 

 

Figure 22 : les différentes étapes post-transcriptionnelles avant sécrétion du mucus (A) et structuration du 

réseau de MUC2 formant les deux couches distinctes du mucus dans le côlon (B). 

(Adapté de Ijssennagger et al. (2016) et McGuckin et al. (2011)) 

 

Une fois sécrétées, les mucines confèrent une structure en « maille » au mucus (Figure 

22B). Les clivages protéolytiques de MUC2 catalysés par les enzymes bactériennes au niveau 

du côlon favorisent la transition d’un réseau de mucines dense à un réseau plus lâche, permettant 

dès lors aux bactéries l’accès à une niche écologique riche en substrat pour leur survie 

(Ijssennagger et al., 2016; Johansson et al., 2008).  
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2.3.3. Interactions microbiote intestinal/mucus 

L’analyse des interactions croisées entre le microbiote intestinal et le mucus fait 

aujourd’hui l’objet de nombreuses études de la littérature (Corfield, 2018; Jakobsson et al., 

2015; Schroeder, 2019).  

La production, le renouvellement et les propriétés du mucus intestinal sont dépendants, 

du moins en partie, de la présence et de la composition du microbiote. En effet, il a été montré 

chez le rat axénique que l’absence de microbiote conduit à une production de mucus moindre 

dans le côlon, une épaisseur plus faible et une structure plus lâche. II a pu également être 

observé localement une absence de mucus (Szentkuti et al., 1990). Cependant, la colonisation 

de souris axéniques par le microbiote de souris conventionnelles permet de rétablir les 

propriétés du mucus dans le côlon (i.e., couche interne imperméable aux bactéries) six semaines 

après inoculation (Johansson et al., 2015). De manière intéressante, des niveaux élevés du genre 

Desulfovibrio, appartenant aux bactéries sulfato-réductrices (ou SRB, abréviation de l’anglais 

“Sulfate-Reducing Bacteria”), ont été associés à un phénotype particulier du mucus avec une 

plus forte pénétrabilité aux bactéries et à des billes de l'ordre du micron (Jakobsson et al., 2015). 

La production de sulfure d’hydrogène par les SRB induirait la réduction des ponts disulfures 

entre les mucines, favorisant une forme plus lâche du mucus et plus permissive aux bactéries 

(Ijssennagger et al., 2016).  

La composition du mucus, plus particulièrement au niveau des O-glycanes, est 

également modulée par certaines espèces bactériennes du microbiote intestinal. Bacteroides 

thetaiotaomicron, une espèce commune aux microbiotes humain et murin, est ainsi capable 

d’induire une fucosylation des mucines dans l’iléon de souris (Bry et al., 1996). Cette induction 

de la fucosylation est dépendante de la capacité de métabolisation du fucose par la bactérie, lui 

assurant l’apport d’une source nutritionnelle préférentielle. Cette bactérie n’est pas la seule à 

utiliser les glycanes des mucines comme substrats. En effet, notre revue aborde ce point plus 

en détail (Gillois et al., 2018) :  

[Le mucus fournit un habitat pour le microbiote intestinal, la grande diversité des 

glucides liés aux mucines pouvant être utilisée par les bactéries « mucophiles » comme source 

d'énergie (Bäckhed et al., 2005; Kaoutari et al., 2013; Sonnenburg et al., 2005) ou comme sites 

de liaisons préférentielles via les adhésines bactériennes (Juge, 2012). Les bactéries dégradant 

le mucus possèdent une grande variété d'enzymes (glycosidases, sulfatases, sialidases, etc.) 

pour l’hydrolyse des glycanes du mucus afin d’obtenir des oligosaccharides pour leur propre 
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métabolisme, présentant donc un avantage compétitif pour la colonisation de la muqueuse. De 

nombreuses bactéries mucolytiques ont été décrites à ce jour (Tailford et al., 2015), dont A. 

muciniphila (Derrien et al., 2004), B. thetaiotaomicron (Bry et al., 1996), Bacteroides fragilis 

(Huang et al., 2011), Ruminococcus gnavus et Ruminococcus torques (Crost et al., 2013; Png 

et al., 2010)]. 

L’ensemble de ces bactéries ne possèdent pas les mêmes capacités enzymatiques, ainsi 

une coopération métabolique entre bactéries mucolytiques est nécessaire pour une dégradation 

poussée des mucines (Derrien et al., 2010). La dégradation des mucines par ces espèces favorise 

leur croissance, mais également celle d’autres bactéries n’ayant pas ces mêmes capacités. C’est 

par exemple le cas pour certaines souches E. coli commensales (Chang et al., 2004) ou encore 

le genre Enterococcus (Pultz et al., 2006) qui utilisent comme source de carbone les produits 

de dégradation du mucus.  

Comme le précise notre revue, [une autre caractéristique importante pour l'adaptation 

des bactéries intestinales à l'environnement muqueux est leur capacité de liaison au mucus 

comme, par exemple, dans le cas des bactéries lactiques. Les déterminants spécifiques 

favorisant l'adhésion aux mucines comprennent les pili, tels que ceux produits par Lactobacillus 

rhamnosus GG (Von Ossowski et al., 2010) et les protéines de liaison au mucus (MUB pour 

mucus-binding), comme chez Lactobacillus reuteri (MacKenzie et al., 2010). ]  

Au-delà de la composante bactérienne du microbiote et de son interaction étroite avec 

le mucus, très peu d’informations sont disponibles sur les composantes fongique et virale. Leur 

implication pourrait pourtant avoir un fort impact au niveau de cette niche écologique à forte 

compétition nutritionnelle pour le substrat que représente le mucus au travers des mucines. À 

titre d’exemple, l’étude de Barr et al. (2013) a montré que des bactériophages adhérant au mucus 

réduisaient localement la colonisation bactérienne.  

  



68 

 

3. Fragilisation de la barrière intestinale induite par le stress 

psychologique 

Comme introduit précédemment, la fragilisation de la barrière intestinale est 

généralement considérée comme un facteur important dans de nombreuses pathologies 

digestives. Dans ce cadre, les travaux menés au laboratoire portent sur le stress psychologique 

et son rôle dans cette fragilisation de la fonction barrière de l’intestin (Ilchmann-Diounou et 

Menard, 2020), se traduisant par une altération de la perméabilité intestinale mais également 

des propriétés du mucus et de la composition du microbiote intestinal, éléments que nous allons 

aborder ci-après. 

3.1. Généralités sur le stress 

En 1915, Cannon décrit pour la première fois la notion de « combat- fuite » en réponse 

à une menace extérieure (Cannon, 1915). Cette réponse, caractérisée par une forte activation du 

système nerveux sympathique, a été plus tard décrite comme la première phase de réponse au 

stress aigu. C’est en 1936 que Selye décrit, pour la première fois, la notion de stress comme une 

adaptation générale de l’organisme à tout stimulus nocif, mettant en avant l’implication de l’axe 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien (ou HPA, abréviation de l'anglais “Hypothalamic–

Pituitary–Adrenal“) dans l’induction des effets biologiques en réponse à celui-ci (Selye, 1936).  

Tandis que l’activation de l’axe sympathique entre en jeu dans la première phase de 

réponse à un stress aigu, l’axe HPA est impliqué dans la réponse adaptative à un stress 

chronique. Au-delà de la notion de stimulus nocif, le stress peut avoir différentes sources : il est 

communément associé à un état psychologique (anxiété) mais il peut être également 

environnemental (température), biologique (infection) ou encore chimique (xénobiotiques) 

(Fink, 2010).  

L’axe HPA implique le système nerveux central (SNC) via l’hypothalamus et 

l’hypophyse (ou glande pituitaire) et son action sur l’organisme est assurée en périphérie par 

les glandes surrénales (Figure 23). En réponse à un stress, le noyau paraventriculaire (PVN) de 

l’hypothalamus libère de la corticolibérine (CRH, Corticotropin Releasing Hormone) dans la 

circulation portale hypophysaire, qui est transportée vers l’hypophyse antérieure, où elle se lie 

à son récepteur respectif (CRH1). En réponse à ce stimulus, une production de l’hormone 

corticotrope (ACTH, Adreno CorticoTropic Hormone) est assurée par l’hypophyse, cette 

hormone étant libérée dans la circulation sanguine. Au niveau des glandes surrénales, l’ACTH 
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stimule la production et la sécrétion de glucocorticoïdes comme le cortisol (Homme) ou la 

corticostérone (rat et souris) (Smith and Vale, 2006). Les glucocorticoïdes (cortisol chez 

l’Homme ; corticostérone chez le rongeur) sont les principales hormones effectrices de l'axe 

HPA et, via leur liaison à leurs récepteurs intracellulaires, ont pour fonction de réguler les 

adaptations physiologiques au stress (Munckt et al., 1984). Ils agissent notamment sur les 

différents acteurs de la fonction barrière intestinale (Ilchmann-Diounou and Menard, 2020), et 

le maintien d’un stress chronique peut être impliqué dans le développement de nombreuses 

pathologies digestives.  

 

Figure 23 : régulation de la réponse au stress par l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.  

 (Oakley and Cidlowski, 2013). 

3.2. Effet du stress sur la fonction barrière intestinale chez l’Homme 

Il a été montré lors d’un stress psychologique aigu, consistant à demander à des étudiants 

d’effectuer une présentation orale, que l’augmentation du taux d’anxiété et des taux de cortisol 

dans la salive était associée à une augmentation de la perméabilité intestinale (Vanuytsel et al., 

2014). D’autre part, la composition du microbiote peut être affectée chez des individus sujets à 

un syndrome de stress post-traumatique (SSPT). En effet, l’étude de Hemmings et al. (2017) a 

mis en évidence une diminution des phyla Actinobacteria, Lentisphaerae et Verrucomicrobia 

chez des individus soumis au SSPT.  
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Une altération du microbiote bactérien (Chong et al., 2019; Collins, 2014) ainsi qu’une 

augmentation de la perméabilité intestinale (Camilleri et al., 2012) ont également été mises en 

évidence chez des patients atteints du SII, l’augmentation de la perméabilité intestinale étant 

corrélée à une augmentation de la sensibilité viscérale (Zhou et al., 2009). Le SII est un trouble 

fonctionnel intestinal avec une prévalence mondiale moyenne évaluée à 11,2 % (Lovell and 

Ford, 2012) et un taux d’incidence (apparition de nouveaux cas) estimé entre 1,35 % et 1,5 % 

par an (Ford et al., 2008; Halder et al., 2007). Bien que l’étiologie du SII soit multifactorielle, 

il a été montré que les facteurs de stress psychologique, pouvant aller de l’anxiété à la détresse 

psychologique, sont susceptibles de déclencher et d’entretenir des phases de douleurs 

intestinales, caractéristiques de ce trouble (Bennett et al., 1998; Lackner et al., 2010), pouvant 

entretenir à leur tour des états d’anxiété et de dépression (Janssens et al., 2015).  

Face à la complexité des études chez l’Homme sur l’impact du stress psychologique sur 

la mise en place et l’entretien des altérations de la fonction barrière intestinale et des troubles 

associés, des modèles animaux ont été développés au sein de la communauté scientifique pour 

mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués.  

3.3. Les modèles animaux de stress psychologique et leurs effets sur la 

fonction barrière intestinale 

Deux grandes catégories de modèles de stress existent chez le rongeur : les stress aigus, 

s’approchant d’un état de traumatisme, et les stress chroniques, plus proches d’un état d’anxiété 

durable dans le temps. Dans ce paragraphe, nous allons nous focaliser sur les deux principaux 

modèles de stress psychologique aigu et chronique chez l’adulte, pratiqués au laboratoire : le 

stress de contrainte et le stress d’évitement passif de l’eau (WAS, Water Avoidance Stress). 

Nous présenterons également leurs conséquences sur la fonction barrière intestinale. 

3.3.1. Le stress de contrainte  

Le stress de contrainte est le modèle le plus largement utilisé dans l’induction d’un stress 

psychologique aigu chez le rongeur. Ce modèle consiste généralement à placer l’animal dans 

un tube ventilé, dont les dimensions ne permettent pas à l’animal de se mouvoir, sur une durée 

comprise entre 1 h et 4 h. Une autre approche peut être également l’immobilisation de l’animal 

dans un harnais conçu à cet effet (Farre et al., 2007). Par ailleurs, le stress de contrainte peut 

être combiné avec une source de stress physique tel qu’un stress auditif (Demaude et al., 2006) 

ou un stress thermique avec une température proche de 4°C (Ataka et al., 2003; Saunders et al., 
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2002). Ces modèles induisent un état d’anxiété et de dépression transitoire chez le rat et la souris 

(Fekri et al., 2020) ainsi qu’une altération de la fonction barrière intestinale.  

En effet, il a été montré que le stress de contrainte induit une augmentation de la 

perméabilité intestinale. Dans une première étude de Saunders et al. (1994), les auteurs ont 

montré qu’un stress de contrainte d’une durée de 4 h se traduit par une perméabilité intestinale 

du jéjunum plus forte en chambre de Ussing, caractérisée par une augmentation du passage du 

51Cr-EDTA ainsi qu’une diminution de la TEER. Meddings et Swain (2000) ont établi que l’axe 

HPA et plus particulièrement les glucocorticoïdes sont importants dans l’augmentation de la 

perméabilité intestinale induite par le stress de contrainte, les altérations ayant été corrigées par 

une surrénalectomie ou un traitement avec des antagonistes des récepteurs aux glucocorticoïdes. 

De plus, il a été montré dans l’équipe que l’augmentation de la perméabilité intestinale induite 

par le stress de contrainte est dépendante de l’ouverture des jonctions serrées, un traitement 

avec un inhibiteur de la MLCK permettant de rétablir la perméabilité intestinale à un niveau 

physiologique basal (Ait-Belgnaoui et al., 2005). Le microbiote intestinal joue également un 

rôle important dans la réponse de l’organisme au stress aigu. Les animaux axéniques présentent, 

en effet, une réponse de l’axe HPA plus marquée que les animaux conventionnels en réponse 

au stress de contrainte. Par ailleurs, il a été montré que les effets délétères du stress aigu sur la 

perméabilité intestinale peuvent être modulés par un traitement avec la souche probiotique 

Lactobacillus farciminis, diminuant l’activation de l’axe HPA (Ait-Belgnaoui et al., 2012). 

3.3.2. Le stress d’évitement passif de l’eau  

Le WAS est un stress psychologique chronique qui consiste à placer l’animal sur une 

plateforme transparente de petite taille, elle-même placée dans une bassine remplie d’eau à 1 

cm au-dessus du niveau d’eau. La profondeur d’eau dans la bassine ne permet pas à l’animal 

de toucher le fond, la plateforme étant donc la seule zone où il puisse se tenir. L’animal y est 

placé 1 h/jour, le test pouvant être renouvelé de 7 à 10 jours (Bonaz and Taché, 1994; Da Silva 

et al., 2014). Initialement développé chez le rat (Enck et al., 1989), ce modèle peut également 

être appliqué à la souris (Gui et al., 2004; Yvon et al., 2019).  

Le WAS induit un état d’anxiété chronique conduisant à une augmentation de la 

perméabilité intestinale, une dysbiose du microbiote intestinal, ainsi qu’une altération des 

propriétés du mucus et favorise également le développement d’une inflammation intestinale de 

bas-grade (Figure 24), reproduisant la physiopathologie du SII chez l’Homme (Ait-Belgnaoui 
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et al., 2014; Bradesi et al., 2005; Sun et al., 2013; Yvon et al., 2019; Zareie et al., 2006). Dans 

ce modèle, la corticostéronémie est augmentée (Söderholm et al., 2002), les effets observés 

étant comparables à une administration chronique de corticostérone pendant 10 jours chez le 

rat (Hong et al., 2011). L’augmentation de la perméabilité intestinale est retrouvée chez le rat 

et la souris (Takashima et al., 2020; Yvon et al., 2019) et une diminution du nombre de cellules 

caliciformes productrices de mucus a été observée chez le rat (Söderholm et al., 2002). Il a été 

montré dans l’équipe que le WAS induit chez le rat une altération des propriétés cohésives du 

mucus via la modification de la longueur des chaînes de O-glycanes des mucines (Da Silva et 

al., 2014). L’étude de Söderholm et al. (2002) a révélé que cette altération de la fonction barrière 

de l’intestin favorise l’adhérence bactérienne à l’épithélium, induisant une réponse 

inflammatoire chez le rat. Cette inflammation intestinale a récemment été confirmée dans 

l’équipe chez la souris, en mettant en évidence une augmentation de la lipocaline-2 dans les 

fèces (Yvon et al., 2019). Il a également été montré chez la souris que le stress WAS induit une 

dysbiose du microbiote bactérien fécal après 10 jours de stress (Sun et al., 2013). Une forte 

augmentation du rapport Firmicutes/Bacteroidetes ainsi que des γ-Proteobacteria a ainsi été 

décrite. Les auteurs ont également souligné dans cette étude que les effets délétères du WAS 

(augmentation de la perméabilité, inflammation intestinale) peuvent être transmis, par 

coprophagie, aux animaux partageant la même cage mais n’ayant pas été soumis eux-mêmes 

au stress.  
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Figure 24 : fonction barrière intestinale intègre (A) et fragilisée par un stress psychologique chronique (B). Le 

stress induit une dysbiose intestinale (1), une altération des propriétés du mucus avec une plus forte 

pénétrabilité aux bactéries (2). Au niveau de l’épithélium, le nombre de cellules caliciformes diminue (3) et la 

perméabilité est augmentée (4) favorisant l’induction d’une réponse inflammatoire (5). 
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Partie 3 -  Devenir et toxicité de l’argent nanoparticulaire et/ou 

ionique au cours d’une exposition orale 

Dans le présent chapitre, nous aborderons les connaissances actuelles sur les 

transformations physico-chimiques de l’argent nanoparticulaire et/ou ionique au cours de la 

digestion, ainsi que leur impact sur la fonction barrière intestinale et, à plus grande échelle, sur 

l’organisme, en nous focalisant sur les mammifères.  

1. Le devenir de l’argent au cours d’une exposition orale 

1.1. Conséquences de la digestion sur les propriétés de l’argent 

Différentes approches permettent d’étudier l’évolution des propriétés physico-

chimiques d’un composé au cours de la digestion dans les parties hautes du tractus gastro-

intestinal, même s’il faut garder à l’esprit que les observations effectuées peuvent être 

partiellement représentatives de la réalité physiologique, en raison des limites des systèmes 

utilisés (Ménard et Dupont, 2014). Les modèles les plus courants sont in vitro et en conditions 

statiques, reposant sur une série de réactions mimant les différentes phases digestives (Figure 

25). Ces modèles prennent généralement en considération les variations de pH, le temps de 

transit, ainsi que l’activité des enzymes caractéristiques de ces différentes phases (Figure 25 et 

Tableau 4). Une digestion en conditions « nourries » (i.e., avec ajout d’une matrice alimentaire) 

peut être également considérée. Ces modèles ont été notamment utilisés pour évaluer l’impact 

de la digestion sur des AgNP modèles (Abdelkhaliq et al., 2020; Böhmert et al., 2014; Laloux 

et al., 2020; Lichtenstein et al., 2015), mais également plus récemment sur des produits d’argent 

colloïdal commercialisés (Rogers et al., 2020; Wu et al., 2018). Les transformations physico-

chimiques des AgNP au cours de la digestion ont été abordées dans la revue de Bi et al. (2020) 

co-écrite par l’équipe ; dans ce cadre, nous allons détailler ci-dessous l’impact des différentes 

phases digestives.  
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Figure 25 : exemple d’une digestion artificielle de nanoparticules d'argent incluant les phases salivaire, 

gastrique et intestinale. Le temps de transit et le pH pour chaque phase peuvent varier en fonction des études.  

(Kästner et al., 2017) 

 

 

 

 

Tableau 4 : exemple de la composition des différents fluides digestifs pouvant être utilisés lors d’une digestion in 

vitro (D'après Kästner et al., 2017; Lichtenstein et al., 2015) 

 
Phase Salivaire Gastrique Intestinale 

Composants 

NaCl NaCl NaCl 

NaSCN KCl CaCl2 

NA2SO4 KH2PO4 MgCl2 

NaHCO3   NaHCO3 

KCl Mucine   

KH2PO4 Pepsine Bile 

CaCl2   Pancréatine 

    Trypsine 

Acide urique   Urée 

Urée     

      

Mucine     

α-amylase     
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1.1.1. Phase salivaire 

La phase salivaire est caractérisée par une solution à pH proche de la neutralité contenant 

généralement de l’α-amylase et des mucines salivaires (Abdelkhaliq et al., 2020; Kästner et al., 

2017; Laloux et al., 2020; Walczak et al., 2012) (Tableau 4), et dont la mise en contact avec les 

AgNP est effectuée sous agitation pendant quelques minutes (2 à 5 min). Dans ces conditions, 

les protéines présentes en solution, notamment les mucines (Wu et al., 2018), s’adsorbent à la 

surface des AgNP et forment une couronne protéique, appelée également « corona ». Ce 

« corona » favorise alors leur stabilité dans le milieu. La présence d’une matrice alimentaire, 

pouvant être composée d’un mélange d’amidon, d’huile et de protéines (lait ou albumine), 

favorise également la formation d’un « corona » stabilisateur (Kästner et al., 2017; Laloux et 

al., 2020; Lichtenstein et al., 2015). En absence de ces protéines, une agglomération partielle, 

caractérisée par la formation d’amas de nanoparticules, est observée (Pinďáková et al., 2017; 

Walczak et al., 2012).  

1.1.2. Phase gastrique 

La phase gastrique, caractérisée par la présence de pepsine (Tableau 4) et par un pH 

acide dont la valeur varie grandement (entre 1 et 6, en fonction de l’absence ou la présence du 

bol alimentaire, respectivement (Mudie et al., 2010)), conduit à une forte agglomération des 

AgNP, dépendante de leur taille, du type de revêtement et du pH. Ainsi, l’étude de Axson et al. 

(2015) a évalué l’évolution du diamètre hydrodynamique (par DLS) des AgNP de taille 20 nm 

ou 110 nm avec un revêtement PVP ou citrate dans une solution gastrique, sans enzymes et de 

pH variant de 2 à 5. Les résultats de cette étude montrent que l’agglomération des AgNP est 

plus importante lorsque le pH est plus acide. De plus, les AgNP avec un revêtement PVP sont 

plus stables que celles recouvertes de citrate. Enfin, l’agglomération est plus marquée pour les 

nanoparticules de taille 20 nm comparativement à celles de 110 nm. 

Outre le phénomène d’agglomération, une oxydation/dissolution des nanoparticules en 

ions Ag+ a pu être mise en évidence dans différentes études (Abdelkhaliq et al., 2020; Liu et 

al., 2012; Wu et al., 2018). Liu et al. (2012) ont démontré que l’oxydation est dépendante de la 

taille des nanoparticules et du pH. Plus la taille est petite et le pH faible, plus celle-ci est 

importante. L’ion Ag+ ainsi formé interagit avec le milieu environnant et plus particulièrement 

avec les ions chlorure Cl- pour former des complexes AgCl (Rogers et al., 2012). La présence 

de ces complexes AgCl, formés en solution ou à la périphérie des AgNP, expliquerait le 
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phénomène d’agglomération observé dans la phase gastrique, qui serait dû à la perte de 

l’électronégativité de surface des nanoparticules et à la diminution résultante des répulsions 

électrostatiques entre elles (Axson et al., 2015). 

Comme dans la phase salivaire, la présence d’une matrice alimentaire limite la 

formation d’agglomérats d’AgNP dans la phase gastrique, en raison d’une part de 

l’augmentation du pH gastrique et d’autre part de la présence d’un « corona » favorisant la 

stabilisation des AgNP (Kästner et al., 2017; Laloux et al., 2020; Lichtenstein et al., 2015; 

Walczak et al., 2012).  

1.1.3.  Phase intestinale 

La phase intestinale est caractérisée par un retour à un pH proche de la neutralité et à la 

présence de sels biliaires (Tableau 4). Au cours de cette phase, une désagglomération partielle 

est généralement observée (Kästner et al., 2017; Laloux et al., 2020; Lichtenstein et al., 2015), 

et peut être totale en présence d’une matrice alimentaire (Walczak et al., 2012). Pendant cette 

phase, l’argent, initialement sous forme de complexes AgCl, se retrouve préférentiellement lié 

aux biomolécules du milieu environnant, et plus particulièrement les protéines (Wu et al., 

2018), probablement du fait de la forte affinité de l’ion Ag+ pour les groupements thiols de ces 

dernières (Liu et al., 2012). 

En conclusion, au cours de la digestion, les AgNP subissent d’importantes modifications 

qui sont dépendantes de leurs propriétés intrinsèques (taille, charge de surface, revêtement), 

mais également des conditions physico-chimiques spécifiques des différents compartiments du 

tractus digestif. L’ensemble de ces paramètres vont contribuer à la distribution de l’argent dans 

les tissus après une exposition orale.  

1.2. Biodistribution de l’argent dans les tissus 

1.2.1.  Chez l’Homme 

Peu d’informations sont disponibles chez l’Homme sur le devenir de l’argent lors d’une 

exposition orale. L’affection la plus connue, quoique rare, est l’argyrisme. Elle est caractérisée 

par une décoloration de la peau lui donnant une couleur gris-bleu, due à l’accumulation d’argent 

au niveau du derme et de l’épiderme. Ce phénomène est d’autant plus important que la peau est 

exposée au soleil (Simon and Buchanan, 2020; White et al., 2003). Cette affection peut se 
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développer après plusieurs années d’ingestion quotidienne d’argent colloïdal (sous forme 

nanoparticulaire et/ou ionique), souvent produit artisanalement, à des concentrations de l’ordre 

de 10 µg/mL (Chung et al., 2010) et à des volumes consommés pouvant aller d’une dizaine de 

mL (Gulbranson et al., 2000) à un litre (Jung et al., 2017) par jour. Bien que l’argyrisme ne soit 

généralement pas associé à d’autres pathologies (Gulbranson et al., 2000; White et al., 2003), 

deux études de cas ont rapporté le développement d’un adénocarcinome gastrique (Chung et 

al., 2010) et d’une myopathie (Jung et al., 2017) en lien avec la consommation d’argent 

colloïdal. L’implication de l’argent dans ces pathologies n’a pas pu être clairement établie, des 

dépôts d’argent ayant cependant été détectés dans la muqueuse gastrique du sujet présentant 

l’adénocarcinome gastrique (Chung et al., 2010).  

Munger et al. (2014) ont mesuré une concentration sanguine de 1,6 ± 0,4 µg/L et 6,8 ± 

4,5 µg/L d’argent chez une vingtaine de patients exposés par voie orale pendant 14 jours à 10 

µg/mL et 32 µg/mL respectivement, d’argent colloïdal composé de nanoparticules de 60 nm. 

Ceci correspondrait à une dose de 1,4 et 6,9 µg/kg p.c./jour pour un individu de 70 kg, sachant 

que la consommation journalière est de 10 mL et 15 mL, respectivement. Chez l’ensemble des 

individus, l’argent n’a pas été détecté dans les urines et les paramètres sanguins et métaboliques 

étudiés n’ont pas été perturbés, indiquant l’absence d’effet délétère de ce produit dans le 

contexte de l’étude.  

1.2.2. Chez l’animal 

Les études de biodistribution de l’argent, sous sa forme nanoparticulaire et/ou ionique, 

ont généralement été menées chez le rat en exposition aiguë (< 96 h), sub-chronique ou 

chronique (de 2 à 13 semaines), quelques études existant également chez la souris (Bergin et 

al., 2016; Gan et al., 2020; Park et al., 2010; Shahare et al., 2013). L’ensemble de ces études 

convergent vers une excrétion réalisée principalement par voie fécale. Ainsi, Bergin et al. 

(2016) ont rapporté une excrétion de 70,5 % des AgNP-PVP (110 nm) et 98 % des AgNP-citrate 

(20 nm) 48 h après une administration unique par gavage de 10 mg d’AgNP/kg p.c. chez la 

souris, soulignant l’importance que peut représenter la taille et/ou le type de revêtement dans 

l’élimination des AgNP par l’organisme. Des résultats similaires ont été obtenus chez le rat 

avec une estimation de l’excrétion de l’argent par voie fécale comprise entre 60 et 80 % 24 h 

après administration (Loeschner et al., 2011; Tiwari et al., 2017). L’excrétion par voie urinaire 

est très faible, avec une proportion de la dose administrée estimée à moins de 0,5 % (Bergin et 

al., 2016; Loeschner et al., 2011; Yun et al., 2015). 
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Bien que faible comparativement aux doses administrées, la bioaccumulation de l’argent 

est également conditionnée par la chronicité d’exposition et s’effectue dans différents organes, 

en fonction également de la concentration et de la forme d’argent ingéré. Les AgNP de petite 

taille (22 nm) se retrouvent dans la majorité des organes (foie, rate, rein, cerveau, testicules ; 

Park et al., 2010). Il est à noter également que l’argent ionique (nitrate ou acétate d’argent), 

inclus parfois dans la stratégie expérimentale comme contrôle, se distribue dans les tissus plus 

facilement que les AgNP (Loeschner et al., 2011; Qin et al., 2017), celui-ci pouvant par la suite 

former de novo des AgNP (Juling et al., 2016). 

Le type d’organe présentant une bioaccumulation significative de l’argent varie 

fortement en fonction des études et des conditions expérimentales testées. Le foie (Gan et al., 

2020; Qin et al., 2017), les reins et la rate (Hendrickson et al., 2016) sont des organes 

d’accumulation privilégiée. À titre d’exemple, il a été retrouvé chez le rat, exposé oralement 

pendant 28 jours à 1 mg/kg p.c./jour d’AgNP vs AgNO3, la présence d’argent principalement 

dans le foie (d’environ 150 et 350 ng/g tissu sec pour AgNP et AgNO3, respectivement), mais 

également en moindre quantité dans les reins, la rate et les testicules (entre 50 et 100 ng/g tissu) 

(Qin et al., 2017). L’argent, parfois sous sa forme nanoparticulaire, a également été détecté dans 

le cerveau (Da˛browska-Bouta et al., 2016; Park et al., 2010; Skalska et al., 2020) et les 

poumons (Hong et al., 2014; Park et al., 2010).  

De par leur proximité immédiate avec la lumière intestinale, les tissus du tractus digestif, 

en particulier l’iléon et le duodénum, présentent une accumulation relativement importante 

d’argent, pouvant varier entre une dizaine de ng et une dizaine de µg/g de tissu sec, en fonction 

des conditions expérimentales (Bergin et al., 2016; Chen et al., 2017; Garcia et al., 2016; Juling 

et al., 2016; Loeschner et al., 2011). Des AgNP ont également pu être mises en évidence par 

MET-EDX dans la lamina propria de l’iléon (Jeong et al., 2010; Loeschner et al., 2011).  

La présence d’argent sous forme nanoparticulaire et/ou ionique dans les différents 

organes, mais également durant le transit intestinal, peut induire une toxicité vis-à-vis des 

cellules à la fois eucaryotes et procaryotes, et dont les mécanismes sont abordés plus en détail 

dans la section suivante. 
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2. Toxicité de l’argent sous sa forme nanoparticulaire et/ou ionique 

2.1. Mécanismes de toxicité cellulaire 

Différents mécanismes sont impliqués dans la toxicité induite par l’argent dans les 

cellules, qu’elles soient eucaryotes ou procaryotes. Ces mécanismes, pour lesquels la part due 

à la forme AgNP per se ou à l’argent ionique n’est pas encore clairement définie, sont 1) 

l’interaction avec les parois et les membranes, leur déstabilisation puis l’entrée de l’argent, 2) 

l’induction d’espèces réactives de l’oxygène (ou ROS, abréviation de l’anglais “Reactive 

Oxygen Species“) et 3) l’interaction avec différentes biomolécules à l’intérieur de la cellule, 

pouvant induire des effets génotoxiques ainsi qu’une inhibition de la signalisation et la 

respiration cellulaire (Figure 26). Nous allons nous pencher plus spécifiquement sur la 

comparaison des mécanismes impliqués entre les cellules bactériennes et les cellules de 

mammifères.  

 

Figure 26 : représentation schématique des mécanismes de toxicité induits par l’argent nanoparticulaire (AgNP) 

et/ou ionique (Ag+) sur la cellule bactérienne (à gauche) et la cellule de mammifère (à droite). 

Les AgNP et l’Ag+ peuvent induire des altérations directes de la membrane (1a), entrer dans la cellule par 

endocytose (1b) ou par diffusion (1c). L’entrée d’argent dans la cellule peut conduire à la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) (2) directement ou indirectement et entraîner un stress cellulaire. Des mécanismes 

de génotoxicité peuvent être induits directement par l’argent ou par les ROS (3). De plus, la réactivité de 

l’argent et des ROS vis-à-vis des protéines provoque des altérations protéiques et des dysfonctionnements dans 

la signalisation et la respiration cellulaire (4). 
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2.1.1. Interaction et entrée de l’argent dans les cellules 

Le premier élément à considérer dans l’induction de la toxicité de l’argent, sous sa forme 

nanoparticulaire et/ou ionique, est son interaction avec la membrane/paroi des cellules, 

notamment décrite chez les bactéries en tant qu’étape initiale de fragilisation voire de 

destruction de l’enveloppe externe (Anuj et al., 2019; Bondarenko et al., 2013; El Badawy et 

al., 2011; Wigginton et al., 2010). Cette interaction est fortement dépendante du potentiel zêta 

des nanoparticules, les AgNP-citrate (-40 mV) ayant démontré une activité antibactérienne plus 

faible que les AgNP-PVP (-10 mV), due à une répulsion électrostatique plus forte avec la paroi 

de bactéries à Gram positif Bacillus (El Badawy et al., 2011). Cette interaction est également 

assurée par l’interaction des AgNP avec les groupements thiols des protéines présentes à la 

surface bactérienne (Lok et al., 2006), pouvant mener à une inhibition des enzymes impliquées 

dans le métabolisme cellulaire (Wigginton et al., 2010). De plus, l’altération de la paroi 

cellulaire est fortement dépendante de la libération d’Ag+, étant favorisée dans un 

environnement qui contient de l’oxygène et rendant, de ce fait, les bactéries aérobies plus 

sensibles que les bactéries anaérobies (Lu et al., 2013).  

De manière générale, la composition de la paroi diffère entre les bactéries à Gram positif 

et celles à Gram négatif. Les bactéries à Gram positif possèdent, en effet, une épaisse couche 

de peptidoglycane (30-100 nm) et une membrane cytoplasmique, tandis que la paroi cellulaire 

des bactéries à Gram négatif se compose de deux membranes cellulaires, séparées par une fine 

couche de peptidoglycane de quelques nanomètres d’épaisseur (Silhavy et al., 2010). Il a été 

montré dans certaines études une sensibilité accrue des bactéries à Gram négatif 

comparativement à leurs homologues à Gram positif, estimant que l’épaisseur de la couche de 

peptidoglycane de ces dernières pourrait favoriser leur résistance à l’argent (Jung et al., 2008; 

Sütterlin et al., 2012). À titre d’exemple, l’étude de Sütterlin et al. (2012) rapporte une 

concentration minimale bactéricide (i.e., réduction de 99,99 % de la population bactérienne) 

des ions Ag+ 32 fois plus faible pour les bactéries à Gram négatif comparativement à d’autres 

bactéries à Gram positif (telles que Staphylococcus aureus). De plus, il existe une variabilité de 

réponse à l’argent (AgNP et/ou Ag+) au sein des bactéries d’une même « famille » vis-à-vis de 

la coloration de Gram. Ainsi, il a été montré une résistance plus importante de S. aureus 

comparativement à d’autres bactéries à Gram positif (Bondarenko et al., 2013). Concernant les 

espèces fongiques, différentes études ont mis en évidence leur interaction avec des AgNP, 

conduisant à l’internalisation des AgNP (Lee et al., 2018) et/ou à une altération de la paroi 

cellulaire et de la membrane cytoplasmique (Chwalibog et al., 2010). L’étude de Chwalibog et 
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al. (2010) a ainsi mis en évidence par MET la libération de contenu, probablement 

cytoplasmique, chez C. albicans après une exposition à des AgNP de taille comprise entre 2 et 

35 nm. Les mécanismes impliqués sont cependant encore méconnus et la revue récente de 

Jesmin and Chanda (2020) a suggéré que l’interaction des AgNP avec la paroi cellulaire des 

espèces fongiques pourrait s’effectuer via des liaisons hydrogènes, électrostatiques ou encore 

de van der Waals.  

Dans le cas des cellules de mammifères, l’entrée de l’argent s’effectue au travers de la 

membrane plasmique, une bicouche lipidique d’une épaisseur de 7 à 8 nm (Casares et al., 2019). 

L’entrée des AgNP dans la cellule est principalement médiée par endocytose (Greulich et al., 

2011; Wu et al., 2019). Les endosomes contenant les AgNP vont alors se transformer en 

lysosomes dont l’environnement acide va favoriser la libération d’Ag+ délétère pour la cellule 

(Mao et al., 2016). Des mécanismes de diffusion passive des AgNP et Ag+ à travers la 

membrane cytoplasmique pourraient également intervenir (AshaRani et al., 2009; Trbojevich 

et al., 2016). 

2.1.2. Stress oxydant 

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la production de ROS et les capacités 

antioxydantes de la cellule. Les ROS sont des espèces chimiques présentant un électron libre 

sur la couche périphérique de l’atome d’oxygène qui les compose. L’anion superoxyde (O2
•-), 

le peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou encore le radical hydroxyle (OH•) en sont des exemples clés 

(Lushchak, 2014). Les ROS sont principalement produits dans les mitochondries des cellules 

au cours de la respiration cellulaire. Au cours de la réduction de l’oxygène, une partie de celui-

ci est converti en O2
•- extrêmement réactif. Ces radicaux vont être pris en charge par les 

superoxydes dismutases (SOD) pour former de l’H2O2, celui-ci va à son tour être pris en charge 

par la catalase (CAT) pour former de l’H2O et O2 ou par la glutathion peroxydase (GPx) qui 

catalyse sa réduction par le glutathion (GSH), une molécule au fort pouvoir réducteur (Gaucher 

et al., 2018; Lushchak, 2014). En condition physiologique, les ROS jouent un rôle de 

signalisation important et leur production est finement régulée par les capacités antioxydantes 

de la cellule (Valko et al., 2007). Cependant, lorsque la quantité de ROS devient trop 

importante, les mécanismes antioxydants mis en jeu par la cellule ne sont plus suffisants. Dès 

lors, les ROS réagissent avec leur environnement causant des dommages cellulaires tels que 

l'oxydation des protéines et de l'ADN, pouvant conduire à la mort cellulaire si la réponse 

cellulaire au stress est insuffisante (Carrière et al., 2006). 
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Le stress oxydant est régulièrement avancé comme mécanisme majeur dans l’effet 

cytotoxique des AgNP (Böhmert et al., 2012; Chen et al., 2016; Kruszewski et al., 2013), 

notamment par l’activation de la voie NRF2/HO-1 (Nuclear factor erythroid-2-Related Factor 

2/ Heme Oxygenase-1), impliquée dans la régulation de l’expression des gènes codant pour des 

fonctions antioxydantes (Aueviriyavit et al., 2014; Polet et al., 2020). Polet et al. (2020) ont mis 

en évidence qu’un inhibiteur de HO-1 (ML-385) bloque l’induction de la cytotoxicité induite 

par les AgNP sur des cellules Caco-2 différenciées. Cependant, d’autres études ne relèvent 

qu’une faible activation de la réponse au stress oxydant causé par les AgNP (Song et al., 2014), 

voire aucune (Abbott Chalew and Schwab, 2013; Georgantzopoulou et al., 2016). 

L’induction du stress oxydant est également un mécanisme majeur dans l’activité 

antibactérienne des AgNP et de l’Ag+. En interagissant avec les groupements thiols des 

protéines, ces derniers perturbent la chaîne respiratoire et induisent une augmentation de la 

concentration de ROS menant à de nombreux dommages et finalement à la mort de la cellule 

bactérienne (Li et al., 2016; Liao et al., 2017). Ce mécanisme n’est observé que pour les 

bactéries qui possèdent un métabolisme aérobie, l’ajout d’antioxydants dans le milieu de culture 

prévenant ces effets (Xu et al., 2012).  

2.1.3. Génotoxicité 

Le terme générique de génotoxicité fait référence aux dommages causés à l'ADN. Ces 

dommages à l'ADN peuvent correspondre à des mutations, à la formation d'adduits à l'ADN, à 

l'oxydation des bases d'ADN, à des cassures simples ou doubles brins, ainsi qu’à des 

modifications structurelles de l’ADN (Magdolenova et al., 2014).  

Différentes approches peuvent être utilisées pour déterminer la génotoxicité d’un 

composé in vitro (Corvi and Madia, 2017). Le test de Ames permet de mettre en évidence des 

mutations ponctuelles en utilisant différentes souches bactériennes (Salmonella typhimurium, 

E. coli). Le test de comète, technique d’électrophorèse sur gel d’agarose, est le plus largement 

utilisé pour évaluer les cassures simples et doubles brins de l’ADN. L’identification de la forme 

phosphorylée de l’histone H2AX (γH2AX) est également une approche couramment admise 

pour l’identification des cassures doubles brins (Bonner et al., 2008; Rogakou et al., 2000). 

Enfin, l’identification des micronoyaux formés lors de l’anaphase de la division cellulaire 

permet, quant à elle, d’identifier les anomalies chromosomiques.  
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Les capacités génotoxiques des nanoparticules, dont les AgNP, et les mécanismes 

associés ne sont à ce jour que partiellement identifiés. Il est toutefois admis que l’induction de 

génotoxicité par les nanoparticules peut être directe par interaction avec l’ADN ou indirecte par 

l’induction de dommages à l’ADN via la production de ROS (Kruszewski et al., 2013; Tossa et 

al., 2014; Vila et al., 2018). Elle semble également être dépendante des propriétés physico-

chimiques des AgNP (taille, revêtement) avec une contribution partielle de la forme ionique 

Ag+ (Sahu et al., 2016). 

Dans le cas d’une exposition des cellules intestinales aux AgNP, peu d’informations 

sont à l’heure actuelle disponibles dans la littérature. La majorité des études recensées semblent 

indiquer une action génotoxique des AgNP (Garuglieri et al., 2018; Kruszewski et al., 2013; 

Sahu et al., 2014; Vila et al., 2018), même si parfois elle n’est pas retrouvée (Böhmert et al., 

2012), le test utilisé pouvant, du moins en partie, expliquer les différences constatées.  

L’induction de génotoxicité a également été mise en évidence chez les bactéries 

exposées aux AgNP et/ou Ag+. En combinant de l’imagerie hyperspectrale (détection des AgNP 

dans la bactérie) avec de la spectroscopie Raman (liaison des AgNP avec les bases adénines, 

guanines et cytosines), l’étude de Vishnupriya et al. (2013) a mis en évidence chez E. coli que 

des AgNP-citrate interagissaient avec l’ADN et induisaient sa dégradation rapide. Dans cette 

même étude, la comparaison des effets obtenus avec les AgNP vs Ag+ a montré que cette 

interaction avec l’ADN bactérien était spécifique de la forme nanoparticulaire.  

2.2. Toxicité in vitro de l’argent sur la fonction barrière intestinale 

Aucune étude à ce jour n’a caractérisé finement l’impact de produits réels d’argent 

colloïdal sur la fonction barrière intestinale sur des modèles in vitro. Cependant, de nombreux 

travaux ont été menés sur des AgNP modèles, commerciales ou synthétisées en conditions de 

laboratoire, leurs conclusions étant fortement dépendantes des conditions expérimentales 

testées, mais également des propriétés intrinsèques des nanoparticules.  

2.2.1. Les paramètres impliqués dans les tests de toxicité sur les cellules épithéliales  

Au regard de la littérature existante sur l’effet des AgNP sur les cellules intestinales in 

vitro, une forte variabilité existe sur les concentrations pour lesquelles les premiers effets 

cytotoxiques sont observés. En effet, la cytotoxicité induite par les AgNP a été décrite pour des 

concentrations de moins de 1 µg/mL (Chen et al., 2016) ou au-delà de 100 µg/mL (Abbott 
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Chalew and Schwab, 2013; Lichtenstein et al., 2015; Saez-Tenorio et al., 2019) et ce, en 

fonction du modèle cellulaire et des conditions opératoires. De nombreux paramètres influent 

donc sur l’activité cytotoxique de l’argent et sont à prendre en considération afin de mieux 

comprendre ces effets délétères. 

a) Le stade de différenciation cellulaire 

Les différences importantes des cellules Caco-2 entre les états indifférencié et 

différencié, tant au niveau de la morphologie que de l’activité métabolique, sont des facteurs 

majeurs qui modulent l’activité cytotoxique des AgNP. Dans l’étude de Böhmert et al. (2012), 

les auteurs ont comparé la cytotoxicité induite par des AgNP de taille 20 nm sur des cellules 

Caco-2 indifférenciées (24 h de culture) ou différenciées (21 jours de culture) sur une durée 

d’exposition de 48 h. Les concentrations où les premiers effets cytotoxiques ont été observés 

sur les cellules différenciées étaient plus élevées (25 µg/mL) que celles mesurées pour les 

cellules indifférenciées (5 µg/mL). Ces différences d’effet des AgNP en fonction du stade de 

différenciation cellulaire, pour des conditions expérimentales identiques, ont également été 

retrouvées dans l’étude ultérieure de Böhmert et al. (2014). 

b) La complexité du modèle cellulaire 

Le modèle de coculture entre entérocytes/colonocytes et cellules caliciformes (ex. Caco-

2/HT29-MTX) permet de mimer des conditions plus physiologiques, incluant la présence de 

mucus, comparativement à celles de cellules cultivées en monoculture (ex. Caco-2). La 

complexification du modèle cellulaire peut influencer l’impact cytotoxique des AgNP. 

Cependant, peu d’informations sont disponibles sur la sensibilité des modèles de coculture aux 

AgNP. L’étude de Georgantzopoulou et al. (2016) ne rapporte aucun effet cytotoxique induit 

par des AgNP (200 nm) à une concentration de 100 µg/mL sur une coculture de cellules Caco-

2/TC7 et HT29-MTX (90:10) après 24 h d’exposition, concentration pourtant démontrée 

comme cytotoxique dans l’ensemble des études menée sur des cellules Caco-2 dans des 

conditions d’exposition similaires (Juling et al., 2017; Lichtenstein et al., 2015). Comme 

mentionné dans notre revue (Gillois et al., 2018), [la couche de mucus est capable de piéger les 

AgNP de 200 nm, réduisant ainsi leur interaction avec la membrane cellulaire et entraînant des 

niveaux inférieurs de toxicité, de stress oxydatif, de libération d'IL-8 et d'altérations au niveau 

protéomique, comparativement aux AgNP de 20 nm et au nitrate d'argent (Georgantzopoulou 

et al., 2016)]. 
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À notre connaissance, hormis celle de Georgantzopoulou et al. (2016), aucune autre 

étude n’a comparé directement les effets des AgNP sur un modèle de monoculture et un modèle 

de coculture avec sécrétion de mucus, dans les mêmes conditions d’exposition. En considérant 

l’effet d’autres nanoparticules présentes dans l’alimentation (TiO2, SiO2, ZnO et Fe2O3), l’étude 

de Sohal et al. (2020) a mis en évidence une sensibilité généralement accrue d’une coculture de 

cellules C2BBE1 (clone Caco-2) et HT29-MTX comparativement à une monoculture C2BBE1 

aux nanoparticules de TiO2 et de SiO2, même si dans cette étude, aucune caractérisation du 

mucus formé dans les conditions expérimentales testées n’a été effectuée.  

Ainsi l’ensemble de ces données soulignent l’importance que peut avoir le choix du 

modèle cellulaire ainsi que la nécessité d’une meilleure prise en considération du rôle du mucus 

dans l’étude des conséquences d’une exposition aux AgNP sur l’épithélium intestinal.  

c) La durée d’exposition 

Que ce soit sur des cellules indifférenciées ou différenciées, la très grande majorité des 

études ont évalué les effets d’une exposition aiguë aux AgNP, sur une durée variable de 4 h à 

48 h. Seulement quelques études se sont intéressées aux effets des AgNP au cours d’une 

exposition, unique ou répétée, de quelques jours (Garuglieri et al., 2018; Saez-Tenorio et al., 

2019) voire de plusieurs semaines (Chen et al., 2016; Vila et al., 2017). Ce scénario 

d’exposition, encore peu étudié, peut jouer pourtant un rôle important. À titre d’exemple, 

l’étude de Saez-Tenorio et al. (2019) a démontré, sur une coculture de cellules Caco-2/HT29 

différenciées, un effet cytotoxique des AgNP à une concentration de 100 µg/mL, uniquement 

observable pour un temps d’exposition maximal de 96 h. Dans une autre étude (Chen et al., 

2016), l’exposition de cellules Caco-2 indifférenciées aux AgNP au cours de 4 cycles de 5 jours 

(20 jours au total, avec passage des cellules entre chaque cycle) a révélé un effet cytotoxique à 

une plus faible concentration (0,4 µg/mL) que celle associée à une exposition aiguë de 48 h (0,7 

µg/mL).  

d) Les caractéristiques des AgNP 

Tout d’abord, un effet dépendant de la taille des nanoparticules est décrit dans de 

nombreuses études (Böhmert et al., 2012; Nguyen et al., 2013; Williams et al., 2016). Dans 

l’étude de Böhmert et al. (2012), après 48 h d’exposition sur des cellules Caco-2 indifférenciées, 

un effet cytotoxique a été mesuré dès 5 µg/mL contre 50 µg/mL pour des AgNP d’une taille de 

20 nm et 40 nm, respectivement. Williams et al. (2016) ont comparé la cytotoxicité induite sur 

des cellules HT29 après une exposition de 48 h aux AgNP de taille 10, 20, 75 ou 110 nm, et à 
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une même concentration de 100 µg/mL. Les auteurs ont ainsi mis en évidence une cytotoxicité 

inversement proportionnelle à la taille des nanoparticules, probablement en lien avec la 

libération taille-dépendante d’ions Ag+ (Bouwmeester et al., 2011).  

Le revêtement des AgNP influe également sur leur cytotoxicité, les informations de la 

littérature ne permettant cependant pas de dégager un consensus à ce stade. En effet, Nguyen et 

al. (2013) ont montré un effet cytotoxique plus important des AgNP sans revêtement 

(concentration cytotoxique de 1 µg/mL) que pour celles recouvertes de citrate ou de PVP 

(concentration cytotoxique de 25 µg/mL et de 50 µg/mL, respectivement). Au contraire, Chen 

et al. (2016) ont décrit un effet plus marqué pour des AgNP revêtues de citrate comparativement 

aux AgNP sans ou avec revêtement PVP. Ces résultats ne semblent pas liés à un effet 

cytotoxique des composés du revêtement eux-mêmes, mais plutôt aux différences de stabilité 

des AgNP dans leur environnement.  

En effet, la stabilité des AgNP dans le milieu cellulaire avec une oxydation potentielle 

en ions Ag+ semble jouer un rôle prépondérant dans les phénomènes observés. De nombreuses 

études mettent en évidence un effet cytotoxique plus important de la forme ionique de l’argent 

comparativement à sa forme nanoparticulaire (Abdelkhaliq et al., 2020; Böhmert et al., 2012; 

Bouwmeester et al., 2011; Chen et al., 2016; Martirosyan et al., 2014; Nguyen et al., 2016; Van 

der Zande et al., 2016).  

e) Le test de cytotoxicité 

Les tests utilisés peuvent différer d’une étude à l’autre et avoir un impact majeur sur la 

détermination des concentrations cytotoxiques. Les tests les plus courants sont basés sur des 

mesures de l’activité métabolique cellulaire par réduction de composés, tels que le bromure de 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) ou la résazurine (Cell-Titer Blue, 

Alamar Blue), réduits respectivement en composé coloré, le formazan ou en composé 

fluorescent, la résorufine. La mesure de l’activité lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu 

de culture, indicatrice des lésions de la membrane plasmique des cellules, est également 

fréquemment utilisée. D’autres techniques existent également (WST - Water Soluble 

Tetrazolium, Hoechst, rouge neutre, etc. ; Jeanmonod et al., 2018) ; certaines peuvent toutefois 

induire un biais dans la mesure des concentrations cytotoxiques. Dans une étude récente, Mello 

et al. (2020) ont, en effet, mis en évidence que les AgNP et l’Ag+ pouvaient avoir des 

interactions directes avec des réactifs tels que le MTT, en mettant en jeu des réactions d’oxydo-

réduction et ainsi conduire à une surestimation ou sous-estimation des effets cytotoxiques réels. 
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Dans cette étude, seuls les tests Cell-Titer Blue et Alamar Blue n’ont pas montré d’interférences 

avec l’argent nanoparticulaire ou ionique.  

2.2.2. Effets sur l’intégrité de l’épithélium intestinal 

Le maintien de l’intégrité de l’épithélium est un élément clé dans l’homéostasie 

intestinale. Il a été montré in vitro que l’exposition à l’argent sous forme nanoparticulaire ou 

ionique peut induire une augmentation de la perméabilité épithéliale pour des concentrations 

cytotoxiques (Martirosyan et al., 2014; Saez-Tenorio et al., 2019), mais également non 

cytotoxiques (Imai et al., 2017; Williams et al., 2016). Ainsi, Williams et al. (2016) ont mis en 

évidence qu’une exposition de cellules T84 pendant 48 h aux AgNP, à une concentration de 20 

µg/mL, induisait une diminution de la TEER, et donc une augmentation de la perméabilité para-

cellulaire, pour une taille d’AgNP de 10 nm (mais pas pour une taille supérieure de 20, 75 ou 

110 nm). Ces effets délétères sur la perméabilité épithéliale sans induction de cytotoxicité ont 

également été montrés par Imai et al. (2017) sur des cellules Caco-2. Les auteurs ont mis en 

évidence une augmentation de la perméabilité para-cellulaire (mesurée à l’aide du marqueur 

fluorescent FD4 et par suivi de la TEER) inversement proportionnelle à la taille des AgNP. 

Cette augmentation de la perméabilité a été associée à une accumulation intracellulaire d’argent 

et à un passage de celui-ci à travers l’épithélium vers le compartiment basolatéral.  

D’autres études n’ont pas mis en évidence de modifications de la perméabilité 

épithéliale intestinale, que ce soit en condition cytotoxique (Lichtenstein et al., 2015) ou en 

l’absence de cytotoxicité (Bouwmeester et al., 2011; Vila et al., 2018). À titre d’illustration, 

bien qu’une cytotoxicité induite par des AgNP (≈ 7 nm) à une concentration de 100 µg/mL ait 

été mesurée après 24 h d’exposition sur des cellules Caco-2 différenciées, aucune modification 

de la TEER n’a été retrouvée (Lichtenstein et al., 2015). Ces observations contrastées entre les 

différentes études s’expliquent par l’ensemble des paramètres vus précédemment (taille des 

AgNP, stade de différenciation cellulaire, durée d’exposition etc.) et soulignent la difficulté de 

généraliser les effets des AgNP, sans standardiser les conditions d’exposition et d’analyse.  
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2.2.3. Effets sur la composition et l’activité du microbiote intestinal 

Comme évoqué dans la partie 3, section 2.1 (p80), l’activité biocide de l’argent est 

efficace tant au niveau des bactéries à Gram positif que de celles à Gram négatif, mais 

également contre les levures, les champignons et les virus (Durán et al., 2016; Kędziora et al., 

2018). Peu d’informations sont disponibles sur l’impact des AgNP sur le microbiote intestinal 

in vitro, et plus particulièrement chez l’Homme (Cattò et al., 2019; Das et al., 2014; Vamanu et 

al., 2018). Das et al. (2014) ont mis en évidence, à partir de selles de donneurs sains, des 

altérations quantitatives et qualitatives du microbiote bactérien fécal humain. Après 48 h 

d’exposition in vitro à des AgNP-PVP de 10 nm, une diminution de la population bactérienne 

totale ainsi qu’une modification de la composition du microbiote fécal, caractérisée notamment 

par une augmentation de l’abondance relative de Raoultella sp. et d’E. coli, ont été observées à 

partir d’une concentration de 25 µg/mL et jusqu’à 200 µg/mL, concentration maximale testée. 

Cette dysbiose s’est accompagnée de changements dans l’activité métabolique du microbiote, 

caractérisés par une diminution de la production de gaz et une modification du profil lipidique 

(lipides des membranes bactériennes). Dans cette étude, les auteurs ont attribué les effets 

observés à la forme nanoparticulaire de l’argent et non à sa forme ionique. En effet, les effets 

de l’Ag+, testé en parallèle sous forme AgCl, étaient distincts de ceux obtenus avec les AgNP. 

L'étude de Cattò et al. (2019) a, quant à elle, évalué les effets des AgNP-citrate de 14 

nm toujours sur des selles de donneurs sains, mais à une concentration plus faible (1 µg/mL) et 

sur une durée d’exposition de 24 h. Une variation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes a été mise 

en évidence, avec une augmentation des Firmicutes ainsi qu’une diminution de Clostridium 

coccoides, Eubacterium rectale et F. prausnitzii, cette dernière étant considérée comme 

bénéfique (Lopez-Siles et al., 2018).  

2.3. Toxicité in vivo de l’argent : impact sur la fonction barrière intestinale 

Comme pour les approches in vitro, aucune étude à ce jour n’a évalué l’impact de 

produits commerciaux d’argent colloïdal sur la fonction barrière intestinale in vivo. L’ensemble 

des études existantes, détaillées ci-après, ont utilisé des AgNP modèles ou un apport d’ions Ag+ 

(sous forme AgNO3 principalement).  
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2.3.1. Effets systémiques 

Pour rappel, l’EFSA a estimé l’exposition à l’argent chez l’Homme adulte à des niveaux 

compris entre 1,3 et 2,7 µg/kg p.c./jour (EFSA, 2016). À ce jour, aucune étude in vivo n’a 

montré chez le rongeur adulte une mortalité induite par une exposition aux AgNP, que ce soit 

en exposition aiguë (24-48 h) ou en exposition chronique (80-90 jours), même à très fortes 

doses, pouvant aller jusqu’à 5000 mg/kg p.c./jour (Maneewattanapinyo et al., 2011) et 500 

mg/kg p.c./jour (Ebabe Elle et al., 2013; Kim et al., 2010), respectivement.  

Cependant, certaines études rapportent une atteinte des organes (poids, altérations 

tissulaires) (Hendrickson et al., 2016; Hong et al., 2014; Qin et al., 2017). Ainsi, des atteintes 

rénales (infiltration cellulaire, altération des glomérules) ont été mises en évidence au cours 

d’une exposition aux AgNP à une dose de 50 mg/kg p.c./jour chez la souris sur une durée de 28 

jours (Gan et al., 2020) ou encore chez le rat pendant 60 jours, avec une concentration en AgNP 

de 50 µg/L (Tiwari et al., 2017). Dans cette dernière étude, les altérations rénales ont été 

associées à une augmentation du stress oxydatif se traduisant par un effet génotoxique, ainsi 

qu’à l’induction d’une inflammation (Tiwari et al. 2017). En plus de l’induction d’un stress 

oxydant au niveau rénal, Gan et al. (2020) ont décelé ce même phénomène dans le foie, avec 

l’apparition d’une stéatose hépatique transitoire et d’une diminution de la concentration des 

transaminases sanguines.  

Bien que la majorité des études ne rapportent aucune modification de la prise de poids 

induite par une exposition aux AgNP, certaines montrent une diminution du poids et/ou de la 

prise alimentaire chez les animaux traités (Ebabe Elle et al., 2013; Elsharkawy et al., 2019; Gan 

et al., 2020; Garcia et al., 2016). A l’inverse, seule l’étude de Dąbrowska-Bouta et al. (2016) 

révèle une augmentation du poids des rats après 14 jours d’exposition orale à des AgNP-citrate 

de 10 nm.  

2.3.2. Effets sur le microbiote intestinal 

Les effets des AgNP sur le microbiote intestinal ont été décrits dans la revue de Bi et al. 

(2020) co-écrite par l’équipe. Ainsi, une partie des études in vivo chez le rongeur rapportent des 

altérations du microbiote intestinal induites par les AgNP (Chen et al., 2017; Javurek et al., 

2017; Van den Brule et al., 2016; Williams et al., 2015), alors que d’autres n’en détectent 

aucune (Hadrup et al., 2012; Wilding et al., 2016). Ces résultats contradictoires peuvent 

provenir des différences de modèle animal, de durée d’exposition, de doses administrées, de 
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caractéristiques physico-chimiques des AgNP, ainsi que des régions du tractus digestif 

analysées. Les études de Hadrup et al. (2012) et de Wilding et al. (2016), menées chez le rat et 

la souris, respectivement, n’ont pas mis en évidence de modifications du microbiote cæcal après 

28 jours d’exposition orale à des AgNP à une dose de 9 et 10 mg/kg p.c./jour, respectivement. 

En revanche, chez des rats exposés pendant 13 semaines aux AgNP à une dose de 9 mg/kg 

p.c./jour, une altération du microbiote bactérien a été démontrée dans l'iléon, avec une 

modification du ratio Firmicutes/Bacteroidetes au profit des Bacteroidetes (Williams et al., 

2015). Également dans l’iléon, une diminution des genres Lactobacillus et Bifidobacterium, 

contenant de nombreuses espèces bénéfiques pour l’Homme (Servin, 2004), a été observée 

(Williams et al., 2015). La taille des AgNP joue également un rôle important, les effets délétères 

étant plus importants pour les AgNP d’une taille de 10 nm ou de 75 nm comparativement à 

celles de 110 nm (Williams et al., 2015). Une modification du rapport Firmicutes/Bacteroidetes 

au profit des Bacteroidetes, avec une diminution des lactobacilles, a également été mise en 

évidence dans le microbiote fécal de souris exposées oralement à des AgNP de 12 nm à une 

dose de 2,5 mg/kg p.c./jour pendant 7 jours (Chen et al., 2017). À l’inverse, Van den Brule et 

al. (2016) rapportent une augmentation du phylum des Firmicutes comparativement à celui des 

Bacteroidetes lors d’une exposition pendant 28 jours aux AgNP incorporées dans l’aliment, 

pour une dose estimée de 0,01 mg/kg p.c./jour et ce, jusqu’à 1,1 mg/kg p.c./jour. La forme des 

AgNP joue également un rôle important dans la dysbiose intestinale, les modifications de la 

composition du microbiote fécal de rat, étant différentes, au niveau de l’espèce bactérienne, en 

fonction de la forme cubique ou sphérique des AgNP (Javurek et al., 2017). 

L’ensemble de ces données obtenues chez l’animal suggèrent que l’ingestion d’AgNP 

peut avoir un impact, ou non, sur la composition du microbiote intestinal en fonction des 

conditions expérimentales. Nous pouvons noter que, dans la majorité des cas, les doses 

administrées sont largement supérieures à celles associées à l’exposition humaine et que seule 

la composante bactérienne du microbiote intestinal est analysée et ce, malgré l’effet 

antimicrobien large spectre de l’argent qu’il soit nanoparticulaire ou ionique.  

2.3.3. Effets sur l’épithélium et le mucus intestinal 

Peu d’informations sont disponibles à ce jour sur l’effet des AgNP et/ou de l’Ag+ sur 

l’intégrité de la barrière intestinale in vivo. Dans l’étude de Chen et al. (2017), une exposition 

orale aux AgNP (12 nm) à une dose de 2,5 mg/kg p.c./jour pendant 7 jours a induit chez la 

souris des lésions intestinales sévères, accompagnées de diarrhées avec saignement. Chez ces 
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souris, la longueur de l’intestin était diminuée et la perméabilité intestinale, mesurée par FITC-

dextran 10 kDa augmentée ; une infiltration lymphocytaire, avec une augmentation des 

cytokines pro-inflammatoires IL-1β, IL-6 et TNF-α, a été démontrée. Après une exposition 

orale aux AgNP (3-20 nm) à des doses allant de 5 à 20 mg/kg p.c./jour sur une durée de 21 

jours, l’étude de Shahare et al. (2013) a révélé sur des coupes histologiques une altération de la 

morphologie des microvillosités des entérocytes ainsi qu’une infiltration des cellules 

immunitaires dans la lamina propria de la muqueuse de l’intestin grêle. Cependant, d’autres 

études n’ont détecté aucune altération intestinale (Wilding et al., 2016), même lorsque la 

présence d’argent a été mise en évidence dans les tissus (Boudreau et al., 2016; Garcia et al., 

2016; Hendrickson et al., 2016).  

L’exposition orale aux AgNP peut également avoir un impact sur la production et les 

propriétés du mucus, ce point étant discuté dans notre revue (Gillois et al., 2018). [La seule 

étude in vivo évaluant l’impact sur le mucus a été réalisée chez des rats mâles et femelles 

exposés par voie orale à des AgNP modèles (60 nm) à une dose de 30, 300 ou 1 000 mg/kg 

p.c./jour pendant 28 jours (Jeong et al., 2010). Dans l'iléon, et également dans le rectum, un 

plus grand nombre de cellules caliciformes ont libéré leur contenu en mucus, comme le révèle 

la coloration AB-PAS (Alcian Blue- Periodic Acid Schiff), entraînant ainsi une augmentation 

de la quantité de mucus dans la lumière intestinale par rapport aux animaux non traités. En 

revanche, aucun changement significatif n'a été observé pour les cellules caliciformes du côlon 

proximal. En outre, les résultats par histochimie ont montré des changements dans la 

composition des mucines, avec une diminution des mucines neutres et acides dans les cellules 

caliciformes de l'iléon, du côlon et du rectum des rats exposés aux AgNP. Parmi la fraction des 

mucines acides, la proportion des mucines sulfatées a diminué, tandis que celle des mucines 

sialylées a augmenté]. Compte-tenu du dialogue entre les acteurs de la fonction barrière de 

l’intestin (voir Partie 2 -  section 2, p48), ces modifications de la production et de la qualité du 

mucus pourraient avoir un impact sur la composition du microbiote et sur l’intégrité de la 

barrière épithéliale intestinale. Cependant, cette dernière étude n’a pas exploré plus en détail 

ces différents facteurs.  
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Objectifs de la thèse 

La consommation d’argent colloïdal, notamment en tant que complément alimentaire, 

représente une source d’exposition orale chronique à l’argent, sous sa forme nanoparticulaire 

et/ou ionique, étant donné la diversité de composition des produits disponibles dans le 

commerce. Sur la base des données scientifiques existantes à la fois in vitro et in vivo sur la 

toxicité induite par l’argent, l’ingestion de ces produits pourrait être délétère pour l’organisme 

et plus spécifiquement au niveau de la sphère intestinale. L’ampleur de ces effets délétères et 

les mécanismes associés sont étroitement liés aux propriétés complexes et évolutives des 

produits d’intérêt ; or les études menées jusqu’alors en nanotoxicologie ont été basées sur des 

nanoparticules d’argent modèles, qui sont peu représentatives des formes ingérées par le 

consommateur. De plus, les scénarios d’exposition à la fois in vitro et in vivo reposent 

généralement sur l’administration de doses élevées, elles-mêmes peu réalistes vis-à-vis de 

l’exposition humaine. Le choix de formes d’argent colloïdal réellement consommées ainsi que 

la mise en place de modèles in vitro et in vivo appropriés pour évaluer leur toxicité intestinale 

sont ainsi nécessaires.  

Au-delà de l’impact de ces produits sur la sphère digestive en condition physiologique, 

à notre connaissance, aucune étude n’a exploré quelles peuvent être les conséquences d’une 

exposition sur une barrière intestinale, vue ici sous le triptyque épithélium/mucus/microbiote, 

fragilisée. Or, une telle condition physiopathologique, pouvant être notamment provoquée par 

un stress psychologique chronique, est observée chez une partie de la population générale, qui 

peut être d’autant plus sensible à une meilleure connaissance des effets de l’argent colloïdal en 

santé digestive. 

Face à ce constat, les objectifs de mon travail de thèse ont été d’évaluer les conséquences 

d’une exposition orale à deux produits d’argent colloïdal disponibles dans le commerce sur 

l’interrelation entre l’épithélium, le mucus et le microbiote intestinal en condition de fonction 

barrière digestive intègre ou fragilisée par l’application d’un stress psychologique. En 

collaboration avec l’Unité « Biopolymères Interactions Assemblages » (BIA), de l’INRAE de 

Nantes, nous avons sélectionné les deux produits suivants : la suspension Mesosilver™, vendue 

par Purest Colloids (Etats-Unis) et précédemment décrite dans la littérature en termes de 

composition notamment sur sa fraction nanoparticulaire, et la suspension « AgC » 
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commercialisée par le laboratoire Bio Colloïdal (France) et à ce jour jamais étudiée. Le projet 

de thèse a été scindé en deux volets complémentaires.  

Le premier volet (Partie 1), récemment valorisé sous forme d’un article scientifique dans 

Science of the Total Environment, a été basé sur l’exploration in vitro, sur deux modèles 

cellulaires intestinaux, des effets toxicologiques des produits Mesosilver™ et AgC après une 

caractérisation physico-chimique complète des formes natives et après contact avec le milieu 

de culture cellulaire. Un scénario d’exposition répétée de plusieurs jours (tous les deux jours 

pendant 18 jours), à de faibles concentrations, a été mis au point puis testé sur des cellules 

épithéliales intestinales humaines Caco-2 en monoculture ou en coculture avec des cellules 

HT29-MTX productrices de mucus. L’effet des deux produits sur la viabilité cellulaire, la 

perméabilité de l’épithélium intestinal ainsi que la production de mucus a été déterminé sur des 

cellules en cours de différenciation, grâce à l’utilisation de différents systèmes de culture 

(plaques, inserts de type Transwell). La génotoxicité a, quant à elle, été évaluée sur des cellules 

en prolifération lors d’une exposition aiguë. L'absorption, la localisation intracellulaire et la 

translocation de l’argent sur certains de ces modèles ont été caractérisées par des techniques 

d’imagerie à haute résolution (CytoViva™, HIM-SIMS ; collaboration avec le Luxembourg 

Institute of Science and Technology – LIST) et de quantification de l’argent à haute sensibilité 

(ICP-MS, collaboration entre l’Unité Biopolymères Interactions Assemblages, l’Institut des 

Matériaux Jean Rouxel de et le Laboratoire de Planétologie et Géodynamique, UMR 6112).  

Le second volet in vivo (Partie 2) a été mené chez la souris mâle adulte C57BL/6N. 

Deux scénarios d’exposition sub-chronique de 28 jours ont été testés pour 1) déterminer la 

biodistribution de l’argent, provenant des deux produits Mesosilver™ et AgC, en condition 

physiologique dans différents organes, tissus et contenus intestinaux par une exposition 

maximisée d’environ 3 mg/kg p.c./jour via la boisson ; et 2) évaluer la toxicité de ces mêmes 

produits en condition représentative de l’exposition humaine, par bolus (gavage) d’une dose de 

0,15 mg/kg p.c./jour sur une fonction barrière intestinale intègre (condition physiologique), 

mais également fragilisée par l’application du stress psychologique chronique WAS. Sur les 

deux scénarios d’exposition, l’utilisation de la spectroscopie proche infrarouge a permis 

d’évaluer de manière très originale les modifications organiques globales induites par les 

différentes conditions testées. Sur l’étude de la biodistribution, la concentration d’argent dans 

les différents organes, tissus et contenus a été mesurée par ICP-MS pour les deux formes 

administrées (Mesosilver™ et AgC) et le devenir ainsi que les propriétés physico-chimiques de 

l’argent après digestion ont été déterminés sur le produit Mesosilver™ par cartographie en 
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fluorescence X et spectroscopie d’absorption X, en collaboration avec le Synchrotron SOLEIL. 

Sur l’étude de la toxicité in vivo, les différents acteurs de la fonction barrière intestinale ont été 

analysés pour l’ensemble des animaux traités (stress psychologique et/ou stress chimique sous 

la forme d’argent colloïdal Mesosilver™ et AgC) pour dégager d’éventuels effets synergiques. 

Nous avons ainsi mesuré la perméabilité de l’épithélium in vivo (FITC-Dextran 4 kDa), les 

caractéristiques du mucus (épaisseur du mucus colique, profil de O-glycosylation des mucines 

coliques et jéjunales, en collaboration avec l’Unité de Glycobiologie Structurale et 

Fonctionnelle - UGSF) ainsi que les niveaux d’inflammation intestinale via le marqueur colique 

lipocaline-2. L’ensemble a été complété par le profil d’expression génique par RT-qPCR dans 

le jéjunum et le côlon d’une large gamme de gènes impliqués dans l’intégrité de l’épithélium 

intestinal (Zo1, Ocln, Cln1, Cln2, Cln5, JamA), la production de peptides antimicrobiens (Lyz, 

Camp), l’inflammation (Tnfα, Il1β, Il6), ainsi que dans la voie de biosynthèse et de sécrétion 

du mucus (Muc1, Muc2, Muc3, Muc4, Tff3). Enfin, en collaboration avec l’Institut Micalis, les 

caractéristiques des microbiotes bactérien et fongique ont été évaluées au niveau des fèces pour 

l’ensemble des animaux exposés au stress chimique et/ou psychologique.  
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Partie 1 

Exposition répétée des modèles cellulaires intestinaux Caco-2 

et Caco-2/HT29-MTX au (nano)argent : comparaison de deux 

produits d'argent colloïdal disponibles dans le commerce 

Kévin Gillois, Charlotte Stoffels, Mathilde Lévêque, Isabelle Fourquaux, Justine Blesson, 

Valérie Mils, Sébastien Cambier, Julien Vignard, Hélène Terrisse, Gladys Mirey, Jean-

Nicolas Audinot, Vassilia Théodorou, Marie-Hélène Ropers, Hervé Robert, Muriel Mercier-

Bonin 

Publié dans Science of the Total Environment 

DOI 10.1016/j.scitotenv.2020.142324 

 

L’argent colloïdal correspond à une large gamme de produits, vendus notamment en tant 

que compléments alimentaires pour leurs effets supposés sur la santé humaine. L’ingestion de 

ces produits augmente le risque d’exposition aux nanoparticules d’argent (AgNP) et/ou à 

l’argent ionique (Ag+). L’objectif de cette étude a été d’évaluer puis de comparer in vitro la 

toxicité de deux produits d’argent colloïdal disponibles dans le commerce (Mesosilver™ et 

AgC) sur deux modèles d’épithélium intestinal dans des conditions représentatives de 

l’exposition chez l’Homme (i.e., exposition chronique à faible concentration). 

Une caractérisation physico-chimique des deux produits d’intérêt a été effectuée sous 

leur forme native et après dilution dans le milieu de culture cellulaire. Une exposition répétée 

de 18 jours a été réalisée sur des cellules Caco-2 en cours de différenciation, seules 

(monoculture) ou en coculture (90:10) avec des cellules HT29-MTX sécrétant du mucus, sur 

une large gamme de concentrations comprise entre 0 et 12 µg/mL pour déterminer les effets du 

Mesosilver™ et de l’AgC sur la viabilité cellulaire en conditions de culture sur plaques. Des 

expérimentations complémentaires ont été menées sur les deux produits à trois concentrations 

(0,1, 1 et 3 µg/mL) testées sur les cellules cultivées sur plaques ou inserts Transwell afin de 

mesurer l'impédance cellulaire, la viabilité cellulaire et la résistance électrique trans-épithéliale. 

L'absorption, la localisation intracellulaire et la translocation de l’argent ont été évaluées par 

CytoViva™, HIM-SIMS (Helium Ion Microscope- Secondary Ion Mass Spectrometry) et ICP-

MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). De plus, l’effet génotoxique du 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.142324
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Mesosilver™ et de l’AgC a été déterminé par immunomarquage de γH2AX sur les cellules 

Caco-2 non différenciées en exposition aiguë de 1, 6 et 24 h. 

Les résultats obtenus montrent que l’AgC, composé uniquement d’Ag+, exerce des 

effets toxiques plus importants que le Mesosilver™, qui contient en majorité des AgNP. La 

stabilité de ces dernières dans le milieu de culture cellulaire a été établie, du fait de la probable 

formation d’un « corona » à la surface des particules. La toxicité plus élevée de l’AgC vs le 

Mesosilver™ se traduit à la fois en termes de génotoxicité sur les cellules Caco-2 non 

différenciées en exposition aiguë, et en termes de cytotoxicité et d’altération de la perméabilité 

intestinale sur les mêmes cellules en cours de différenciation lors de l’exposition répétée de 18 

jours. La présence de mucus dans la coculture Caco2/HT29-MTX n'a que partiellement atténué 

les effets délétères induits par le Mesosilver™ et l’AgC sur la viabilité cellulaire, probablement 

en raison d’une répartition hétérogène à la surface des cellules. En outre, l'absorption, la 

localisation intracellulaire et la translocation d'argent sont similaires entre les deux types de 

produit et de modèle cellulaire.  

En conclusion, les produits d'argent colloïdal Mesosilver™ et AgC présentent un niveau 

de toxicité différent sur l’épithélium intestinal, en raison d’une composition distincte en termes 

d’AgNP et d’Ag+. Cette étude met ainsi en évidence la nécessité d’une meilleure connaissance 

des produits d’argent colloïdal disponibles dans le commerce ainsi que d’une évaluation 

approfondie de leur toxicité sur la sphère intestinale et plus largement sur l’organisme. 
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Partie 2 

Exposition orale à l’argent colloïdal commercial Mesosilver™ 

ou AgC chez la souris mâle adulte : biodistribution de l’argent 

et conséquences sur la fonction barrière intestinale intègre ou 

fragilisée par un stress psychologique chronique 

 

1. Introduction 

Les nanoparticules d’argent (AgNP) et l’argent ionique (Ag+) sont utilisés dans de 

nombreux produits de la vie courante pour leurs propriétés antimicrobiennes (Medici et al., 

2019; Lem et al., 2011). C’est notamment le cas des compléments alimentaires qui sont vendus 

sous le nom d’argent colloïdal pour leurs effets supposés sur le bien être intestinal (Reed et al., 

2014; Rong et al., 2018). La consommation régulière de ces produits pourrait avoir un impact 

délétère sur l’organisme et plus particulièrement sur la sphère digestive, celle-ci se trouvant la 

première exposée lors d’une prise orale. Différentes études in vivo rapportent les effets délétères 

des AgNP et/ou d’Ag+ sur la fonction barrière intestinale, tant sur l’épithélium (Chen et al., 

2017; Shahare et al., 2013), le mucus (Jeong et al., 2010) que sur le microbiote, mais 

uniquement dans sa composante bactérienne (Chen et al., 2017; Van den Brule et al., 2016; 

Williams et al., 2015). Cependant, aucune étude à ce jour n’a évalué l’impact de formes 

« réelles » d’argent colloïdal ingéré par l’Homme. Or la toxicité induite par l’argent est 

fortement dépendante de ses propriétés physico-chimiques (taille et forme des AgNP, ratio 

AgNP/Ag+, etc. ) (Reidy et al., 2013), ces dernières pouvant aussi varier avec l’environnement 

digestif (Cao et al., 2016; Cueva et al., 2019). Ainsi, les AgNP modèles utilisées jusqu’alors 

dans les études toxicologiques ne sont pas représentatives de l’argent colloïdal commercial 

réellement ingéré par le consommateur. De plus, aucune étude de la littérature n’a évalué 

l’impact de l’argent colloïdal sur une fonction barrière intestinale fragilisée par un stress 

psychologique chronique, avec des effets observés à la fois sur l’épithélium, le mucus et le 

microbiote intestinal (Da Silva et al., 2014; Ilchmann-Diounou and Menard, 2020; Lackner et 

al., 2010; Söderholm et al., 2002; Sun et al., 2013).  

Enfin, l’étude bibliographique a montré l’intérêt de coupler différentes techniques 

analytiques pour une meilleure compréhension du devenir, des transformations physico-
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chimiques ainsi que de la toxicité de l’argent sous sa forme nanoparticulaire et/ou ionique. Nous 

avons ainsi mis en œuvre dans la présente étude in vivo non seulement l’ICP-MS, en continuité 

avec l’approche in vitro présentée dans la partie précédente, mais également la micro-

fluorescence X (µXRF), combinée à la micro-absorption X (µXAS), pour cartographier la 

présence d’argent dans les tissus organiques et déterminer son degré d’oxydation, ainsi que les 

interactions avec son environnement proche. Ce travail autour des apports analytiques avait 

également pour finalité de proposer une innovation méthodologique en nanotoxicologie 

alimentaire grâce à la spectroscopie proche infrarouge. Il s’agit d’une méthode de spectroscopie 

optique reposant sur l’étude de l’absorption des rayonnements électromagnétiques émis dans le 

proche infrarouge par des composés organiques. Le proche infrarouge est un domaine du 

spectre électromagnétique correspondant à la gamme de longueurs d’onde comprise entre 780 

et 3000 nm (ISO 2007). La spectroscopie infrarouge est basée sur les transitions vibrationnelles. 

Elles correspondent à une augmentation des vibrations des molécules en fonction de la longueur 

d’onde d’excitation. Lorsque l’énergie apportée par une longueur d’onde infrarouge est proche 

de l’énergie de vibration d’une liaison moléculaire, celle-ci absorbe une partie de cette énergie. 

L’analyse en spectroscopie proche infrarouge consiste à éclairer l’échantillon avec différentes 

longueurs d’ondes et de voir celles qui ont été absorbées. Ceci fournit un spectre d’absorption 

global dans le proche infrarouge, fournissant une « empreinte » de la composition organique de 

l’échantillon. Contrairement au moyen infrarouge, cette technique ne permet cependant pas 

d’identifier précisément les structures chimiques associées à l’empreinte observée à cause du 

chevauchement des bandes d’absorption fondamentales et des harmoniques. La spectroscopie 

proche infrarouge est très avantageuse, étant peu coûteuse, rapide à réaliser, non-destructive et 

ne demandant aucune préparation de l’échantillon avant analyse (Bertrand, 2002). Elle est donc 

couramment utilisée en agroalimentaire (Bertrand, 2002; Jimaré Benito et al., 2008; Li et al., 

2020), mais également dans les procédés de synthèses chimiques (Chung, 2007) ou encore en 

pharmacologie (Razuc et al., 2019). A notre connaissance, il s’agit de la première application 

de la spectroscopie proche infrarouge en nanotoxicologie alimentaire, en explorant les 

conséquences liées à l’exposition orale à de l’argent colloïdal commercial sur l’organisme, et 

plus particulièrement sur la sphère digestive. 

Dans la partie précédente, nous avons montré que les deux produits commerciaux 

d’argent colloïdal, le Mesosilver™ et l’AgC, composés respectivement d’AgNP 

majoritairement et d’Ag+ exclusivement, sont capables d’induire à des degrés différents une 

cytotoxicité, une génotoxicité et une altération de la fonction barrière intestinale in vitro sur des 
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modèles d’épithélium humain producteurs ou non de mucus (Gillois et al., 2020). Dans le 

contexte scientifique et méthodologique introduit ci-dessus, la présente étude, réalisée chez la 

souris mâle adulte, a pour objectifs 1) de déterminer la biodistribution et les transformations 

physico-chimiques de l’argent provenant de ces deux produits commerciaux lors d’une 

exposition orale à forte dose (de l’ordre de 3 mg/kg p.c./jour) avec des analyses effectuées après 

7 ou 28 jours de traitement ; et 2) d’évaluer leur toxicité sur les acteurs de la fonction barrière 

intestinale (épithélium, mucus et microbiote), en choisissant un mode d’exposition plus 

représentatif de l’exposition humaine. Nous avons ainsi considéré les effets d’une exposition 

orale sub-chronique (28 jours) à une dose plus faible de 0,15 mg/kg p.c./jour, à la fois sur une 

fonction barrière intestinale intègre ou fragilisée par un stress psychologique chronique : le 

stress d’évitement passif de l’eau (WAS). 

2. Matériels et méthodes 

2.1. Argent colloïdal 

L’argent colloïdal Mesosilver™, annoncé à 20 µg/mL et vendu en tant que complément 

alimentaire, a été acheté chez le fournisseur Purest Colloids, inc. (Westampton, NJ, États-Unis) 

en 2018. L’argent colloïdal AgC, annoncé à 15 µg/mL et commercialisé en France par le 

laboratoire Bio Colloïdal (Saint-Fort, France), a également été acheté en 2018. La concentration 

en argent, mesurée par ICP-MS, a été rectifiée à 22,1 µg/mL pour le Mesosilver™ et 17,1 

µg/mL pour l’AgC. Ces concentrations ont alors servi au calcul des doses d’exposition. Les 

deux produits d’argent colloïdal ont été stockés à température ambiante et à l’obscurité pendant 

toute la durée des expérimentations. 

2.2. Animaux 

Des souris mâles C57BL/6N âgées de six semaines (poids 21,6 ± 1,6 g ; Janvier Labs, 

Le Genest-Saint-Isle, France) ont été utilisées dans cette étude. Elles ont été maintenues en 

animalerie en condition exempte de tout pathogène à une température constante (21 ± 2°C) avec 

un cycle jour/nuit de 12 h. Les animaux ont eu libre accès à l'eau et à l’aliment (Harlan Teklad 

2018, Envigo, Indianapolis, IN, USA). Pour minimiser le stress lors de la réception, une 

semaine d’acclimatation a été mise en place avant la réalisation des expérimentations. Les 

procédures et protocoles expérimentaux ont été approuvés par le comité d'éthique local, 
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conformément à la directive européenne 2010/63/UE (accords #TOXCOM_213HRO et 

APAFiS #15298– 2018053011161943).  

2.3. Protocoles expérimentaux 

Deux types de protocole expérimental ont été mis en œuvre : le premier pour l’étude de 

la biodistribution et le second pour l’évaluation toxicologique des deux produits commerciaux 

d’argent colloïdal en condition de fonction barrière intestinale intègre ou fragilisée. Cette 

dichotomie a été nécessaire afin, d’une part, de pouvoir déterminer la biodistribution de l’argent 

à une dose compatible avec la limite de détection en ICP-MS, et d’autre part de déterminer 

l’impact toxicologique sur la fonction barrière intestinale à une dose d’exposition inférieure, 

plus réaliste vis-à-vis de l’exposition humaine.  

2.3.1. Biodistribution de l’argent colloïdal  

Les expérimentations ont été réalisées sur un total de 11 souris réparties en 3 groupes. 

Après l’acclimatation d’une semaine, l’eau de boisson des animaux a été remplacée par du 

Mesosilver™ (4 animaux) ou de l’AgC (3 animaux), étant alors la seule source hydrique 

disponible. L’eau de boisson correspond au groupe contrôle (4 animaux). Etant donné les 

différences de concentration initiale entre les deux produits commerciaux, il est à noter un écart 

modéré entre les doses administrées (voir section 3.3.1, p146). L’exposition a été réalisée sur 

une durée totale de 28 jours ; un suivi du poids, de la consommation alimentaire et hydrique a 

été réalisé régulièrement (tous les 3-4 jours). Au 7ème jour d’exposition, un animal du groupe 

contrôle et un animal du groupe Mesosilver™ ont été sacrifiés pour l’étude, à partir du foie et 

du contenu colique, de la localisation et de la forme de l’argent après digestion en µXRF sur la 

ligne de lumière LUCIA du Synchrotron SOLEIL. Les 3 animaux restants pour chaque groupe 

ont été sacrifiés au 28ème jour d’exposition pour l’analyse de la biodistribution de l’argent par 

ICP-MS dans les différents organes, tissus et contenus d’intérêt.  

2.3.2. Toxicité orale de l’argent colloïdal 

Les expérimentations ont été réalisées sur un total de 72 souris subdivisées en 6 

groupes (12 animaux/groupe) : 3 groupes en condition physiologique et 3 groupes en condition 

physiopathologique ayant subi le stress psychologique chronique WAS. Pour chaque condition, 

le premier groupe a reçu 0,15 mg/kg p.c./jour de Mesosilver™, le second groupe 0,15 mg/kg 
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p.c./jour d’AgC et le dernier groupe de l’eau stérilisée milliQ (contrôle) par administration orale 

(gavage, 200 µL maximum/gavage) sur une durée totale de 28 jours. Le gavage a été réalisé du 

lundi au vendredi à 9 h du matin. Les lundi et vendredi, un deuxième gavage a été réalisé 

l’après-midi (17 h) pour s’affranchir de l’absence de gavage durant le week-end. Sur les deux 

dernières semaines, les animaux soumis au WAS ont été placés 1 h par jour sur une plateforme 

de 3 x 3 cm2 fixée au centre d’une bassine de 40 x 40 cm2 remplie d’eau du robinet jusqu’à 

atteindre un niveau à 1 cm en dessous de la plateforme. Chaque session de WAS a été réalisée 

le matin entre 8 h et 9 h, du lundi au vendredi (10 jours au total), avec un suivi de la défécation. 

L’état sanitaire des animaux a été contrôlé quotidiennement et la consommation alimentaire et 

hydrique suivie régulièrement (tous les 3-4 jours). Au 26ème jour d’exposition, une mesure de 

la perméabilité intestinale in vivo a été réalisée. Au 28ème jour d’exposition, les fèces ont été 

collectées puis stockées à -80°C pour l’analyse du microbiote, puis les animaux ont été sacrifiés 

par dislocation cervicale. Les tissus intestinaux (jéjunum, côlon) ont été congelés dans l’azote 

liquide pour une analyse ultérieure en RT-qPCR afin d’évaluer l’expression des gènes d’intérêt. 

Les contenus coliques ont été prélevés pour la mesure de la lipocaline-2. Les muqueuses du 

jéjunum et du côlon ont été grattées puis stockées à -80°C pour l’analyse du O-glycobiome du 

mucus. Des échantillons de côlon distal, avec contenu, ont été fixés en solution Carnoy (60 % 

(v/v) éthanol, 30 % (v/v) chloroforme, 10 % (v/v) acide acétique glacial) pour déterminer 

l’épaisseur du mucus.  

2.4. ICP-MS 

La biodistribution de l’argent a été déterminée par ICP-MS dans les différents organes 

(foie, rate, rein), tissus intestinaux (jéjunum, côlon) et contenus intestinaux (jéjunum, iléon, 

caecum et côlon). À la fin de l’exposition de 28 jours par la boisson, les organes, tissus et 

contenus d’intérêt ont été prélevés et directement congelés dans l’azote liquide, puis stockés à 

-80°C jusqu’à envoi à l’Unité Biopolymères, Interactions, Assemblages (BIA) de Nantes. Les 

analyses ont été réalisées par Marie-Hélène Ropers (BIA, Nantes) et Hélène Terrisse (Institut 

des Matériaux Jean Rouxel, Nantes – IMN) au Laboratoire de Planétologie et Géodynamique 

(LPG Nantes, UMR 6112) sur un appareil ICP-MS-Q (spectromètre à plasma à couplage 

inductif quadripolaire, Varian 820-MS; Melbourne, Australie). Pour ces analyses, deux 

échantillons pour chaque condition (n=2) ont été considérés. Les échantillons, préalablement 

pesés, ont été digérés avec 2 mL d’acide nitrique HNO3 concentré (65 %) pendant 30 min à 

65°C, puis portés à 110°C pendant 2 h. 375 µL de la solution, préalablement refroidie, ont été 
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prélevés et dilués avec de l’eau ultrapure jusqu’à obtenir une concentration en HNO3 de 2 %. 

Pour les échantillons présentant encore un trouble à l’issue de cette préparation, une 

centrifugation a été effectuée à 3000 g pendant 5 min.  

La concentration totale d'argent a été déterminée par étalonnage externe en utilisant des 

solutions étalons de référence (étalon de référence IONEX à 1000 μg/mL ; ChemLab, 

Zedelgem, Belgique). Chaque étalon a été préparé pour obtenir une solution à 2 % de HNO3, 

comme pour les échantillons à analyser. Les deux isotopes d'argent analysés (107Ag et 109Ag) 

ont donné des résultats similaires. 115In a été utilisé comme étalon interne. Pour ces analyses, 

la limite de détection et la limite de quantification sont de 0,109 et 0,230 ng/g de tissu, 

respectivement.  

2.5. Cartographie en micro-fluorescence X et micro-absorption X  

2.5.1. Caractéristiques et réglages de la ligne de lumière LUCIA 

Les expérimentations et analyses ont été réalisées par Marie-Hélène Ropers (BIA – 

Nantes), Bernard Humbert (IMN – Nantes), Muriel Mercier-Bonin (Toxalim – Toulouse) et 

Camille Rivard (INRAE-SOLEIL, Gif-sur-Yvette) sur la ligne de lumière LUCIA (Ligne 

Utilisée pour la Caractérisation par Imagerie et Absorption, Vantelon et al., 2016) au 

Synchrotron SOLEIL (Gif-sur-Yvette, France). Cette ligne de lumière permet de combiner 

l’imagerie μXRF à la μXAS dans le domaine des rayons X mous et tendres (0,6 à 8 keV). Le 

monochromateur utilisé pour déterminer l’énergie de la ligne pour le seuil L3 de l’argent est un 

monochromateur double cristaux de Si(111). La calibration du monochromateur a été réalisée 

à partir du spectre XANES obtenu d’une feuille d’argent métallique (DeRoche, Villejuif, 

France). Le faisceau est focalisé à 3,1 x 2,6 µm² (H x V) à l’aide de miroirs en configuration 

Kirkpatrik-Baez. Le détecteur de fluorescence utilisé est une diode en Si mono-élément de 60 

mm² (Bruker). La chambre expérimentale est sous vide afin de réduire l’absorption et la 

diffusion des rayons X par l’air. Elle est équipée d’un cryostat à azote liquide connecté par une 

tresse en cuivre au porte-échantillon permettant de maintenir une température de -140°C sur 

l’échantillon. Les échantillons sont transférés congelés dans la chambre expérimentale sous 

vapeur d’azote liquide afin de maintenir la chaîne du froid.  
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2.5.2. Préparation des échantillons 

Après 7 jours d’exposition, un animal du groupe contrôle et un animal ayant été exposé 

au Mesosilver™ par la boisson ont été sacrifiés. Un prélèvement du foie et du contenu colique 

(côlon distal) a été réalisé et les échantillons ont été cryofixés dans l’isopentane préalablement 

refroidi à -160°C dans l’azote liquide puis stockés à -80°C avant transfert au Synchrotron 

SOLEIL. Des coupes de 20 µm d’épaisseur ont été réalisées à l’aide d’un cryo-microtome 

(Shandon Cryotome FSE Cryostats, Thermo Fisher Scientific). Les sections fines ont été 

placées entre deux films d’ultralène (SPEX SamplePrep) dans un support en cuivre de la ligne 

LUCIA. 

Pour la préparation des références, une poudre d’AgCl (99% pur ; PanReac, Castellar 

del Vallès, Espagne) a été broyée sur un support en cuivre. Les complexes argent-glutathion 

réduit (Ag-GSH) ont été préparés selon le protocole de Doolette et al. (2013) et conservés sous 

atmosphère anoxique jusqu’à l’analyse. Ils permettent ainsi d’obtenir un spectre XANES 

d’argent lié à une fonction thiol. Pour les références sous forme de liquide (argent colloïdal 

Mesosilver™ et complexes Ag-GSH), une goutte de la solution a été prélevée, déposée sur un 

support en cuivre et immédiatement immergée dans l’azote liquide pour une congélation rapide. 

2.5.3. Acquisition des données 

Les cartes µXRF ont été collectées à 3,5 keV sur des zones d’environ 750 x 750 μm² en 

acquisition continue (mode flyscan) avec une taille de pas équivalent de 3 µm et un temps 

d’acquisition de 200 ms/pixel. Trois échantillons ont été analysés : le contenu colique de 

l’animal en condition contrôle et le contenu colique et le foie de l’animal ayant été exposé au 

Mesosilver™ par la boisson sur une durée de 7 jours. Ces cartes permettent de localiser l’argent, 

de visualiser son abondance relative et d’identifier les co-localisations avec d’autres éléments 

(soufre, chlore, etc.) présents dans les organes, tissus et contenus intestinaux. Les zones 

d’acquisition des spectres µXANES ont été choisies en fonction de ces cartes, en veillant à 

sélectionner à la fois des points avec une abondance faible ou élevée en argent. Les spectres 

XANES ont été enregistrés en fluorescence sur la gamme d’énergie de 3,3 à 3,5 keV en adaptant 

la taille des pas en fonction de la gamme en énergie du XANES (pas de 0,5 eV autour du seuil 

entre 3,33 et 3,40 keV) et avec un temps d’acquisition de 5 s/point. 
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2.5.4. Traitement des données 

Lors de l’acquisition des cartes, un spectre de fluorescence a été collecté en chaque pixel 

de la carte. Le logiciel PyMCA (Solé et al., 2007) a été utilisé pour modéliser chaque spectre 

de fluorescence et extraire les cartes élémentaires correspondant aux éléments présents dans le 

spectre. Le signal de fluorescence a été corrigé par le signal du faisceau incident et par la valeur 

du temps mort du détecteur. Les cartes de fluorescence RGB ont été produites en utilisant le 

logiciel Fiji (Schindelin et al., 2012) . 

Les spectres XANES ont été traités selon les procédures standard en utilisant le logiciel 

Athena de la suite Demeter (Ravel and Newville, 2005). Le seuil en énergie E0 a été choisi 

comme le maximum de la dérivée première du spectre XANES. Le bruit de fond a été soustrait 

des spectres en utilisant une régression linéaire dans la région avant seuil et une régression 

polynomiale après seuil afin d’obtenir un signal horizontal après seuil.  

2.6. Spectroscopie proche infrarouge 

2.6.1. Acquisition des spectres  

Des spectres proche infrarouge ont été collectés, grâce à la collaboration mise en place 

avec l’Ecole d'Ingénieurs de PURPAN de Toulouse et Cécile Levasseur, sur des souris issues 

des deux protocoles d’exposition mis en œuvre, soit par la boisson (3 animaux/groupe), soit par 

gavage, mais uniquement en condition physiologique (3 animaux contrôles, 5 animaux exposés 

au Mesosilver™, 5 animaux exposés à l’AgC). Après sacrifice, un spectromètre MicroNIR 

OnSite (Viavi, États-Unis) a été utilisé en mode réflectance directement sur les tissus 

intestinaux (jéjunum, iléon, côlon) et contenus intestinaux (estomac, jéjunum, caecum et côlon), 

ainsi que sur le foie. Ce dispositif a pour grand avantage d’être portatif et peu volumineux ; 

l’acquisition peut être très rapidement effectuée (1 s) sur l’échantillon préalablement déposé sur 

une feuille d’aluminium. Chaque spectre est la moyenne de 100 scans sur une gamme spectrale 

de 908 à 1676 nm, avec un pas de 6 nm. Les spectres de réflectance ont été convertis en spectres 

d'absorbance en utilisant le logiciel du spectromètre MicroNIRTM Pro v2.5. Pour chaque 

échantillon, 10 mesures ont été réalisées. 
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2.6.2. Chimiométrie 

Du fait de la complexité des spectres obtenus, un traitement informatique et 

mathématique a été mis en place, faisant appel au domaine de la chimiométrie, dont la 

profondeur d’analyse dépend du type d’échantillon et des informations recherchées. Le bruit et 

les décalages des spectres bruts ont tout d’abord été corrigés par MSC (Multiplicative Scatter 

Correction) et l’ensemble des 10 spectres, pour un échantillon donné, ont été moyennés. 

Une analyse en composantes principales (ACP) a ensuite été réalisée pour simplifier les 

données spectrales en passant de 125 variables, les longueurs d’onde, à 20 composantes 

principales non corrélées entre elles. Ces composantes principales vont servir de variables 

explicatives lors de la construction du modèle selon deux étapes : 1) développement du modèle, 

d’une part à partir des 69 spectres pour l’étude relative à l’exposition au Mesosilver™ et à 

l’AgC par la boisson, et d’autre part sur les 75 spectres pour celle de l’exposition aux deux 

produits d’intérêt par gavage ; 2) validation croisée.  

Les modèles prédictifs sont mis en place à partir d’arbres de classification9, réalisés avec 

Minitab (Minitab Inc, Statistical Software version 19, State College, PA, États-Unis), utilisant 

les 20 composantes principales comme variables discriminantes. Pour la validation croisée, 

l’ensemble des spectres ont été divisés en 10 groupes, et chaque sous-groupe a successivement 

été confronté aux 9 autres groupes de données, afin d’obtenir en fin d’analyse le meilleur 

modèle de prédiction. La qualité de prédiction du modèle a été évaluée à travers une matrice de 

confusion.  

2.7. Perméabilité intestinale in vivo 

La fluorescéine isothiocyanate-dextran de poids moléculaire 4 kDa (FD4) est un 

marqueur fluorescent permettant de mesurer la perméabilité intestinale in vivo en mesurant son 

taux plasmatique après administration orale (Moussaoui et al., 2014; Woting and Blaut, 2018). 

Au 26ème jour d’exposition, les animaux ont été mis à jeun sur une durée de 3 h puis il leur a été 

administré par gavage oral une solution de FD4 (TdB, Uppsala, Suède) à une dose de 750 mg/kg 

p.c. (solution préparée à 200 mg/mL dans de l’eau, administration d’environ 100 µL par souris). 

3 h après administration, environ 50 µL de sang ont été prélevés à la veine sous-mandibulaire 

et centrifugés à 3500 g pendant 10 min. Le plasma a été récupéré et dilué au 1/10ème dans une 

 

9 https://www.statsoft.fr/concepts-statistiques/arbres-de-classification/arbres-de-classification.php 
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solution saline (NaCl 0,9 % (m/v), Sigma) puis la fluorescence du FD4 a été mesurée à une 

longueur d’onde d’excitation de 385 nm et une longueur d’onde d’émission de 525 nm avec un 

fluoromètre SPARK (TECAN, Männedorf, Suisse). Une gamme étalon, réalisée à partir de la 

solution de FD4 à 200 mg/mL, a permis de déterminer la concentration sanguine de FD4 à partir 

des valeurs de fluorescence obtenues. Les résultats sont exprimés en pourcentage 

comparativement à la moyenne du groupe contrôle.  

2.8. Concentration de la lipocaline-2 colique 

La lipocaline-2 (LCN-2) est une lipocaline associée à la Neutrophil Gelatinase-

Associated Lipocalin (NGAL), contenue dans les granules des neutrophiles et utilisée comme 

biomarqueur de l'inflammation intestinale (Chassaing et al., 2012; Yvon et al., 2019). Pour 

quantifier la LCN-2, le contenu colique (environ 50 mg), collecté au cours du sacrifice, a été 

broyé au FastPrep (MP Biomedicals, Illkirch, France ; 20 s à 6 m/s) en présence de 0,5 mL de 

PBS froid (4°C) contenant un cocktail d’anti-protéases (cOmplete ; Roche, Bâle, Suisse). Une 

centrifugation a été réalisée pendant 10 min à 13000 g à 4°C, puis le surnageant a été stocké à 

-80°C jusqu’à analyse. La mesure du taux de LCN-2 dans les échantillons a été réalisée à l’aide 

du kit ELISA LCN-2 murin Duoset (R&D Systems, Minneapolis, MN, États-Unis). Les valeurs 

obtenues ont été normalisées par la masse du contenu colique préalablement broyé.  

2.9. Expression génique dans le jéjunum et le côlon 

2.9.1. Extraction ARN et rétrotranscription  

L’extraction de l’ARN des tissus a été réalisée avec le RNeasy Mini kit (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) en suivant les procédures indiquées par le fournisseur. Les tissus, 

préalablement stockés à -80°C, ont été rapidement déposés dans un tube fast prep lysing beads 

matrix D (MP Biomedicals, Illkirch-Graffenstaden, France) en présence de tampon de lyse dans 

la glace (tampon RLT + 1 % -mercaptoéthanol). Les tissus ont été immédiatement broyés au 

Precellys (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) avec deux sessions de 10 s à 

10000 rpm, séparées d’un temps d’attente de 15 min dans la glace. Les étapes de purifications 

et de centrifugations successives ont été réalisées en accord avec les préconisations du kit et la 

fraction purifiée d’ARN a été stockée à -80°C jusqu’à rétrotranscription. La qualité de l’ARN 

a été vérifiée avec la TapeStation 4200 (Agilent, Santa Clara, CA, Etats-Unis) et la 

concentration déterminée à l’aide du DropSense96 (Trinean, Gand, Belgique) de la plateforme 
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GeT-TRIX (Génomique et Transcriptomique) de Toulouse. La rétrotranscription de l’ARN (1 

µg) en ADNc a été réalisée avec l’enzyme IScript reverse transcription supermix (Bio-Rad, 

Hercules, CA, États-Unis) sur le thermocycleur CFX96 (Bio-Rad) avec le programme suivant : 

5 min à 25°C, 30 min à 42°C et 5 min à 95°C. Les ADNc ont été dilués au 1/10ème et stockés à 

-20°C avant analyse par qPCR de l’expression des gènes d’intérêt.  

2.9.2. qPCR 

La PCR quantitative en temps réel (qPCR) a été réalisée en plaque 384 puits sur un 

appareil ViiA7 (Applied Biosystem, Naerum, Danemark) dans un volume final de 5 µL avec 1 

µL d’ADNc dans un tampon de réaction IQ SybrGreen Supermix (Bio-Rad) contenant 600 nM 

des amorces sens et anti-sens. Les séquences des amorces utilisées sont données dans le Tableau 

5. L’efficacité de la PCR pour chaque paire d’amorces a été calculée par le logiciel LinRegPCR. 

Chaque échantillon a été analysé en double et l’amplification spécifique du gène analysé a été 

contrôlée par évaluation de la courbe de fusion des produits de la PCR. Le niveau d’expression 

relatif des gènes considérés a été calculé par la méthode ΔΔCt (2ΔΔCt), avec comme gène de 

référence l'hypoxanthine phosphoribosyltransférase (Hprt). 
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Tableau 5 : liste des amorces utilisées pour la qPCR. 

Catégorie Gènes Séquences amorces

sens : TCAGTCAACGGGGGACATAAA

anti-sens : GGGGCTGTACTGCTTAACCAG

sens : CCACGCTCTTCTGTCTACTGAAC

anti-sens : GGTCTGGGCCATAGAACTGATG

sens : ACCTTCCAGGATGAGGACATGAG

anti-sens : CATCCCATGAGTCACAGAGGATG

sens : CGTGGTTGTCACCAGCATCA

anti-sens : CTCTGCAAGAGACTTCCATCCAGT

sens : CTGGCTGACTGGGTGTGTTTAG

anti-sens : GGATCTCTCACCACCCTCTTTG

sens : AAGGAACAGGGGGTGGTG

anti-sens : CCGGGAAATTTTCTTGAACC

sens : CTGGTGCTTCAAACCTCTGC

anti-sens : GCCTGGACAGCTTCAAAATG

sens : TTGGTTGCTTTGGCTATCGT

anti-sens : TTACCTGCCGAAACCTCCT

sens : ATTATTCTGAAGCCTGGGGAGA

anti-sens : TGGAGCCTGAAACACAATCACT

sens : GTGATCCTCGTGATCCTCCTC

anti-sens : GTTTAGGGAAGGCTGGAAGGT

sens : GGCTCTGAACCTAAGTATGCTG

anti-sens : CCGTAGAATGCCCCAAGTTT

sens : AATTATCCCACAAGGAGCCATT

anti-sens : ACACATCACTAGGGGGCTCAG

sens : GCTGGATGACTACAGAGAGGAGA

anti-sens : TTTGCTCTTCAACTGCTTGC

sens : GCTGTCATTGGGGGCATAATA

anti-sens : GGGGTCAAGGGGTCATAGAAT

sens : GGGCTGTTAGGCACATCCAT

anti-sens : GTCGCACACTCCATCCAGAG

sens : TTTCTTCTATGCGCAGTTGG

anti-sens : GCAGTTTGGTGCCTACTTCA

sens : TCTTGATTTTTGGCGTCTGG

anti-sens : ACTGGGCTGGCTGTAAATGA

Jonctions cellulaires

Cln5

Ocln

JamA

Zo1

Cln1

Cln2

Mucus

Muc1

Muc3

Muc4

HprtGène de référence

Camp

Lyz

Tnfα

Muc2

Tff3

Il1β

Il6

Inflammation

Peptides 

antimicrobiens
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2.10. Epaisseur du mucus dans le côlon distal 

2.10.1. Préparation des colorations 

Les échantillons de côlon distal avec contenu ont été fixés en solution Carnoy au cours 

de la nuit suivant le sacrifice. Par la suite, les tissus ont été déshydratés en utilisant le Thermo 

Scientific™ Excelsior™ ES Tissue Processor (Thermo Fisher Scientific) avec le programme 

de bains successifs suivant : 2 x 60 min dans l’éthanol anhydre, 2 x 60 min de butanol, 480 min 

de butanol, 3 x 80 min de paraffine à 60°C. Les tissus ont été inclus en blocs de paraffine en 

utilisant une station d’enrobage en paraffine HistoStar™ Embedding Workstation (Thermo 

Fisher Scientific). Une fois les blocs de paraffine formés, des sections de 5 µm d’épaisseur en 

coupes transversales ont été réalisées avec un microtome Microm™ HM 340 E (Thermo Fisher 

Scientific) et déposées sur lames (Thermo Scientific Menzel-Gläser Superfrost®, Thermo 

Fisher Scientific). Les coupes obtenues ont été déparaffinées en utilisant du Ottix Plus™ 

(Microm Microtech, Brignais, France), puis réhydratées par une série de bains indiqués dans le 

Tableau 6 ; sont également indiquées les différentes étapes de coloration réalisées en 

Hématoxyline/Eosine et Bleu Alcian. En fin de traitement, les lames ont été rapidement 

égouttées et les échantillons montés entre lame et lamelle avec le milieu de montage Diamount 

(DiaPath, Martinengo, Italie). Les lames ont été séchées 12 h avant la première observation au 

microscope. Les images ont été obtenues par scanner de lame NanoZoomer HT (Plateforme 

d’imagerie TRI-Genotoul, Campus INRAE Auzeville) avec un objectif à grossissement 200x.  

 

Tableau 6 : étapes pour la réalisation des colorations Hématoxyline/Eosine et Bleu Alcian

Processus Solution
Temps 

(min)

Ottix Plus™ 30 + 2 + 2

Ethanol anhydre 3 + 3

Ethanol 95° 3 + 3

H2O distillée 2 + 2

Hematoxyline 2

H2O courante 7

H2O distillée 2

Bleu Alcian (pH 3.0) 15

H2O courante 1 + 1 + 1

H2O distillée 2

Eosine 2

Ethanol 95° 2

Ethanol anhydre 3 + 3

Ottix Plus™ 2 + 2 + 5

Hydratation

Coloration

Déshydratation
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2.10.2. Analyse d’images 

Le traitement d’images a débuté avec le logiciel NDP view 2 (Hamamatsu Photonics, 

Hamamatsu, Japon) dans le but d’identifier les zones d’intérêt et d’exporter les images sous un 

format compatible avec le logiciel Fiji Image J (Schindelin et al., 2012). L’épaisseur du mucus 

a ensuite été mesurée avec ce logiciel sur tout le pourtour du contenu colique avec un pas de 

mesure de 100 µm. Pour chaque coupe (soit environ 60 mesures/coupe), l’épaisseur moyenne 

et le coefficient de variation (correspondant à l’écart-type divisé par la moyenne) ont été 

déterminés. Une coupe représentative par animal a été analysée.  

2.11. O-glycosylation des mucines jéjunales et coliques 

Cette analyse a été effectuée en collaboration avec Catherine Robbe-Masselot de l’Unité 

de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle de Villeneuve d’Ascq. Les différentes étapes 

nécessaires sont détaillées ci-après. 

2.11.1. Extraction des mucines 

Les mucines jéjunales et coliques, contenues dans les muqueuses grattées, ont été 

solubilisées dans un tampon d’extraction (4 M de chlorure de guanidine, 5 mM d'acide 

éthylènediaminetétraacétique (EDTA), 10 mM de benzamidine, 5 mM de N-éthylmaléimide, 

0,1 mg/mL d'inhibiteur de trypsine et 1 mM de fluorure de phénylméthanesulfonyle). Du 

chlorure de césium a été ajouté pour atteindre une densité initiale de 1,4 g/mL. Les mucines de 

densité comprise entre 1,35 et 1,4 g/mL sont purifiées par ultracentrifugation en gradient de 

densité à 417600 g à 15°C pendant 72 h (ultracentrifugeuse Beckman Coulter LE80 K; rotor 

70.1 Ti). Les mucines ont été repérées par une coloration au PAS (Periodic Acid Schiff) après 

transfert des différentes fractions sur une membrane de nitrocellulose par slot-blotting. 

2.11.2. β-élimination 

Les fractions contenant les mucines ont été rassemblées, dialysées et lyophilisées. Les 

mucines ont été soumises à une β-élimination dans des conditions réductrices (0,1 M NaOH, 1 

M BH4Na) pendant 24 h à 45°C. Les sels de borate ont été éliminés par plusieurs co-

évaporations avec du méthanol avant purification sur une colonne de résine échangeuse de 

cations (Dowex 50 x 2, 200–400 mesh, forme H+). Les oligosaccharides ont été élués avec de 
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l’eau déminéralisée tandis que les peptides sont restés fixés sur la résine. Les glycanes libérés 

sous forme d'oligosaccharides-alditols ont été lyophilisés.  

2.11.3. Perméthylation et purification 

La perméthylation des oligosaccharides-alditols, sous forme anhydre, a été réalisée par 

dissolution dans une solution de perméthylation (200 μL de diméthylsulfoxyde, 300 μL de 

iodométhane, 1 g NaOH), placée sous agitation pendant 2 h et stoppée avec ajout de 1 mL 

d’acide acétique (5 % (v/v)). Une nouvelle purification a été réalisée sur colonne C18 Sep-Pak 

(Oasis HLB, Waters, Milford, MA, USA) en présence de méthanol.  

2.11.4. Analyse des oligosaccharides purifiés 

Les analyses ont été réalisées sur un spectromètre de masse de géométrie MALDI-TOF-

TOF de type Analyzer 4800 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Toronto, Canada) équipé d’une 

source laser. Les échantillons ont été dissous dans un solvant méthanol/eau (50:50) et déposés 

sur une cible MALDI en addition avec une matrice DHB (acide 2,5-dihydroxybenzoique) à une 

dilution volume/volume. Pour chaque structure d’intérêt, l’intensité de 10 pics d’expériences 

indépendantes a été mesurée. La moyenne et l’écart-type de ces intensités ont été calculés. Un 

exemple de spectre après analyse est présenté dans la Figure 27. 

 

 

Figure 27 : exemple de spectre MALDI des O-glycanes perméthylés issus des mucines intestinales 

purifiées. Pour les O-glycanes perméthylés, la charge « z » vaut 1, l’axe des abscisses pouvant donc 

être également exprimé en Daltons (référant à « m » pour masse). 
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2.12. Composition du microbiote fécal 

L’analyse au niveau fécal de la composition des microbiotes bactérien et fongique pour 

l’ensemble des animaux traités a été effectuée en fin d’exposition (jour 28) grâce à la 

collaboration avec Emmanuelle Maguin et Mathias Lavie-Richard de l’Institut Micalis à Jouy 

en Josas.  

2.12.1. Génération d'amplicon ARNr 16S et ITS2 pour le séquençage MiSeq 

L'ADN génomique présent dans les fèces a été extrait selon la procédure décrite par 

Godon et al. (1997) avec quelques modifications. L'intégrité et la concentration de l'ADN extrait 

ont été vérifiées par spectrométrie NanoDrop®.  

La diversité bactérienne a été déterminée pour chaque échantillon en ciblant une partie 

des gènes ribosomaux. La région V3-V4 a été amplifiée au cours de 30 cycles d’amplifications 

à 65°C à partir d'ADN purifié avec les amorces F343 

(CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG) et R784 

(GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT). Les 

longueurs d'amplicon étaient d'environ 510 pb (la longueur exacte varie en fonction de l'espèce). 

L'amplicon a été purifié pour éliminer les amplifications non spécifiques. Les amplicons ont été 

placés par la suite dans une plaque de 96 puits puis envoyés à la plateforme de séquençage « 

Génome et Transcriptome » (GeT) de GenoToul (Toulouse, France). Les amorces utilisées pour 

le séquençage de l'ADNr 16S sont : 

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAC (amorce directe) 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGT (amorce 

inverse) pour 12 cycles de PCR à l’aide de la technologie IlluminaMiSeq®. 

Une approche similaire a été utilisée pour le microbiote fongique en utilisant les amorces 

ITS2 (sens) 5'-GTGARTCATCGAATCTTT-3' et (antisens) 

5'GATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3'. Les ADN ont été envoyés à l’entreprise Genoscreen 

(Lille) qui a effectué la PCR et le séquençage à l’aide de la technologie IlluminaMiSeq®. 

2.12.2. Analyse bio-informatique 

Les lectures ont été regroupées en unités taxonomiques opérationnelles (OTU, 

abréviation de l’anglais “Operational Taxonomic Unit”) au niveau d'identité de 97% à l'aide 
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de l'outil Galaxy pour les séquences 16S (Escudié et al., 2018) et grâce au pipeline dédié sous 

FROGS10 pour les séquences ITS. Chaque OTU a été assignée à différents niveaux 

taxonomiques (du phylum jusqu’à l’espèce) moyennant la base de données Silva et le 

classificateur RDP pour le microbiote bactérien (Wang et al., 2007) et la base de données 

UNITE ITS pour le microbiote fongique (Kõljalg et al., 2013).  

2.13. Analyses statistiques  

Les données sont exprimées en moyenne ± écart-type. Le traitement statistique de ces 

données a été réalisé à l’aide du logiciel GraphPad Prism, version 8.3 pour Windows (GraphPad 

Software, San Diego, CA, États-Unis). L’homogénéité des variances (test de Bartlett) a été 

vérifiée afin de déterminer la réalisation d’analyses paramétriques ou non paramétriques. Dans 

le cas de validation de l’homogénéité des variances, un test ANOVA à 1 facteur a été effectué 

avec un post-test de Tukey. Dans le cas contraire, un test Kruskall Wallis a été réalisé avec un 

post-test de Dunn. Dans l’étude de la O-glycosylation des mucines, un test ANOVA à 2 facteurs 

a été choisi avec un post-test de Tukey. Les différences sont considérées comme statistiquement 

significatives pour une valeur p < 0,05.  

Les analyses statistiques des données de séquences 16S pour le microbiote bactérien ont 

été réalisées à l'aide du logiciel R (R Core Team, 2015, R Foundation for Statistical Computing, 

Vienne, Autriche). La diversité alpha a été estimée à l'aide de l'indice de diversité de Shannon 

ou du nombre d'espèces observées. La diversité bêta a été mesurée par une matrice de distance 

de Bray – Curtis et a été utilisée pour construire des graphiques d'analyse en composantes 

principales (PCoA). Après raréfaction de toutes les séquences à des profondeurs 

d'échantillonnage égales, les abondances de toutes les familles ont été calculées en agglomérant 

les OTU attribuées à ces familles. Pour chacune de ces familles, le test statistique Kruskal-

Wallis, suivi du test de Dunn, a été réalisé pour détecter les combinaisons significativement 

différentes en termes d'abondance. Le niveau de signification a été fixé à p ≤ 0,05. La même 

procédure a été appliquée pour chaque genre et pour chaque OTU. 

Concernant l’analyse des données de séquences ITS du microbiote fongique, l’outil R a 

aussi été utilisé avec le package Phyloseq pour l’analyse en alpha et bêta diversités (cf. analyse 

16S). DeSeq2 sous R et LefSE11 sous Galaxy ont été utilisés pour les analyses différentielles. 

 

10 http://frogs.toulouse.inra.fr 
11 https://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/) 
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Ce sont deux outils particulièrement adaptés à l’analyse de données de séquençage où les 

tableaux d’analyse sont essentiellement remplis de zéro (donnée « sparse ») et que des outils 

classiques d’analyse statistique ne peuvent pas analyser de manière performante. 

3. Résultats et Discussion 

Dans cette étude, deux protocoles d’exposition par voie orale aux produits commerciaux 

d’argent colloïdal, le Mesosilver™ et l’AgC, ont été réalisés. D’une part, des animaux ont été 

exposés au Mesosilver™ ou à l’AgC directement par la boisson sur une durée totale de 28 jours, 

représentant leur seule source d’apport hydrique journalier. Cette procédure a eu pour objectif 

de déterminer la biodistribution de ces produits dans différents tissus et organes, avec dans le 

cas du Mesosilver™ un focus sur les transformations physico-chimiques subies lors de la 

digestion in vivo. La dose élevée choisie (de l’ordre de 3 mg/kg p.c./jour) a permis de 

s’affranchir des limites de sensibilité de la méthode ICP-MS mise en œuvre ici pour détecter et 

quantifier l’argent dans les différentes matrices biologiques. D’autre part, des animaux ont été 

exposés au Mesosilver™ ou à l’AgC par gavage quotidien à une dose plus faible de 0,15 mg/kg 

p.c./jour sur une durée totale de 28 jours. Au cours de ce protocole, un stress WAS a été appliqué 

sur la moitié des animaux traités, durant les deux dernières semaines. Cette procédure a eu pour 

objectif d’évaluer l’impact de ces deux produits d’argent colloïdal à une dose plus 

représentative de l’exposition humaine, en considérant une fonction barrière intestinale intègre 

ou fragilisée par le WAS pour révéler de possibles effets de potentialisation ou d’exacerbation.  

3.1. Détermination de la biodistribution de l’argent lors d’une exposition orale 

sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC à forte dose   

3.1.1. Suivi du poids et de la prise alimentaire des animaux 

Pour les animaux ayant été exposés oralement par la boisson au Mesosilver™ ou à 

l’AgC sur une durée de 28 jours, aucune modification du poids et de la consommation 

alimentaire n’a été observée (Figure 28A,B). De plus, le suivi de la consommation hydrique 

nous a permis de nous assurer que la nature de la boisson (Mesosilver™ ou AgC) n’altère pas 

la prise hydrique (Figure 28C). En considérant la moyenne de la consommation hydrique 

quotidienne au cours de l’expérimentation, l’exposition moyenne à ces deux produits d’argent 

colloïdal a été déterminée. Ainsi, avec une consommation moyenne de 3,39 ± 0,43 mL/jour et 

3,62 ± 0,45 mL/jour pour les souris exposées au Mesosilver™ et à l’AgC, respectivement, cela 
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correspond à une exposition de 3,05 ± 0,39 mg/kg p.c./jour pour le Mesosilver™ et 2,45 ± 0,31 

mg/kg p.c./jour pour l’AgC. La différence de niveau d’exposition entre les deux produits 

s’explique par leur écart de concentration (22,1 µg/mL et 17,1 µg/mL pour le Mesosilver™ et 

l’AgC, respectivement). Un ajustement des concentrations en diluant le Mesosilver™ dans 

l’eau de boisson n’a pas pu être réalisé car les AgNP en suspension s’oxydent dès la mise en 

contact (données non présentées). Les résultats décrits dans la littérature sur l’impact des AgNP 

à des doses proches de la nôtre sur le poids des animaux sont contrastés. Dans l’étude de Chen 

et al. (2017), une exposition orale aux AgNP (taille ≈10 nm) à une dose de 2,5 mg/kg p.c./jour 

pendant 7 jours a induit une diminution progressive du poids chez la souris CD-1 (sous-type de 

souris Swiss). À l’inverse, dans l’étude de Shahare et al. (2013), une exposition orale aux 

AgNP-citrate (3-20 nm) à une dose de 5 mg/kg p.c./jour pendant 21 jours a conduit à une 

augmentation du poids chez la souris Swiss dès 14 jours d’exposition. De nombreux paramètres 

pourraient expliquer ces différences, en commençant par la lignée de souris utilisée, mais 

également les propriétés physico-chimiques des AgNP étudiées (taille, présence de revêtement 

citrate par exemple). De manière intéressante, aucune différence n’a été constatée entre les 

produits Mesosilver™ et AgC, confirmant l’intérêt d’étudier et de comparer les formes réelles 

d’argent consommées.  
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Figure 28 : suivi du poids (A), de la consommation alimentaire (B) et de la prise hydrique (C) des animaux 

ayant été exposés par la boisson au Mesosilver™, à l’AgC ou à l’eau du robinet (contrôle) sur une durée de 28 

jours ; n=3-4 animaux par groupe. Pour les panels B et C, l’ensemble des valeurs correspondent à la moyenne 

de consommation pour une cage hébergeant les animaux, la consommation spécifique de chaque animal ne 

pouvant être déterminée et ne permettant donc pas une analyse statistique. 
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3.1.2. Quantification de l’argent dans les tissus, contenus et organes par ICP-MS 

La concentration en argent dans les différents tissus, contenus et organes a été mesurée 

par ICP-MS à la fin des 28 jours d’exposition orale par la boisson au Mesosilver™ ou à l’AgC 

(Figure 29). Globalement, pour les deux types d’argent colloïdal, les niveaux d’argent sont plus 

élevés dans les contenus intestinaux que dans les différents organes et tissus analysés. Dans ces 

mêmes contenus, les concentrations mesurées sont croissantes du jéjunum (3,69 ± 2,93 et 7,68 

± 2,57 µg/g de contenu pour le Mesosilver™ et l’AgC, respectivement) vers le côlon (30,57 ± 

9,20 et 28,91 ± 18,49 µg/g de contenu pour le Mesosilver™ et l’AgC, respectivement). Ce 

gradient de concentration mesuré pourrait être dû au ralentissement du transit dans les régions 

les plus distales du tractus digestif. Il souligne également qu’une grande partie de l’argent est 

excrétée par voie fécale, ce qui corrobore l’ensemble de la littérature existante à ce sujet sur des 

AgNP modèles (Bergin et al., 2016; Garcia et al., 2016; Loeschner et al., 2011; Tiwari et al., 

2017; Yun et al., 2015). Outre les contenus intestinaux, les tissus jéjunal et colique présentent 

une accumulation d’argent globalement supérieure au reste des organes analysés (entre 0,33 et 

1,00 µg/g de tissu en fonction des conditions et du tissu). L’argent a en effet été mesuré en 

faible concentration dans le foie (≈ 0,4 µg/g de tissu), la rate (≈ 0,2-0,4 µg/g de tissu), et dans 

une moindre mesure dans le rein (< 0,2 µg/g de tissu).  
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Figure 29 : concentration en argent, déterminée par ICP-MS, dans les organes, tissus et contenus intestinaux 

des souris exposées 28 jours au Mesosilver™ ou à l’AgC par la boisson ; n=2 animaux par groupe.  
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Lorsque l’on compare la biodistribution de l’argent dans les différents tissus et contenus 

après une exposition orale au Mesosilver™ ou à l’AgC, des niveaux similaires sont retrouvés 

pour les deux produits et il semble que la concentration en argent soit plus élevée pour l’AgC 

dans le côlon. Pour rappel, l’exposition quotidienne à l’argent chez les animaux ayant 

consommé l’AgC est plus faible que celle des animaux ayant consommé le Mesosilver™ (2,45 

± 0,31 mg/kg p.c./jour pour l’AgC contre 3,05 ± 0,39 mg/kg p.c./jour pour le Mesosilver™). 

Ceci suggère une bioaccumulation d’argent plus importante provenant du produit AgC 

comparativement au Mesosilver™. L’AgC étant composé exclusivement d’ions Ag+ (voir 

partie 1 des résultats expérimentaux), ces résultats sont en accord avec les observations réalisées 

sur différentes études chez le rat, montrant une bioaccumulation plus élevée de l’argent sous sa 

forme ionique comparativement à sa forme nanoparticulaire (Loeschner et al., 2011; Qin et al., 

2017). À titre d’exemple, l’étude de Qin et al. (2017) rapporte qu’après une exposition de 28 

jours par gavage à 1 mg/kg p.c./jour d’AgNP-PVP (30 nm) vs AgNO3 (Ag+), le niveau d’argent 

mesuré dans le foie, les reins et la rate était nettement supérieur (d’un facteur de 2 à 3) chez les 

animaux exposés à AgNO3 comparativement à ceux exposés aux AgNP.  

3.1.3. Détermination de la nature de l’argent après digestion du Mesosilver™ par 

µXRF et µXAS 

Les analyses ICP-MS permettent de détecter et de mesurer de faibles concentrations 

d’argent dans les tissus, contenus et organes mais sans pouvoir déterminer sous quelle forme 

(Ag+/Ag0) l’argent est présent. En effet, une étape de dissolution des matrices en milieu acide 

est nécessaire pour l’analyse, induisant alors une oxydation totale de l’argent présent. Grâce à 

l’utilisation de la µXRF, combinée à la µXAS, sur la ligne de lumière LUCIA du Synchrotron 

SOLEIL, il est possible de cartographier la présence d’argent dans les tissus organiques et de 

déterminer son degré d’oxydation, ainsi que les interactions avec son environnement proche.  

La µXRF ne permettant pas d’analyser de nombreux échantillons en raison du temps 

nécessaire à l’acquisition et à l’analyse des données, il a été décidé de se focaliser sur le 

Mesosilver™, du fait de la co-existence des formes Ag0 (AgNP) et Ag+ dans le produit initial, 

et d’examiner le contenu colique, caractérisé par une forte présence d’argent, et le foie en tant 

qu’organe cible de bioaccumulation (Figure 29), après une exposition par la boisson limitée ici 

à 7 jours.  

Les spectres moyens obtenus en cartographie µXRF permettent de déterminer la 

composition élémentaire des deux échantillons d’intérêt, comparativement à un échantillon 
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contrôle de contenu colique (Figure 30A). La signature spectrale du contenu colique après 

exposition au Mesosilver™ révèle la présence d’argent sous sa forme élémentaire avec 

l’apparition d’un pic autour de 3 keV qui n’est retrouvé ni dans le foie, ni dans le contenu 

colique contrôle. Cela est confirmé sur les images de la cartographie µXRF où aucune signature 

de l’élément argent n’est retrouvée pour ces deux conditions (Figure 30C et D), contrairement 

à celle correspondant au contenu colique après exposition au Mesosilver™ (Figure 30B). 

L’argent ayant été quantifié par ICP-MS dans le foie des animaux exposés (Figure 29), 

l’absence de détection de l’argent par µXRF dans cet organe pourrait potentiellement 

s’expliquer par le temps d’exposition plus faible (7 jours, contre 28 jours pour les analyses ICP-

MS), ou par une accumulation hétérogène de l’argent au niveau hépatique, la zone étudiée 

n’étant peut-être pas représentative de l’ensemble de l’organe. 

Dans le cas du contenu colique fortement concentré en argent après exposition au 

Mesosilver™, la carte de corrélation RVB (Rouge-Vert-Bleu), présentée sur la Figure 30B (et 

reprise sur la Figure 31A), met en évidence une co-localisation quasi systématique de l’argent 

avec le soufre, comme indiqué par la coloration violette dominante. Certaines zones discrètes, 

colorées en rouge, correspondent à une accumulation maximale en argent.  
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Figure 30 : cartographie du foie et du contenu colique en micro- fluorescence X (µXRF). (A) Spectres moyens de 

l’ensemble des spectres cumulés de la cartographie réalisée pour chaque échantillon. La bande rouge 

correspond à la signature énergétique de l’argent (≈3 keV). (B-D) Distribution de l’argent (Ag), du chlore (Cl) 

et du soufre (S) dans le contenu colique d’un animal exposé au Mesosilver™ (B) ou à l’eau (C), ainsi que dans 

le foie de l’animal exposé au Mesosilver™ (D). L’intensité des couleurs est identique entre les différents 

échantillons. L’exposition a été réalisée par la boisson sur une durée de 7 jours avant analyse. 

 

Afin d’identifier la forme (Ag+/Ag0) de l’argent dans le contenu colique après exposition 

au Mesosilver™, différentes zones d’intérêt, représentées par des points (POI, Point of 

Interest), ont été sélectionnées (Figure 31B), correspondant à des zones avec des concentrations 

variables en argent (Figure 31A). Les spectres XANES associés ont été analysés (Figure 31C). 

L’ensemble des spectres présentent le même profil avec un seuil à 3351,6 eV. La comparaison 

avec le spectre XANES du Mesosilver™ pur montre des différences significatives : les trois 



141 

 

oscillations observables pour le Mesosilver™ après le seuil à 3377,5, 3397,6 et 3433,7 eV ne 

sont pas retrouvées sur les spectres du contenu colique après exposition, indiquant des 

transformations physico-chimiques du produit in vivo. La différence avec les spectres d’argent 

métallique (Ag0) et d’AgCl montre que l’argent présent dans le Mesosilver™ (dans sa 

composante AgNP) ne reste vraisemblablement pas sous sa forme Ag0 pendant la digestion et 

que son oxydation en Ag+ ne se traduit pas forcément par la formation de complexes AgCl. En 

revanche, les spectres sont proches de celui d’Ag-GSH. Ceci suggère une liaison de l’argent, 

une fois oxydé dans le tractus digestif, aux groupements thiols (-SH) des protéines et/ou 

peptides présents dans l’intestin, et plus précisément ici le côlon. 

 

Figure 31 : identification de la forme (Ag+/Ag0) de l’argent dans le contenu colique après exposition au 

Mesosilver™ par analyse XANES. À partir de la cartographie µXRF obtenue sur le contenu colique (A), 10 

zones ont été sélectionnées (B), analysées par XANES et comparées avec les références Ag0, AgCl, Mesosilver™ 

et Ag-GSH (C).  
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Une liaison préférentielle de l’argent avec les groupements thiols a été à plusieurs 

reprises observée tant à l’échelle tissulaire (Smulders et al., 2015) que cellulaire (Tardillo 

Suárez et al., 2020; Veronesi et al., 2015), mais c’est la première fois que ce mode d’interaction 

est mis en évidence au niveau d’un contenu intestinal. L’argent ainsi lié pourrait être moins 

disponible, ce qui minimiserait son impact délétère sur l’épithélium et/ou le microbiote 

intestinal, malgré une co-localisation probable bactéries/argent au sein du contenu. Il s’agit 

également de la première exploration par rayonnement Synchrotron des transformations 

physico-chimiques subies par un produit commercial d’argent colloïdal à base d’AgNP, ici le 

Mesosilver™, lors de sa digestion in vivo. Les conséquences de la liaison préférentielle de 

l’argent avec les groupements thiols sont fortement dépendantes de la cible. En effet les 

protéines, riches en groupements thiols, peuvent être dénaturées par l’interaction avec l’argent 

(Gordon et al., 2010), avec des effets sur la perte d’activité dans le cas particulier des enzymes. 

Cependant, une importante quantité de molécules anti-oxydantes riches en groupements thiols, 

telles que la GSH ou encore les métallothionéines, capables de chélater les ions métalliques et 

d’inhiber leur potentiel cytotoxique, sont présentes dans les cellules et bactéries (Liu et al., 

2017; Wu et al., 2004). Elles peuvent favoriser également l’excrétion de ces ions métalliques 

des cellules de mammifères (Ballatori et al., 2009). Les capacités anti-oxydantes des cellules 

eucaryotes ou procaryotes sont donc un élément clé dans la réponse à l’effet cytotoxique de 

l’argent, un excès d’argent pouvant réduire ces mêmes capacités et conduire à un stress oxydatif 

délétère pour la cellule. L’étude de Mendonça et al. (2019) met ainsi bien en évidence 

l’importance des capacités anti-oxydantes dans l’inhibition des effets cytotoxiques des AgNP. 

Dans leur étude, une injection en intraveineuse de 5 mg/kg p.c. d’AgNP (79,3 nm) chez le rat a 

induit une hépatotoxicité, pouvant être prévenue par une injection de l’anti-oxydant N-

acétylcystéine (1 g/kg p.c.), riche en groupements thiols. 

3.2. Mise en évidence par spectroscopie proche infrarouge des modifications 

organiques induites chez la souris par une exposition orale sub-chronique 

au Mesosilver™ ou à l’AgC à faible et forte doses  

Etant donné la présence et les transformations physico-chimiques subies par l’argent 

colloïdal lors de sa digestion in vivo, nous avons voulu connaître de manière réciproque son 

impact, éventuellement différent en fonction du produit considéré (Mesosilver™ ou AgC) et de 

la dose administrée, sur les organes, tissus et contenus intestinaux par une approche intégrée en 
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spectroscopie proche infrarouge. Cette analyse a ainsi été réalisée conjointement chez les 

animaux ayant été exposés 28 jours par la boisson (à la dose précédente de l’ordre de 3 mg/kg 

p.c./jour) et par gavage (dose plus faible de 0,15 mg/kg p.c./jour) aux deux produits d’intérêt 

Mesosilver™ et AgC et ce, en condition physiologique (i.e. fonction barrière intestinale 

intègre).  

En nous basant sur la représentation des deux premières composantes principales, nous 

pouvons observer que les différences entre les spectres proche infrarouge obtenus pour les trois 

groupes étudiés (contrôle, Mesosilver™ et AgC) sont faibles, tant sur le mode d’exposition par 

la boisson (Figure 32A) que par gavage (Figure 32B). Cependant, les modèles de prédiction, 

créés sur les 20 premières composantes principales, présentent de bonnes performances de 

discrimination pour les deux modes d’administration (Tableau 7 et Tableau 8 pour boisson et 

gavage, respectivement). 
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Figure 32 : analyse en composantes principales des spectres obtenus par spectroscopie proche infrarouge sur 

les animaux contrôles, exposés au Mesosilver™ ou à l’AgC par la boisson (environ 3 mg/kg p.c./jour) (A) ou par 

gavage (0,15 mg/kg p.c./jour) (B) sur une durée totale de 28 jours. 

 

En effet, sur l’étude d’exposition par la boisson à une dose de l’ordre de 3 mg/kg 

p.c./jour (Tableau 7), le modèle de prédiction, basé sur un arbre de classification considérant 

les 20 premières composantes principales, permet d’assigner, avec une bonne performance, les 

spectres correspondant à la condition contrôle (87 %), Mesosilver™ (87,5 %) ou AgC (77,3 

%). Il est à noter que la discrimination des spectres appartenant à la condition AgC est la moins 

performante, 4 spectres provenant de la condition AgC ayant été attribués à la condition 
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contrôle. Ces résultats montrent que l’exposition à l’argent colloïdal induit chez la souris et de 

manière globale des modifications organiques sur l’ensemble des organes (intestin, foie), tissus 

(jéjunum, iléon, côlon) et contenus (estomac, jéjunum, caecum et côlon) testés et ce, de manière 

spécifique au produit d’argent colloïdal considéré. 

Tableau 7 : matrice de confusion du modèle d’exposition par la boisson sur les 69 spectres totaux 

correspondants. Les spectres ont été obtenus lors de l’analyse des tissus intestinaux (jéjunum, iléon, côlon), 

contenus intestinaux (estomac, jéjunum, caecum et côlon) et foie.  

Classe réelle Dénombrement Contrôle Mesosilver™ AgC % correct

Contrôle 23 20 0 3 87,0

Mesosilver™ 24 1 21 2 87,5

AgC 22 4 1 17 77,3

Total 69 25 22 22

Classe prévue (test)

 

 

Sur l’étude d’exposition par gavage (Tableau 8), pour laquelle la dose administrée est 

plus faible (0,15 mg/kg p.c./jour), les performances du modèle de prédiction sont globalement 

moins bonnes, excepté pour les spectres appartenant à la condition contrôle avec 100 % 

d’assignation correcte. Il est intéressant d’observer que la performance moindre pour les 

conditions Mesosilver™ (56,7 %) et AgC (70,0 %) est due à une confusion d’assignation des 

spectres entre ces deux groupes, mais pas à la condition contrôle. En effet, aucune confusion 

n’est faite entre les spectres appartenant à la condition contrôle et ceux correspondant aux 

conditions avec argent colloïdal (Mesosilver™ ou AgC). Ces résultats confirment les 

modifications organiques globales au niveau de l’organisme, liées à l’exposition des souris à 

l’argent colloïdal et ce, de manière toujours spécifique au produit considéré, même si la dose 

administrée plus faible ici limite une parfaite discrimination. 

 

Tableau 8 : matrice de confusion du modèle d’exposition par gavage sur les 75 spectres totaux correspondants. 

Les spectres ont été obtenus lors de l’analyse des tissus intestinaux (jéjunum, iléon, côlon), contenus intestinaux 

(estomac, jéjunum, caecum et côlon) et foie. 

Classe réelle Dénombrement Contrôle Mesosilver™ AgC % correct

Contrôle 15 15 0 0 100,0

Mesosilver™ 30 0 17 13 56,7

AgC 30 0 9 21 70,0

Total 75 15 26 34

Classe prévue (test)
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Au cours de cette étude exploratoire par spectroscopie proche infrarouge, réalisée pour 

la première fois dans le domaine de la toxicologie alimentaire, chaque modèle de prédiction a 

été capable de discriminer les différentes conditions (Mesosilver™, AgC ou contrôle) pour les 

deux modes d’exposition (boisson et gavage) avec une bonne performance et ce, malgré le 

nombre limité d’animaux testés (entre 3 et 5 par groupe) et de spectres collectés exploitables. 

De plus, la génération d’un modèle d’analyse en validation croisée a été nécessaire, ce type de 

modèle de prédiction étant généralement considéré comme « optimiste » (Geladi and Davies, 

2002). En effet, les données servant au test d’évaluation sont celles qui ont participé à la 

constitution du modèle. Il est également à noter que les différences spectrales entre les 

différentes conditions, pouvant être discriminées par le modèle d’analyse le plus approprié, 

restent limitées au regard de la répartition des spectres selon l’analyse en composantes 

principales, en considérant les deux principales composantes. Quoiqu’il en soit, l’exposition 

aux produits d’argent colloïdal par la boisson a donné des résultats particulièrement probants, 

sûrement du fait de la dose administrée quotidiennement plus forte (20 fois supérieure à celle 

administrée par gavage). La distinction des conditions Mesosilver™ et AgC témoigne de la 

spécificité d’action des deux produits, probablement en raison de leur composition différente 

(le Mesosilver™ majoritairement composé d’AgNP et l’AgC exclusivement ionique). Dans les 

conditions d’exposition par gavage, le modèle de prédiction discrimine avec une très bonne 

performance les conditions d’exposition avec l’argent et la condition contrôle, la distinction 

entre les traitements Mesosilver™ et AgC étant toutefois beaucoup moins aisée.  

En conclusion, malgré les limites soulevées précédemment et les développements 

ultérieurs nécessaires, la spectroscopie proche infrarouge est une technique prometteuse 

permettant d’avoir une empreinte globale des effets de l’argent colloïdal sur l’organisme. Ceci 

pourrait à terme être mis à profit sur des fèces par exemple, en tant qu’outil de diagnostic. 

L’ensemble des résultats traduisent des modifications organiques au niveau du tractus digestif 

et du foie, liées à l’exposition des souris aux deux produits Mesosilver™ et AgC 

comparativement à la condition contrôle et ce, de manière différente en fonction du produit 

considéré. Cela nous a amenés à étudier plus finement les conséquences de cette exposition en 

nous focalisant sur la dose administrée la plus faible (0,15 mg/kg p.c./jour) et en considérant 

les trois acteurs de la fonction barrière intestinale (épithélium, mucus et microbiote intestinal), 

en condition physiologique ou physiopathologique par l’application du stress psychologique 

chronique WAS.  
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3.3. Effet d’une exposition orale sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC à 

faible dose sur la fonction barrière intestinale : rôle du stress 

psychologique chronique WAS 

3.3.1. Suivi du poids et de la prise alimentaire des animaux 

Aucune modification du poids et de la prise alimentaire n’a été observée chez les 

animaux ayant été exposés aux produits d’argent colloïdal et/ou au WAS (Figure 33). 

Concernant l’argent, nos résultats corroborent les données existantes dans la littérature sur 

l’effet des AgNP et/ou Ag+, ces faibles doses d’exposition (entre 0,1 à 0,2 mg/kg p.c./jour) 

n’induisant pas de modification du poids ni de la prise alimentaire (Bergin et al., 2016; Skalska 

et al., 2020; Van den Brule et al., 2016). Concernant le WAS, ces observations diffèrent de 

celles réalisées par Sun et al. (2013) sur ce même modèle de stress psychologique chronique, 

les auteurs ayant mesuré une diminution de la prise de poids chez les souris C57BL/6. Il est 

important de mentionner que, dans le cas de notre étude, la diminution de poids observable pour 

l’ensemble des groupes en fin de traitement est principalement due à la mesure de la 

perméabilité intestinale réalisée au 26ème jour (Figure 33A).  

 

-10 0 10 20 30

20

22

24

26

28

30

Temps d'exposition (jour)

P
o

id
s 

c
o

r
p

o
r
e
l

(g
)

WAS

0 10 20 30

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

Temps d'exposition (jour)

C
o

n
so

m
m

a
ti

o
n

 a
li

m
e
n

ta
ir

e

(m
g

/j
o

u
r
/s

o
u

r
is

) WAS

Contrôle Contrôle + WAS Mesosilver™ Mesosilver™ + WAS AgC AgC + WAS

A B

 

Figure 33 : suivi du poids (A), de la consommation alimentaire (B) des animaux ayant été exposés au 

Mesosilver™, à l’AgC ou à l’eau du robinet (contrôle) par gavage sur une durée de 28 jours. La période où les 

souris ont été exposées au WAS est indiquée par une double flèche noire. 
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3.3.2. Stress et défécation 

L’accélération de la motilité intestinale, se caractérisant par une défécation augmentée, 

est un marqueur d’induction d’un stress très largement utilisé chez l’animal (Bahlouli et al., 

2020; Bonaz and Taché, 1994; Bradesi et al., 2005; Lee et al., 2016; Mönnikes et al., 1993). 

Dans notre étude, nous avons évalué les niveaux de défécation des animaux du groupe contrôle 

+ WAS au cours de la procédure de stress (Figure 34). Ces données ont été comparées au niveau 

de défécation du groupe contrôle sur une même durée (1 h) en condition d’hébergement 

standard. Les résultats montrent que les niveaux de défécation au cours du WAS sont 

significativement augmentés comparativement à ceux du groupe contrôle sur l’ensemble des 10 

jours de stress et que les animaux ne deviennent pas « tolérants » à la procédure de WAS malgré 

sa répétition sur plusieurs jours. Ces données sont intéressantes car il a été montré chez le rat 

Wistar que l’augmentation de la motilité intestinale induite par le WAS était nettement 

amoindrie au 10ème jour de la procédure comparativement au 1er jour (Bradesi et al., 2005).  
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Figure 34 : effet du WAS sur la défécation des animaux. Sur l’ensemble des 10 jours de la procédure, le nombre 

de fèces excrétées a été comptabilisé pour le groupe contrôle exposé au WAS. La défécation a aussi été mesurée 

pour le groupe contrôle. n=12 animaux par groupe.  
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3.3.3. Perméabilité et inflammation intestinale  

La perméabilité intestinale, mesurée in vivo par le passage du FD4 dans le sang, n’a pas 

significativement été modifiée après 26 jours d’exposition orale à 0,15 mg/kg p.c./jour de 

Mesosilver™ ou d’AgC, que ce soit en condition physiologique ou en condition de stress 

psychologique chronique (WAS). Une tendance à l’augmentation (p= 0,057) de la perméabilité 

en condition de stress combiné à une exposition à l’AgC est toutefois observée, tendance qui 

n’est pas retrouvée avec le Mesosilver™. Pour la perméabilité intestinale en réponse au stress 

seul, nous pouvons noter une légère tendance à l’augmentation (p= 0,1311), moindre que celle 

obtenue par Yvon et al. (2019) dans une étude antérieure réalisée au laboratoire. En ce qui 

concerne le taux colique de LCN-2 en réponse au stress seul, une tendance à l’augmentation est 

observée (p=0,07) (Figure 35B), là encore plus faible que celle décrite dans les travaux de Yvon 

et al. (2019). Cependant, une augmentation significative du taux de LCN-2 apparaît dans le 

groupe exposé à l’AgC, seul ou combiné avec le stress. Dans le cas du Mesosilver™, son 

exposition seule n’induit pas de modification du taux de LCN-2 mais sa combinaison avec le 

WAS provoque une augmentation significative de celui-ci. L’ensemble de ces résultats mettent 

en avant un effet plus important de l’AgC comparativement au Mesosilver™, même si les effets 

restent modérés. Ainsi l’augmentation significative de LCN-2 n’est manifestement pas 

suffisante pour être associée à des conséquences physiopathologiques sur l’organisme.  
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Figure 35 : effets d’une exposition orale sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC en absence ou en 

combinaison d’un stress WAS sur la perméabilité intestinale (A) et sur le taux de lipocaline-2 (LCN-2) (B). Les 

différences significatives ont été évaluées par ANOVA à 1 facteur avec * p < 0,05 comparativement au groupe 

contrôle. n=12 animaux par groupe. 
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3.3.4. Profil d’expression génique de l’épithélium intestinal 

L’expression de différents gènes d’intérêt, impliqués dans la réponse inflammatoire de 

l’épithélium (Tnfα, Il1β, Il6), la synthèse de mucus (Muc1, Muc2, Muc3, Muc4, Tff3), ou codant 

des peptides antimicrobiens (Lyz, Camp) et des protéines de jonctions cellulaires (Ocln, Zo1, 

Cln1, Cln2, Cln5, JamA) a été mesurée. De manière globale, les résultats obtenus montrent, 

dans le jéjunum (Figure 36) et le côlon (Figure 37), l’absence notable de modification de 

l’expression génique en réponse à l’exposition sub-chronique de 28 jours aux deux produits 

d’argent colloïdal, Mesosilver™ et AgC, à la dose de 0,15 mg/kg p.c./jour, que ce soit en 

exposition seule ou combinée avec le WAS. La seule modification significative de l’expression 

génique est la diminution de l’expression du gène Lyz dans le côlon des animaux contrôles ayant 

été exposés au WAS, comparativement au groupe contrôle (Figure 37). Ceci pourrait engendrer 

une diminution de la production de lysozyme au niveau de l’épithélium colique et limiter son 

action dans le contrôle des populations bactériennes (Dupont et al., 2015). Il serait ainsi 

intéressant d’évaluer, par immunofluorescence (Schaubeck et al., 2016), la production de 

lysozyme dans cette condition. 

En accord avec les données de perméabilité intestinale in vivo et de taux colique de 

LCN-2, l’ensemble de ces résultats confirment le faible impact, dans les conditions d’exposition 

retenues, des deux produits Mesosilver™ et AgC, seuls ou en combinaison avec le stress, sur 

l’inflammation intestinale et l’intégrité de la barrière épithéliale au niveau du jéjunum et du 

côlon. Dans la continuité de cette étude par RT-qPCR, et pour compléter le volet fonctionnel, 

nous nous sommes intéressés aux propriétés du mucus (épaisseur, O-glycosylation des 

mucines) et à la composition du microbiote intestinal (composantes bactérienne et fongique). 
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Figure 36 : effet d’une exposition sub-chronique d’une durée de 28 jours à 0,15 mg/kg p.c./jour de Mesosilver™ 

ou d’AgC sur l’expression d’ARNm dans le jéjunum. Les niveaux d’expression de gènes impliqués dans 

l’inflammation, la production de peptides antimicrobiens, la formation des jonctions serrées et la production de 

mucus ont été analysés. L’expression des gènes d’intérêt a été normalisée par celle du gène de référence Hprt et 

exprimée en 2ΔΔCt. Les différences significatives ont été évaluées par ANOVA à 1 facteur. n=12 animaux par 

groupe. 
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Figure 37 : effet d’une exposition sub-chronique d’une durée de 28 jours à 0,15 mg/kg p.c./jour de Mesosilver™ 

ou d’AgC sur l’expression d’ARNm dans le côlon. Les niveaux d’expression de gènes impliqués dans 

l’inflammation, la production de peptides antimicrobiens, la formation des jonctions serrées et la production de 

mucus ont été analysés. L’expression des gènes d’intérêt a été normalisée par celle du gène de référence Hprt et 

exprimée en 2ΔΔCt. Les différences significatives ont été évaluées par ANOVA à 1 facteur (* p < 0,05). n=12 

animaux par groupe.  
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3.3.5. Propriétés du mucus 

a) Epaisseur du mucus dans le côlon distal 

Dans le prolongement des travaux du laboratoire sur la caractérisation du mucus colique 

(Kamphuis et al., 2017), nous avons adapté et optimisé la méthode permettant, à partir de 

coupes de côlon avec contenu en coloration H&E et Bleu Alcian (Figure 38A), d’accéder à 

l’épaisseur moyenne, ainsi qu’à la variabilité de cette épaisseur, de la couche de mucus 

« fécale ». Cette dernière joue un rôle important dans le maintien d’une barrière protectrice vis-

à-vis des cellules épithéliales en confinant le microbiote intestinal (Figure 38). Une 

modification des deux paramètres, épaisseur moyenne et variabilité de cette épaisseur, pourrait 

indiquer une perturbation de la fonction barrière du mucus, induite par le traitement à l’argent 

colloïdal et/ou le stress. Or ceci n’a pas été observé dans notre étude, quelle que soit la condition 

considérée (Figure 38B et C). Concernant l’effet du WAS, l’étude de Aguilera et al. (2013) a 

montré qu’un WAS de 7 jours consécutifs provoque une diminution de moitié de l’épaisseur de 

mucus chez une lignée de souris identique à la nôtre (C57BL/6N), passant de 23,01 ± 1,89 µm 

chez les animaux contrôles à 11,87 ± 0,32 µm chez les animaux stressés. Il est intéressant de 

noter que, dans notre étude, les animaux en condition contrôle présentent une épaisseur 

moyenne de 11,72 ± 1,19 µm, valeur comparable à celle observée pour les animaux stressés 

dans l’étude de Aguilera et al. (2013). Les disparités entre cette étude et la nôtre pourraient 

notamment s’expliquer par des différences dans la méthode d’analyse, jusqu’alors limitée à des 

observations de quelques zones d’intérêt et non, comme dans notre cas, systématisée sur 

l’ensemble du pourtour du contenu colique.  
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Figure 38 : effets d’une exposition sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC en absence ou en combinaison 

d’un stress WAS sur le mucus. Après coloration H&E et Bleu Alcian sur coupe transversale de côlon avec 

contenu (A), la couche de mucus fécale a été mesurée (B) et l’épaisseur moyenne de cette couche (C) ainsi que la 

variabilité de celle-ci (D) ont été déterminées. Les deux traits rouges (B) indiquent la couche analysée tout le 

tour du contenu. n=12 animaux par groupe. 

 

b) O-glycobiome du mucus 

La nature des O-glycanes composant les mucines, ainsi que leurs modifications en 

fonction du traitement à l’argent colloïdal et/ou du WAS, ont été déterminées en s’intéressant 

à la variation des fractions neutres, sulfatées et sialylées et ce, à la fois pour le jéjunum et le 

côlon. Le profil diffère pour les deux régions considérées, mais il est également partiellement 

modulé en réponse au stress et aux deux produits d’argent colloïdal (Figure 39A,B). 

Globalement, les structures sulfatées sont peu représentées dans le jéjunum et le côlon. Les 

structures sialylées sont majoritaires dans le jéjunum, représentant environ 60% de la proportion 
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totale (Figure 39A), cette proportion étant largement diminuée dans le côlon au profit des 

structures neutres (80 % de la proportion totale, Figure 39B).  

Peu d’informations sont disponibles dans la littérature chez le rongeur sur les profils de 

O-glycosylation des mucines en fonction des régions du tractus digestif, cependant ces profils 

peuvent fortement changer en fonction de l’espèce/lignée considérée mais également de 

l’environnement de l’expérimentation. Pour exemple, deux études réalisées sur des rats Wistar 

diffèrent en termes de profils de glycosylation des mucines pour une même région analysée, le 

côlon distal. Ainsi, l’étude de Talbot et al. (2018) présente un taux comparable de structures 

sialylées et neutres (45-50 %), avec une faible proportion de structures sulfatées (5 %). L’étude 

de Da Silva et al. (2014) montre, à l’inverse, une proportion importante de structures sulfatées 

(40-45 %) et neutres (35-40 %), la proportion de structure sialylées étant relativement faible 

(15 %).  

En considérant l’effet du WAS, celui-ci induit une augmentation significative des 

structures neutres dans le jéjunum, associée à une diminution des structures sulfatées (Figure 

39A). À l’inverse, la proportion des structures neutres est significativement diminuée dans le 

côlon des animaux ayant été soumis au WAS, une tendance pouvant être observée à 

l’augmentation des structures sulfatées (Figure 39B). De plus, une augmentation de la 

proportion de O-glycanes à longue chaîne (masse > 1000 Da) peut être observée dans le côlon 

(Figure 39D), mais non dans le jéjunum (Figure 39C).  
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Figure 39 : effets d’une exposition sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC en absence ou en combinaison 

d’un stress WAS sur la O-glycosylation des mucines dans le jéjunum (A,C) et le côlon (B,D). La proportion 

relative des O-glycanes en fonction de leur nature chimique (A,B) et de leur masse (C,D) est présentée. n=6 

animaux par groupe. Pour les panels A et B, les différences significatives comparativement à la condition 

contrôle ou à la condition argent colloïdal seul sont indiquées avec des astérisques (*, # p < 0,05 ; **, ## p < 

0,01 ; ***,### p < 0,001). Pour les panels C et D, l’ensemble des valeurs pour chaque condition ont été 

agrégées, ne permettant pas d’analyses statistiques.  

 

La seule étude ayant évalué l’effet du stress psychologique chronique WAS a été 

réalisée au laboratoire par Da Silva et al. (2014) chez le rat. Les auteurs n’ont pas observé chez 

les rats stressés de modifications de la proportion de O-glycanes neutres, sialylés ou sulfatés, 

mais ils ont mis en évidence une élongation des chaînes de O-glycanes dans le côlon (ainsi que 

dans l’iléon), comparable aux observations effectuées dans notre étude sur la même région 

intestinale (Figure 40). Cette modification de la structure des O-glycanes ayant été reliée à une 

perte des propriétés cohésives du mucus chez le rat (Da Silva et al., 2014), il serait intéressant 

d’évaluer dans notre modèle murin l’impact de ces changements de O-glycosylation des 

mucines sur la fonctionnalité du mucus en termes de protection.  
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Figure 40 : comparaison des effets du WAS entre notre étude et celle de Da Silva et al. (2014) sur la proportion 

des O-glycanes classés en fonction de leur masse (inférieure ou supérieure à 1000 Da).  

 

En considérant les effets du Mesosilver™ et de l’AgC, les profils de O-glycosylation 

des mucines divergent en certains points. Dans le jéjunum, l’AgC seul induit une augmentation 

de la proportion des structures neutres par rapport aux conditions contrôles (Figure 39A), tandis 

que cet effet est observé dans le côlon uniquement pour les animaux ayant été exposés au 

Mesosilver™ seul (Figure 39B). À l’inverse du WAS, les animaux exposés au Mesosilver™ 

ou à l’AgC seul présentent une proportion de O-glycanes à longue chaîne moins importante que 

les animaux contrôles. Aucun effet additif entre les stress chimique (argent colloïdal) et 

psychologique (WAS) n’a été observé. Il peut être noté que dans le côlon nous retrouvons l’effet 

du WAS sur la diminution de la proportion des structures neutres pour les animaux exposés à 

l’argent colloïdal (Mesosilver™ ou AgC) (Figure 39B). Dans le cas du Mesosilver™ 

uniquement, nous retrouvons également l’effet du WAS sur l’augmentation de la proportion de 

O-glycanes à longue chaîne (masse > 1000 Da) (Figure 39D).  

La seule étude ayant évalué in vivo l’effet des AgNP sur les propriétés du mucus a été 

réalisée par Jeong et al. (2010) chez des rats, mâles et femelles, exposés par voie orale à des 

AgNP modèles (60 nm) à une dose de 30, 300 ou 1000 mg/kg p.c./jour pendant 28 jours en 

condition physiologique. Aucune altération de la production de mucus n’a été observée dans le 

côlon mais une modification de la nature des mucines au niveau glycanique a été mis en 

évidence. Par différentes colorations histologiques, les auteurs ont ainsi démontré une 

diminution des mucines neutres et acides, et parmi ces dernières, la proportion des mucines 

sulfatées a diminué, tandis que celle des mucines sialylées a augmenté.   
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Les modifications du profil de O-glycosylation des mucines, observées ici de manière 

différentielle en fonction du stress et/ou du produit d’argent colloïdal considéré, pourraient 

avoir un impact sur les caractéristiques du microbiote intestinal, ou à l’inverse être une 

conséquence d’une modification du microbiote pour lequel les O-glycanes des mucines sont 

une importante source d’énergie (Bäckhed et al., 2005; Gillois et al., 2018; Kaoutari et al., 2013; 

Sonnenburg et al., 2005). C’est la raison pour laquelle nous nous sommes ensuite intéressés à 

la composition du microbiote fécal (à la fois bactérien et fongique) et son évolution en réponse 

au stress WAS et/ou au traitement aux deux produits d’argent colloïdal, le Mesosilver™ et 

l’AgC.  

3.3.6. Composition des microbiotes bactérien et fongique 

L’abondance des principaux phyla bactériens et fongiques n’est pas modifiée en réponse 

à l’exposition au Mesosilver™ ou à l’AgC (Figure 41A ; Figure 42A), seul ou combiné avec le 

WAS. Il en est de même pour la diversité alpha (Figure 41B ; Figure 42B), qui représente la 

diversité des espèces dans un même échantillon, ainsi que la diversité bêta (Figure 41C ; Figure 

42C), qui permet de comparer les différents échantillons entre eux.  

Il peut être observé toutefois que l’abondance de certaines familles et certains genres 

bactériens est modulée en réponse à l’exposition au Mesosilver™ ou à l’AgC, seul ou combiné 

avec le WAS (Figure 41D et E). Concernant l’effet du WAS seul, l’analyse n’a pas révélé de 

changements significatifs. Il a toutefois été montré dans la littérature que le stress WAS chez la 

souris C57BL/6 provoque une dysbiose du microbiote bactérien fécal après 10 jours de stress, 

se caractérisant par une forte augmentation du rapport Firmicutes/Bacteroidetes ainsi que des 

γ-Proteobacteria (Sun et al., 2013). Les auteurs ont montré également que cette dysbiose est 

source, en partie, de l’hyperperméabilité intestinale et de l’inflammation intestinale induite par 

le WAS. En ce qui concerne l’effet du traitement à l’argent colloïdal seul, nous pouvons noter 

une signature bactérienne différente entre les animaux exposés au Mesosilver™ ou l’AgC. 

D’une part, une diminution de la famille Ruminococcaceae (comprenant Ruminococcus) et une 

augmentation des genres Intestinimonas et Lachnospiraceae A2 sont observées pour le 

Mesosilver™. D’autre part, une augmentation de la famille Anaerovoracaceae et du genre 

Tyzzerella apparaît pour l’AgC. Concernant les genres bactériens affectés, leur abondance est 

globalement très faible, excepté pour Ruminococcus qui comprend les bactéries mucolytiques 

R. gnavus et R. torques (Crost et al., 2013; Png et al., 2010). R. gnavus est dotée d’une adhésine 

(carbohydrate-binding module CMB40) lui permettant de se lier aux acides sialiques (Owen et 
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al., 2017) des chaînes de O-glycanes, ainsi que d’équipements enzymatiques tels que l’α-L-

fucosidase qui est une hydrolase permettant la formation de L-fucose à partir d’α-L-fucoside 

pouvant être utilisé comme source de substrat par la bactérie (Wu et al., 2020). De plus, l’étude 

de Graziani et al. (2016) a montré que la souche R. gnavus E1 induit une augmentation de 

l’expression des gènes des mucines chez la souris et dans les cellules HT29-MTX et module 

également le profil de glycosylation des mucines en induisant une augmentation de l’expression 

des gènes de glycosyltransférases. Les auteurs ont suggéré que cette espèce bactérienne pourrait 

être bénéfique pour l’individu, bien que l’augmentation de R. gnavus ait été rapportée chez les 

patients MICI (Hall et al., 2017; Nishino et al., 2018).  

Du point de vue du microbiote bactérien, en considérant la littérature existante sur les 

expositions sub-chroniques à des AgNP modèles chez le rongeur, les études fournissent des 

résultats contrastés, en raison des différences de caractéristiques et doses des AgNP, d’espèce 

(rat/souris), de durée de traitement, de région intestinale considérée et de méthode d’analyse. 

Les études de Hadrup et al. (2012) et de Wilding et al. (2016), menées chez le rat et la souris, 

respectivement, n’ont pas mis en évidence de modifications du microbiote bactérien cæcal après 

28 jours d’exposition orale aux AgNP (de taille comprise entre 10 et 20 nm) à une dose de 9 et 

10 mg/kg p.c./jour, respectivement. À l’inverse, les études de Chen et al. (2017) et de Van den 

Brule et al. (2016) ont révélé l’apparition d’une dysbiose du microbiote intestinal bactérien en 

réponse à une exposition orale aux AgNP. D’une part, Chen et al. (2017) ont montré une 

modification du rapport Firmicutes/Bacteroidetes au profit des Bacteroidetes, avec une 

diminution des lactobacilles, dans le microbiote fécal de souris exposées oralement à des AgNP 

de 12 nm à une dose de 2,5 mg/kg p.c./jour pendant 7 jours ; d’autre part, Van den Brule et al. 

(2016) rapportent une augmentation du phylum des Firmicutes comparativement à celui des 

Bacteroidetes dans le microbiote fécal de souris C57BL/6 femelles lors d’une exposition à des 

AgNP-PVP incorporées dans l’aliment pendant 28 jours, pour une dose estimée de 0,01 mg/kg 

p.c./jour, 0,11 mg/kg p.c./jour et 1,1 mg/kg p.c./jour. Pour la dose de 0,11 mg/kg p.c./jour, la 

plus proche des conditions de notre étude, des modifications de l’abondance relative de certains 

genres bactériens ont été observées. Ainsi, une augmentation significative de la proportion des 

genres Coprococcus et Lactobacillus, non retrouvée dans notre étude, a été mise en évidence. 

En outre, dans leur étude, contrairement à nos résultats, l’abondance du genre Ruminococcus 

n’a pas été modifiée. Ces différences avec l’étude de Van den Brule et al. (2016) peuvent 

s’expliquer, outre le sexe des animaux, par la source d’apport de l’argent, les AgNP-PVP ayant 



159 

 

été incorporées dans l’aliment, ce qui peut influencer leurs transformations physico-chimiques 

lors de la digestion in vivo.  

A notre connaissance, aucune étude de la littérature n’a à ce jour évalué l’impact de 

contaminants/additifs alimentaires sur la composition du microbiote fongique. Malgré 

l’absence d’effets probants, nos travaux fournissent, pour la première fois, des informations sur 

l’impact de l’argent colloïdal, mais également d’un stress psychologique chronique, sur cet 

acteur microbien aujourd’hui reconnu comme jouant un rôle important dans le maintien de 

l’homéostasie intestinale. En effet, une altération du microbiote fongique est associée au 

développement de pathologies intestinales et métaboliques (Chin et al., 2020; Huseyin et al., 

2017).  
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Figure 41 : effets d’une exposition sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC en absence ou en combinaison 

d’un stress WAS sur le microbiote bactérien fécal. Abondance des principaux phyla (A), α-diversité (B) et β-

diversité (C) du microbiote bactérien. (D,E) Abondance des familles (D) et genres (E) bactériens.  
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Figure 42 : effets d’une exposition sub-chronique au Mesosilver™ ou à l’AgC en absence ou en combinaison 

d’un stress WAS sur le microbiote fongique fécal. Abondance relative des principaux phyla (A), α-diversité (B) 

et β-diversité (C) du microbiote fongique. 
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4. Conclusion 

Cette étude est la première ayant évalué l’impact sur la fonction barrière intestinale de 

l’argent directement ingéré par le consommateur sous la forme d’argent colloïdal, en comparant 

deux produits commerciaux de composition différente (AgNP avec le Mesosilver™ et argent 

ionique avec l’AgC) dans des conditions d’exposition réalistes (i.e. exposition sub-chronique à 

faible dose). Cette étude est également la première à avoir considéré de manière intégrée 

l’ensemble des acteurs de la fonction barrière de l’intestin sur son versant luminal, 

correspondant au triptyque épithélium/mucus/microbiote, avec pour ce dernier un focus à la 

fois sur ses composantes bactérienne et fongique. L’importance de considérer l’ensemble de 

ces acteurs en nanotoxicologie alimentaire, et en particulier l’interrelation entre le microbiote 

et le mucus, a d’ailleurs été soulignée par l’EFSA dans son rapport sur l’évaluation des risques 

associés à l’exposition humaine aux nanoparticules utilisées dans le secteur agroalimentaire 

(Hardy et al., 2018). Cette étude montre que l’exposition orale sub-chronique de 28 jours aux 

deux produits à une dose de 0,15 mg/kg p.c./jour n’induit pas d’effets délétères majeurs sur la 

fonction barrière intestinale. De légères perturbations ont pu toutefois être observées sur le 

profil de O-glycosylation des mucines, le marqueur d’inflammation intestinale LCN-2 et le 

microbiote bactérien fécal, soulignant l’importance d’évaluer les effets de ces produits à plus 

long terme, du fait de la chronicité d’exposition des consommateurs réguliers d’argent colloïdal. 

Enfin, nous avons souhaité évaluer l’impact du Mesosilver™ et de l’AgC sur une fonction 

barrière intestinale fragilisée en appliquant un stress psychologique chronique WAS. Dans nos 

conditions expérimentales, l’impact limité du stress sur les paramètres de la fonction barrière 

étudiés n’a pas permis de révéler de réels effets de potentialisation ou d’exacerbation, hormis 

dans quelques cas précis, comme le taux de LCN-2 pour le Mesosilver™ ou la perméabilité 

intestinale in vivo pour l’AgC. Cependant notre démarche expérimentale rappelle l’importance 

de considérer une fonction barrière intestinale fragilisée, notamment en mettant au point des 

modèles pertinents sur des durées d’exposition longues, pour les études futures de l’exposome 

dans le domaine de la toxicologie alimentaire. Un autre point fort de notre étude a été de 

contribuer à des innovations technologiques et méthodologiques pour évaluer les 

transformations physico-chimiques de l’argent colloïdal au cours de la digestion in vivo en 

rayonnement Synchrotron sur la ligne de lumière LUCIA et réciproquement caractériser les 

modifications induites globalement par l’argent sur l’organisme grâce à l’apport de la 

spectroscopie proche infrarouge. 
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Ce projet de thèse, ayant bénéficié d’un co-financement INRAE/Région Occitanie, et 

prenant part au projet inter-départements INRAE AlimH/TRANSFORM/MICA « Exposition 

orale à l’argent des additifs et compléments alimentaires : transformations physico-chimiques 

et conséquences sur le mucus dans son dialogue avec le microbiote intestinal en condition de 

stress chronique (NanoStress) », a apporté pour la première fois un éclairage sur les dangers 

associés à une consommation orale d’argent sous la forme d’argent colloïdal sur la sphère 

intestinale. Ce dernier regroupe un large ensemble de produits pouvant être ingérés par 

l’Homme. Accessibles dans le commerce pour leurs supposées vertus pour la santé, et 

notamment pour le « bien être intestinal », ces produits contiennent des nanoparticules d’argent 

(AgNP) et/ou des ions argent (Ag+) aux propriétés antimicrobiennes reconnues (Medici et al., 

2019), même si la caractérisation physico-chimique reste à ce jour limitée. Différentes études 

détaillées en partie introductive de ce manuscrit mettent en lumière les effets délétères liés à 

une exposition orale aux AgNP (et/ou Ag+), en considérant le plus souvent des particules 

modèles peu représentatives des formes ingérées. L’ingestion des produits d’argent colloïdal, 

pouvant être chronique, nécessite une évaluation des dangers associés pour la santé du 

consommateur (ANSES, 2015; EFSA, 2016; Younes et al., 2018). Ainsi, en 2015, l’ANSES a 

rappelé, sur la base de rapports précédents, que les données disponibles sur l’exposition aux 

AgNP étaient insuffisantes pour permettre une évaluation des risques sanitaires (ANSES, 

2015), avis également partagé par l’EFSA dans le cadre de la réévaluation de l’argent en tant 

qu’additif alimentaire E174 (EFSA, 2016).  

Sur la base de la littérature et des différentes conclusions et recommandations effectuées 

par l’ANSES et l’EFSA, nous nous sommes intéressés à deux produits commerciaux d’argent 

colloïdal, Mesosilver™ et AgC, de leur caractérisation physico-chimique à leur devenir et 

toxicité intestinale sur des modèles à la fois in vitro et in vivo chez le rongeur lors d’une 

exposition répétée. Nous avons ainsi considéré les aspects, identifiés comme prioritaires, 

suivants : 

a) L’utilisation de produits d’argent colloïdal commercialisés et représentatifs de 

l’exposition humaine ; 

b) Le besoin de recourir à une grande diversité de méthodes de caractérisation physico-

chimique sur les produits natifs, mais également dans les milieux et tissus biologiques 

en contact avec les produits étudiés ; 

c) L’utilisation de modèles cellulaires et animaux, avec des stratégies d’exposition 

pertinentes, liées à la consommation journalière de ces produits. Notre objectif était de 
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fournir des connaissances précises sur le devenir, la biodisponibilité et les effets de ces 

produits sur les acteurs de la fonction barrière intestinale (épithélium, mucus et 

microbiote) et leurs interactions.  

d) L’utilisation de modèles pertinents de fragilisation de la fonction barrière intestinale. 

Notre objectif était d’évaluer les effets d’une exposition à ces produits sur une 

population « sensibilisée » par un stress psychologique chronique.  

Pour chacun de ces points, nous allons détailler les principaux résultats obtenus en les 

replaçant dans le contexte bibliographique et aborder les perspectives à donner à ce travail. 

 

a) L’utilisation de produits d’argent colloïdal commercialisés et représentatifs de 

l’exposition humaine  

Une grande diversité de produits d’argent colloïdal sont disponibles dans le commerce, 

en France ou à l’étranger, et leur composition est tout autant diversifiée d’un point de vue à la 

fois qualitatif et quantitatif. En effet, d’importantes disparités existent concernant la 

concentration en argent, la forme d’argent présente (AgNP et/ou Ag+), la taille des AgNP et la 

présence d’autres composés ou adjuvants (Cascio et al., 2015; De Leersnyder et al., 2020; 

Hagendorfer et al., 2012; Radwan et al., 2019; Reed et al., 2014; Rogers et al., 2018; Rong et 

al., 2018). Cependant, deux grandes catégories peuvent être distinguées : les produits contenant 

majoritairement des AgNP et ceux contenant majoritairement des ions Ag+. Face à la grande 

diversité de produits disponibles, nous avons fait le choix initial de sélectionner le Mesosilver™ 

et l’AgC sur la base de différents critères. Le Mesosilver™ est l’argent colloïdal le mieux 

caractérisé à ce jour ; composé en majorité d’AgNP, il est librement vendu aux États-Unis où 

sa consommation en tant que complément alimentaire est autorisée, et facilement accessible 

dans les autres pays sur les plateformes de e-commerce. Ce choix entre également dans le cadre 

de la collaboration avec l’équipe de Paul Westerhoff à l’Arizona State University aux Etats-

Unis. L’AgC est un produit d’argent colloïdal vendu en France (laboratoire Bio Colloïdal) et 

jamais caractérisé auparavant. Une étude préliminaire effectuée lors du démarrage du projet 

NanoStress avait révélé qu’il était composé exclusivement d’Ag+, permettant ainsi de comparer 

des produits représentatifs des deux grandes catégories d’argent colloïdal commercialisé et de 

répondre, en partie, à la recommandation de l’ANSES sur la nécessité de « discriminer les effets 

générés par les nanoparticules d’argent avec ceux produits par les ions Ag+ » (ANSES, 2015).  
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Enfin, ces deux produits ne montrent la présence d’aucun contaminant en concentration 

importante au regard de celle de l’argent. Il est toutefois à noter que des traces de tungstène 

(Farmen et al., 2012), de cuivre et de calcium (Rong et al., 2018) ont été rapportées dans le 

Mesosilver™, non retrouvées dans notre étude et celle de Reed et al. (2014). Il s’agit d’un 

paramètre important, de nombreux produits d’argent colloïdal n’étant pas exclusivement à base 

d’AgNP et/ou Ag+, avec des effets délétères additifs souvent difficiles à appréhender. L’argent 

colloïdal pourrait également être en présence de contaminants alimentaires retrouvés dans 

l’alimentation, cela pouvant faire l’objet d’études ultérieures sur cet effet cocktail.  

Les études de toxicologie environnementale fournissent des premières indications sur 

les dangers associés à une exposition croisée aux AgNP/contaminants alimentaires. L’étude de 

Kim et al. (2016) a mis en évidence chez le crustacé Daphnia magna qu’une exposition 

conjointe aux AgNP et à l’arsenic, le cuivre ou le cadmium modifie la bioaccumulation de ces 

métaux lourds et leur toxicité chez cet organisme. D’une part, la présence d’AgNP diminue la 

bioaccumulation de l’arsenic et du cuivre, sans pour autant modifier leur toxicité. D’autre part, 

la présence d’AgNP conduit à une bioaccumulation nettement supérieure du cadmium, associée 

à une toxicité accrue. En plus de ces observations, les auteurs ont mis en évidence que le 

cadmium se lie aux AgNP, et en extrapolant ce cas d’étude aux conditions d’exposition orale 

chez l’Homme, il n’est pas à exclure des phénomènes similaires. En effet, le cadmium est très 

répandu dans l’environnement et son ingestion peut présenter des risques pour la santé humaine, 

tels que des atteintes rénales (Savolainen, 1995). Avec une dose journalière tolérable fixée à 

0,35 µg/kg p.c./jour (ANSES, 2019), dose étant estimée dépassée par 0,6 % de la population 

adulte (Arnich et al., 2012) et 15 % des enfants (de 3 à 17 ans) (Jean et al., 2018; Marín et al., 

2017), l’exposition alimentaire au cadmium conjointe à celle d’argent colloïdal pourrait avoir 

des effets délétères pour la santé humaine.  

 

b) Le besoin de recourir à une grande diversité de méthodes de caractérisation physico-

chimique sur les produits natifs, mais également dans les milieux et tissus biologiques en 

contact avec les produits étudiés  

L’un des principaux enjeux liés à l’évaluation des risques associés à l’exposition à 

l’argent sous sa forme nanoparticulaire et/ou ionique, et dans notre cas précis aux deux produits 

d’argent colloïdal Mesosilver™ et AgC, est leur instabilité qui est dépendante de leurs 

propriétés physico-chimiques intrinsèques (forme, taille, revêtement des AgNP) mais aussi de 

leur environnement proche (pH, présence de sels et de protéines…). L’utilisation de méthodes 
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de caractérisation physico-chimique variées et complémentaires est nécessaire afin de donner 

sens aux évaluations toxicologiques, tant sur les aspects in vitro qu’in vivo. Cependant, comme 

le soulignait l’ANSES dans son rapport en 2015, « trop peu d’études s’intéressent aux variations 

des paramètres physico-chimiques des nanoparticules d’argent dans les tests in vitro et in vivo ».  

Afin de faire face à ces enjeux, ce projet a fait appel à des partenariats ciblés permettant 

de réaliser des analyses physico-chimiques sur les produits natifs, mais également dans les 

milieux et tissus biologiques. Ainsi, une caractérisation poussée des produits Mesosilver™ et 

AgC natifs a été réalisée en déterminant la concentration en argent (par ICP-MS), la présence 

d’AgNP (par MET, spectrométrie UV-vis et DLS) et leur répartition en taille (par MET, taille 

moyenne de 12 nm pour le Mesosilver™). La répartition entre argent ionique et AgNP a 

également été explorée, l’AgC étant composé exclusivement d’Ag+ et le Mesosilver™ 

majoritairement d’AgNP dans une proportion qui sera à comparer avec la littérature (Farmen et 

al., 2012; Rong et al., 2018). Dans beaucoup d’études existantes sur les AgNP, les analyses 

physico-chimiques se limitent à ce stade. Pour notre part, la caractérisation de l’argent a été 

affinée en faisant appel aux avantages combinés de différentes méthodes multi-échelle : 

imageries CytoViva™ et HIM-SIM, ainsi que µXRF et µXAS en rayonnement Synchrotron sur 

la ligne de lumière LUCIA à SOLEIL. 

La spectrométrie UV-vis nous a permis de contrôler facilement la stabilité des AgNP 

présentes dans le Mesosilver™ une fois en contact avec le milieu de culture cellulaire utilisé in 

vitro (DMEM). Nous avons ainsi pu identifier le sérum de veau fœtal (SVF) du milieu comme 

un composé stabilisateur des AgNP grâce à la formation d’une couronne protéique (« corona ») 

autour des nanoparticules, induisant le décalage du pic caractéristique des AgNP sur les spectres 

UV-vis (Ashkarran et al., 2012; Burcza et al., 2015). Le SVF est un composé important pour la 

croissance des cellules sur nos modèles in vitro Caco-2 et Caco-2/HT29-MTX, ainsi 

l’interaction de l’argent avec les molécules le composant pourrait également moduler la toxicité 

des AgNP. Shannahan et al. (2013) ont étudié la composition de la couronne protéique autour 

des AgNP-citrate et AgNP-PVP (20 et 110 nm pour chaque type de nanoparticules) après une 

incubation dans un milieu DMEM avec 10% de SVF sur une durée de 24 h. Ils ont détecté de 

l’albumine, des apolipoprotéines et des kératines, ainsi que d’autres protéines du sérum 

présentes en moindre quantité. Dans une étude ultérieure, la même équipe a montré que la 

formation d’une couronne protéique, par la pré-incubation des AgNP-citrate de 20 nm avec de 

l’albumine de sérum humain, bovin ou avec des lipoprotéines de haute densité (HDL), diminue 

l’internalisation et la cytotoxicité des AgNP sur des modèles cellulaires cardiaques et 
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pulmonaires (Shannahan et al., 2015). À l’inverse, Barbalinardo et al. (2018) ont montré que la 

présence de SVF était nécessaire à l’internalisation des AgNP-citrate (15 ± 3 nm) et l’induction 

d’une cytotoxicité sur une lignée de fibroblastes murins. Ces différentes études soulignent 

l’importance des interactions entre l’argent et son environnement pour moduler son activité 

cytotoxique.  

Dans ce contexte, les conditions d’exposition les plus réalistes sur des modèles 

cellulaires intestinaux in vitro seraient de considérer des produits ayant préalablement subi une 

étape de digestion. Les modèles les plus courants de digestion in vitro reposent sur une série de 

réactions chimiques et enzymatiques mimant les différentes phases digestives, incluant les 

phases buccale, gastrique et intestinale. Ces modèles ont été notamment utilisés pour la 

caractérisation (Laloux et al., 2020) et l’évaluation de la cytotoxicité (Abdelkhaliq et al., 2020; 

Böhmert et al., 2014; Lichtenstein et al., 2015) d’AgNP modèles, mais également la 

caractérisation d’un produit commercial d’argent colloïdal (Wu et al., 2018). Dans l’étude de 

Wu et al. (2018), les propriétés physico-chimiques de ce produit composé d’un mélange 

AgNP/Ag+ (avec un rapport 70:30) ont été modifiées au cours du processus de digestion. En 

particulier, dans la phase gastrique, une oxydation/dissolution d’environ 70% des AgNP en Ag+ 

s’est opérée, les ions Ag+ se liant ensuite à des biomolécules (peptides et protéines). Ces 

données soulignent l’importance des transformations physico-chimiques de l’argent lors de la 

digestion, qui pourraient moduler son internalisation par les cellules et potentiellement sa 

cytotoxicité. Abdelkhaliq et al. (2020) ont montré que des AgNP-citrate et AgNP-acide lipoïque 

(50 nm) étaient retrouvées en moindre quantité dans des cellules Caco-2 exposées pendant 24 

h si ces AgNP avait subi une digestion préalable. L’étude de Lichtenstein et al. (2015) met en 

avant que l’ajout d’une matrice alimentaire (lait en poudre, amidon et huile d’olive) au cours 

du processus de digestion in vitro est un paramètre qui module l’internalisation des AgNP par 

les cellules Caco-2, cette dernière étant augmentée en présence de la matrice alimentaire. Ces 

auteurs soulignent toutefois qu’avec ou sans digestion, de même qu’avec ou sans matrice 

alimentaire, les effets cytotoxiques d’AgNP (de 20 à 100 µg/mL) sont comparables lors d’une 

exposition de 24 h, confirmant les observations d’une étude antérieure de la même équipe 

(Böhmert et al., 2014).  

La principale limite de l’application de ces étapes de digestion in vitro (bouche, estomac, 

intestin) à nos produits d’argent colloïdal, afin de les exposer par la suite aux modèles cellulaires 

d’intérêt, est relative aux dilutions successives effectuées. Concernant la littérature existante 

sur les AgNP, cela peut être de l’ordre de 1/5ème (Wu et al., 2018) jusqu’à 1/100ème (Böhmert et 
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al., 2014; Lichtenstein et al., 2015). De plus, le digestat ne peut pas être appliqué directement 

sur les cellules, au risque d’induire une cytotoxicité par les fluides digestifs, via notamment les 

enzymes digestives (Böhmert et al., 2014). Ainsi, une dilution du digestat est généralement 

réalisée dans le milieu de culture, de l’ordre de 1/10ème (Abdelkhaliq et al., 2020; Lichtenstein 

et al., 2015). Finalement, pour nos produits initialement peu concentrés en argent (22,1 µg/mL 

pour le Mesosilver™ et 17,1 µg/mL pour l’AgC), les concentrations finalement exposées 

seraient très faibles. Une optimisation des procédés de digestion appliqués pourrait toutefois 

être envisagée et faire l’objet d’un travail ultérieur. Pour notre part, nous avons fait le choix de 

conserver un modèle d’exposition en présence de SVF comme meilleur compromis 

expérimental.  

Afin de s’affranchir des limites citées précédemment, une approche pertinente concerne 

l’exposition orale in vivo, mais celle-ci représente également un verrou pour la caractérisation 

de l’argent et les interactions avec l’environnement du tractus digestif lors de la digestion. Dans 

notre étude, la combinaison µXRF/µXAS nous a permis d’identifier la localisation de l’argent, 

ainsi que la nature de celui-ci (Ag+/Ag0) dans le contenu colique après exposition orale au 

Mesosilver™. Nous avons montré pour la première fois que l’argent, après son oxydation in 

vivo, interagit préférentiellement avec les groupements thiols (R-SH) présents dans 

l’environnement digestif, ce type d’interaction ayant déjà été caractérisé dans plusieurs autres 

environnements, comme les eaux usées (Doolette et al., 2013), les sols (Rick VandeVoort et 

al., 2014) ou encore les poumons (Smulders et al., 2015). Dans cette dernière étude, les auteurs 

ont mis en évidence, après une exposition aux AgNP (4 mg/kg p.c.) par inhalation chez la souris, 

la présence d’argent sous forme dissoute et lié aux groupements thiols dans une partie des 

macrophages du tissu pulmonaire (Smulders et al., 2015).  

En considérant l’ensemble des informations de la littérature, et en se focalisant sur le 

Mesosilver™ qui est composé en grande partie d’AgNP, il peut être émis les hypothèses 

suivantes sur les transformations physico-chimiques subies lors de la digestion. Sous 

l’hypothèse de l’absence d’une matrice alimentaire, les AgNP sont directement soumises au 

stress acide du fluide gastrique provoquant une dissolution d’une partie en ions Ag+, qui se lient 

aux ions chlore pour former des complexes AgCl (Rogers et al., 2012; Wu et al., 2018) et/ou 

aux biomolécules présentes (peptides et protéines) (Wu et al., 2018) par les groupements thiols. 

Dans l’intestin grêle, la liaison préférentielle de l’argent aux fonctions thiols comparativement 

au chlore (Liu et al., 2012) induit la transformation de l’argent dissous sous la forme argent-

thiol. L’argent présent dans le côlon se retrouve sous forme principalement Ag-biomolécule 
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(par l’interaction avec les groupements thiols), seulement une faible proportion étant encore 

sous forme AgNP (Abdelkhaliq et al., 2020; Wu et al., 2018). Sous la seconde hypothèse d’une 

consommation du Mesosilver™ avec une matrice alimentaire, la présence de protéines dès 

l’entrée du tractus digestif favorise la stabilisation des AgNP mais également l’interaction de 

l’argent sous sa forme Ag+ avec les protéines de la matrice. Le fluide gastrique a un impact plus 

modéré sur les AgNP (i.e. dissolution plus faible en Ag+), une fraction nanoparticulaire 

potentiellement plus importante pouvant être transférée dans l’intestin grêle puis le côlon.  

Il aurait été intéressant dans notre étude d’effectuer les mesures µXRF et µXAS sur un 

échantillonnage de contenus à plusieurs niveaux du tractus digestif après exposition in vivo pour 

localiser précisément l’argent et établir ses transformations physico-chimiques au cours de la 

digestion. Toutefois, le temps de faisceau au Synchrotron SOLEIL étant limité, le nombre 

d’échantillons et la surface analysée pour chacun d’entre eux ont dû être réduits, ne permettant 

pas d’élucider tous les mécanismes mis en jeu. Cette approche serait également très intéressante 

pour identifier la nature de l’argent et son environnement (i) à l’interface contenu/épithélium 

intestinal avec l’implication du mucus lui-même riche en groupements thiols ; (ii) lors de son 

absorption par les tissus digestifs et (iii) lors de son passage dans différents organes comme le 

foie et la rate, pour lesquels nous avions détecté et quantifié de l’argent par ICP-MS.  

D’autres approches pourraient être appliquées in vivo, telles que les imageries 

CytoViva™ et HIM-SIMS, que nous avons utilisées sur nos modèles cellulaires in vitro pour 

mettre en évidence l’internalisation de l’argent dans les cellules Caco-2 et Caco-2/HT29-MTX 

après une exposition répétée au Mesosilver™ ou à l’AgC. Reposant sur de l’imagerie 

hyperspectrale, le dispositif CytoViva™ permettrait d’identifier la signature spécifique des 

AgNP dans les tissus, tandis que l’instrumentation HIM-SIMS serait dédiée à la détection à 

haute résolution de l’argent et de sa co-localisation avec d’autres éléments, et plus 

particulièrement le soufre. Notre travail a enfin donné lieu à des premiers développements 

autour de la spectroscopie proche infrarouge pour caractériser les modifications globales 

induites par l’argent sur l’organisme et ce, de manière différente entre les produits Mesosilver™ 

et AgC comparativement aux conditions contrôles. Cette méthode pourrait avoir des 

applications en (nano)toxicologie alimentaire en utilisant la signature spectrale, par exemple 

dans les fèces, comme biomarqueur d’exposition. 

Nous venons de voir l’attention particulière qui doit être portée aux caractéristiques 

physico-chimiques des produits d’argent colloïdal sous leur forme native et au cours de leur 

« cycle de vie » après une exposition orale. Afin d’évaluer le danger que pourrait représenter 
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l’ingestion quotidienne de ces produits sur la santé, et plus particulièrement sur la fonction 

barrière intestinale, le choix de modèles cellulaires et animaux appropriés doit être réalisé, avec 

des stratégies d’exposition représentatives de la consommation chez l’Homme.   

 

c) L’utilisation de modèles cellulaires et animaux, avec des stratégies d’exposition 

pertinentes, liées à la consommation journalière de ces produits   

1) Exposition répétée in vitro 

L’utilisation de lignées cellulaires présente de nombreux avantages pour les études 

toxicologiques comme (i) la possibilité d’étudier une population cellulaire précise en conditions 

contrôlées, assurant à la fois robustesse et reproductibilité des résultats ; (ii) la possibilité 

d’avoir recours à un nombre d’échantillons élevé permettant l’étude de nombreuses conditions 

expérimentales  ; (iii) une alternative à l’expérimentation animale, permettant de s’aligner sur 

la politique des 3R (de l’anglais Replacement, Reduction, Refinement) ; (iv) des coûts 

d’expérimentation réduits et le maintien des lignées cellulaires en culture sur une longue durée, 

pouvant être prolongée sur plusieurs semaines. De nombreuses lignées cellulaires intestinales 

ont été développées au cours de ces dernières décennies, la lignée cellulaire Caco-2 étant, de 

loin, la lignée la plus couramment utilisée. Elle présente le grand avantage de se différencier 

spontanément en entérocytes et de former une monocouche cellulaire avec une bordure en 

brosse et des jonctions cellulaires fonctionnelles (Hidalgo et al., 1989; Tor, 2015). Ce modèle 

est d’autant plus intéressant en système de culture Transwell qui permet de cultiver les cellules 

Caco-2 sur un filtre, en distinguant un compartiment apical (mimant la lumière intestinale) et 

un compartiment basolatéral (mimant la lamina propria). Ainsi, il est possible d’évaluer 

l’intégrité de l’épithélium, en mesurant notamment la TEER ainsi que le passage de composés 

traceurs du compartiment apical vers le compartiment basolatéral. De plus, la culture en 

Transwell de ces cellules permet d’améliorer leur différenciation (Tor, 2015).  

Cependant, ce modèle très utilisé en toxicologie présente certaines limites que nous 

avons cherché à minimiser. D’une part, le tapis cellulaire formé par les cellules Caco-2 est 

fortement imperméable comparativement aux conditions intestinales physiologiques. Cela 

s’observe notamment par la mesure de la TEER, de l’ordre de 1000 à 1500 Ω.cm² dans notre 

étude, valeur également rapportée par Hilgendorf et al. (2000). Or en condition physiologique, 

l’épithélium intestinal est bien plus perméable, avec une résistance estimée entre 19 et 69 Ω.cm² 

(Béduneau et al., 2014; Rubas et al., 1993). En effet, l’espace para-cellulaire est estimé à 
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environ 5 Å pour les cellules Caco-2, tandis que celui de l’épithélium intestinal peut atteindre 

jusqu’à 60 Å (Arrieta et al., 2006; Fihn et al., 2000). D’autre part, le modèle Caco-2 n’est 

composé que d’entérocytes non représentatifs de la diversité des types cellulaires de 

l’épithélium intestinal. Ce modèle ne présente notamment pas de cellules caliciformes 

productrices de mucus, première barrière physique et chimique protectrice de l’épithélium 

intestinal.  

Afin de nous affranchir de ces limites, du moins en partie, nous avons fait le choix de 

compléter notre étude avec un second modèle in vitro : les cellules Caco-2 cultivées en 

coculture avec des cellules HT29-MTX productrices de mucus. Ce modèle, pour lequel nous 

avons choisi une répartition de 90 % de cellules Caco-2 et de 10 % de cellules HT29-MTX à 

l’ensemencement, présente ainsi plusieurs avantages : (i) les cellules HT29-MTX produisent 

du mucus à la surface de l’épithélium intestinal ; (ii) la répartition cellulaire entre entérocytes 

et cellules caliciformes est plus représentative de la physiologie intestinale et (iii) la 

perméabilité de l’épithélium est plus faible que celle pour la monoculture de cellules Caco-2, 

ce qui est plus représentatif des conditions physiologiques. En effet, l’utilisation d’une coculture 

Caco-2/HT29-MTX avec le ratio 90:10 a montré, dans plusieurs études, une meilleure 

représentativité des conditions physiologiques concernant la perméabilité à différents composés 

(Propranolol, Kétoprofène, Furosémide), qui était associée à une TEER plus faible que celle 

obtenue avec la monoculture de cellules Caco-2 (Chen et al., 2010; Pan et al., 2015).  

La prise en considération du mucus est un élément important en nanotoxicologie, même 

si comme nous l’avons souligné dans notre revue (Gillois et al., 2018), les travaux à ce sujet 

restent limités. Le mucus représente à la fois une barrière physique, jouant un rôle de filtre 

sélectif selon le critère de taille, et une barrière chimique, retenant préférentiellement les 

particules chargées positivement du fait de sa charge globale négative (Cui et al., 2020). À titre 

d’exemple, l’étude de Bhattacharjee et al. (2017) a mis en évidence que les nanoparticules de 

silice (SiNP), chargées négativement, traversent plus facilement le mucus que celles chargées 

positivement. De plus, pour les SiNP chargées négativement, les SiNP de taille 10 et 50 nm 

migrent à travers le mucus de manière plus aisée que celles de 100 et 200 nm.  

Dans l’objectif de reproduire in vitro une consommation chronique d’argent colloïdal, 

le développement d’un modèle d’exposition répétée de 18 jours a été mis au point. En nous 

basant sur l’évolution de la TEER mesurée sur les cellules Caco-2 cultivées en système 

Transwell, nous avons montré que la TEER se stabilise autour du 14ème jour après 

ensemencement, correspondant au stade de différenciation complète des cellules en entérocytes 
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fonctionnels (Hidalgo et al., 1989). Nous avons défini une fenêtre d’exposition de 18 jours 

correspondant à une période où les cellules sont en fin de différenciation (10 au 14ème jour 

environ) puis totalement différenciées jusqu’au 28ème jour, stade pour lequel les cellules peuvent 

être maintenues en culture avec une valeur de TEER stable (Da Violante et al., 2004; DiMarco 

et al., 2017). 

Dans notre étude in vitro, le choix des concentrations étudiées au cours de l’exposition 

répétée de 18 jours s’est basé sur un critère principal : la concentration maximale testée (3 

µg/mL) est la concentration limite que nous avons déterminée comme non-cytotoxique après 

une exposition de 24 h sur des cellules différenciées qui sont plus résistantes que des cellules 

en prolifération. Les tests de cytotoxicité pouvant être sensibles aux interférences avec l’argent 

(voir Introduction, Partie 3 - section 2.2.1e), p87), nous avons utilisé le test Alamar Blue, 

identifié comme n’interférant pas avec l’argent (Mello et al., 2020), et nous avons confirmé les 

résultats obtenus par la mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu cellulaire, 

indicatrice des lésions de la membrane plasmique des cellules (résultats non montrés). Une 

concentration intermédiaire (1 µg/mL) et une concentration 10 fois plus faible (0,1 µg/mL) ont 

été par la suite sélectionnées. En considérant le volume d’exposition de 300 µL sur une surface 

d’insert de 0,33 cm², l’exposition est de 0,27, 2,7 et 8,1 µg/cm² pour les concentrations 0,1, 1 

et 3 µg/mL respectivement.  

Afin de comparer nos conditions avec l’exposition humaine, sur la base de l’étude 

clinique de Munger et al. (2014) ayant évalué l’exposition orale à deux produits d’argent 

colloïdal chez l’Homme, nous pouvons estimer une dose d’environ 5 µg/kg p.c./jour, soit la 

valeur de référence fixée par l’EPA (EPA, 1991). Chez un individu de 70 kg et en considérant 

que l’argent ingéré se distribue sur une surface intestinale de 30 m² (Helander and Fändriks, 

2014), la quantité administrée serait de 1,2 ng/cm², soit environ 200 fois moins que notre 

concentration d’exposition la plus faible (0,1 µg/mL). Il est toutefois à prendre en considération 

que l’estimation de la surface intestinale doit tenir compte de celle des microvillosités, l’étude 

de Helander et Fändriks, (2014) ayant montré un facteur d’augmentation de la surface 

intestinale compris entre 6-7 dans le côlon et 14-15 dans le jéjunum et l’iléon. Si l’on considère 

une structure des microvillosités comparable entre les cellules intestinales humaines et les 

cellules Caco-2, cela augmente d’approximativement un facteur 10 la surface exposée sur nos 

modèles in vitro ; dans ce cas, la dose la plus faible représenterait donc une exposition 20 fois 

supérieure à une condition « réaliste ». Bien que ces calculs puissent nous permettre de 

comparer les modes d’exposition in vitro et in vivo, ils supposent que l’argent se répartit 
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uniformément sur la surface intestinale, ce qui ne reflète probablement pas la réalité ; par 

ailleurs, ils ne prennent pas en considération la dilution du produit lors de la formation du chyme 

ni les temps de transit variables dans les différentes régions du tractus digestif, ce qui souligne 

d’autant plus la nécessité des études intégrées in vivo. 

Dans notre étude in vitro, la concentration de 0,1 µg/mL de Mesosilver™ ou d’AgC n’a 

induit aucun effet délétère sur la viabilité ou encore la perméabilité des modèles cellulaires 

Caco-2 et Caco-2/HT29-MTX. Les premiers effets cytotoxiques ont été observés pour une 

concentration de 1 µg/mL avec une exposition supérieure à 48 h. Ces observations soulignent 

l’importance de considérer une stratégie d’exposition répétée, encore peu étudiée dans la 

littérature, dans le but d’évaluer la toxicité des produits d’argent colloïdal, et à plus large échelle 

de tout additif ou contaminant alimentaire, sur les modèles cellulaires in vitro. En effet, les 

effets délétères à de telles concentrations n’auraient pas pu être démontrés au cours d’une 

exposition aiguë de 24 h. La comparaison des deux produits, Mesosilver™ et AgC, nous a 

permis également de mettre en évidence des effets toxicologiques plus importants pour l’AgC, 

composé exclusivement d’Ag+, comparativement au Mesosilver™. Ces résultats illustrent que 

la toxicité des produits d’argent colloïdal est très variable et dépendante de leur composition et 

de leurs caractéristiques physico-chimiques. Une généralisation de la toxicité de l’ensemble des 

produits d’argent colloïdal reste pour cette raison difficile à proposer.  

Au-delà des effets différents entre les produits Mesosilver™ et AgC, des différences de 

réponse ont été mises en évidence entre les cellules Caco-2 et Caco-2/HT29-MTX. En effet, le 

modèle de coculture a conservé son intégrité épithéliale, comme démontré par la mesure de 

TEER, dans l’ensemble des conditions testées, alors que la TEER a été altérée dans la 

monoculture à des concentrations de 1 et 3 µg/mL pour l’AgC et de 3 µg/mL pour le 

Mesosilver™. Nous pourrions supposer que la présence de mucus dans le modèle de coculture 

joue un rôle protecteur en réponse à l’exposition aux produits d’argent colloïdal. Or la 

cytotoxicité mesurée est comparable entre les deux modèles, remettant en cause cet effet 

protecteur du mucus, en raison probablement de sa répartition inégale à la surface épithéliale. 

En effet, le mucus est produit localement, là où les cellules HT29-MTX sont présentes, formant 

des îlots et non une couche continue sur l’épithélium. Cette structuration en îlots a également 

été rapportée dans d’autres études ayant utilisé la coculture Caco-2/HT29-MTX (Dorier et al., 

2017; García-Rodríguez et al., 2018). Sur la base de ce constat, il est difficile d’estimer l’apport 

réel de la composante liée au mucus dans ce modèle. L’effet « protecteur » de la coculture Caco-

2/HT29-MTX pourrait ainsi être plutôt dû à la structure en plusieurs couches cellulaires. En 
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effet, contrairement à la monoculture Caco-2, la coculture présente une structure pluri-couches 

qui permettrait, malgré l’altération des cellules en extrême surface, de maintenir l’intégrité 

globale de l’épithélium. Ces deux constats, à savoir une production localisée de mucus et une 

structure en multicouche cellulaire, représentent deux importantes limites pour une application 

optimale de ce modèle. D’autres approches pourraient être envisagées à l’avenir pour étudier la 

toxicité de l’argent colloïdal in vitro en considérant le mucus, comme l’utilisation de mucus 

jéjunal de porc fraîchement isolé et purifié (Bhattacharjee et al., 2017) ou encore de mucines 

commerciales mais qui présentent une composition appauvrie du fait des différentes phases de 

purification (De Salegui and Plonska, 1969; Sardelli et al., 2019).  

Par ailleurs, les modèles cultivés en système Transwell, bien que permettant une étude 

fine de la perméabilité intestinale, sont statiques et ne considèrent pas la clairance du mucus 

observable in vivo. Des phénomènes de sédimentation des nanoparticules, sous forme 

agglomérée notamment, sont également parfois décrits dans la littérature comme dans le cas du 

TiO2 (Faust et al., 2014), ce qui pourrait être accentué par le mode d’exposition répétée. Afin 

de nous affranchir de tout effet de sédimentation pour des études ultérieures sur d’autres 

produits d’argent colloïdal ou d’autres formes de nanoparticules alimentaires, nous avons mis 

au point dernièrement un système de culture inversée sur la base de l’étude de Beloqui et al. 

(2017) (Figure 43A). La faisabilité de ce système a été démontrée avec des profils (viabilité et 

TEER) pour le Mesosilver™ relativement similaires pour la monoculture de cellules Caco-2 en 

système conventionnel (voir partie 1 des résultats expérimentaux) ou inversé. Ici, une tendance 

à la diminution de la TEER peut être observée pour la concentration de 3 µg/mL après 10 jours 

d’exposition répétée (Figure 43C), ainsi qu’une diminution de la viabilité pour les 

concentrations de 1 et 3 µg/mL en fin de procédure d’exposition (Figure 43B). Cela sera à 

confirmer par des analyses supplémentaires sur les cellules Caco-2 ainsi que sur le modèle de 

coculture Caco-2/HT29-MTX.  
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Figure 43 : modèle de monoculture Caco-2 cultivée sur système Transwell inversé et exposée de façon répétée 

au Mesosilver™. (A) Modèle de culture en système Transwell inversé. (B-C) Viabilité mesurée par le test 

Alamar Blue en fin d’exposition (B) et suivi de la TEER au cours de l’exposition (C). L’insert Transwell est 

inversé dans le milieu de culture et un nouveau compartiment est créé par l’ajout d’un tube de silicone. Ce 

nouveau compartiment est ensemencé avec les cellules qui sont cultivées sous cette configuration sur une durée 

de 7 jours. Au 7ème jour, le tube de silicone est retiré et l’insert repositionné de manière conventionnelle. Les 

cellules sont ainsi cultivées en système inversé jusqu’au 14ème jour avant stabilisation de la TEER. Au 14ème jour, 

une première exposition au Mesosilver™ à une concentration de 1 et 3 µg/mL est réalisée, puis renouvelée à 

chaque changement de milieu jusqu’au 28ème jour. Le milieu d’exposition se trouve en-dessous et permet donc 

d’éviter tout phénomène de sédimentation. n=6 par groupe ; * p< 0,05 ; **** p< 0,0001 vs contrôle, ANOVA 1 

facteur.  

 

Les recherches futures dans le domaine de la nanotoxicologie in vitro s’orienteront très 

certainement vers l’utilisation de technologies « gut-on-a-chip » qui permettent la prise en 

compte des spécificités mécaniques, hydrodynamiques et/ou microbiennes de l’environnement 

digestif, à partir de cellules Caco-2 ou plus récemment de cellules non cancéreuses issues 

d’organoïdes avec notamment la mise en évidence de la formation d’une couche de mucus 

homogène (Bein et al., 2018; Kasendra et al., 2018; Sontheimer-Phelps et al., 2020). À l’heure 

actuelle, les études in vivo restent l’approche la plus pertinente pour étudier de manière intégrée 

la toxicité de composés, et plus particulièrement dans le cadre de nos travaux, sur le triptyque 

épithélium, mucus et microbiote intestinal dans sa fonction de protection de l’hôte.  

  



177 

 

2) Exposition sub-chronique in vivo 

Dans notre étude in vivo, nous avons fixé une dose d’exposition de 0,15 mg/kg p.c./jour, 

correspondant à une exposition environ 20 fois supérieure à l’exposition estimée chez l’Homme 

(Munger et al., 2014), même s’il est admis que les niveaux peuvent être sous-estimés (Van den 

Brule et al., 2016; Wijnhoven et al., 2009). Ce facteur est défini afin de pouvoir extrapoler les 

résultats à l’Homme, le modèle murin présentant un métabolisme plus important que l’humain 

(Nair and Jacob, 2016). Cette exposition a été réalisée par gavage, approche pertinente pour 

mimer l’ingestion par bolus, bien qu’elle ait pour limite de ne pas considérer le passage bucco-

œsophagien. Enfin, l’exposition orale a été réalisée sur une durée totale de 28 jours 

correspondant à une étude de toxicité sub-chronique, représentative d’une consommation 

généralement saisonnière des produits d’argent colloïdal pour leurs vertus santé supposées.  

Différents paramètres systémiques, et plus particulièrement de la fonction barrière 

intestinale, ont été analysés afin d’établir et de comparer les effets du Mesosilver™ et de l’AgC 

sur l’épithélium, le mucus et le microbiote intestinal. Des paramètres physiologiques, comme 

le poids et la consommation alimentaire des animaux ainsi que le niveau d’inflammation dans 

le contenu colique (mesure de LCN-2), ont également été déterminés. L’utilisation conjointe de 

la qPCR et de la mesure de la perméabilité intestinale in vivo nous a permis d’évaluer l’intégrité 

de l’épithélium intestinal. La caractérisation du mucus a également été menée via la mesure de 

son épaisseur dans le côlon distal par histologie et la détermination de la nature et de la longueur 

des chaînes O-glycaniques composant les mucines jéjunales et coliques. Enfin, les populations 

bactériennes et fongiques fécales ont été caractérisées par séquençage de l’ARNr 16S afin 

d’obtenir les signatures microbiennes spécifiques des effets du Mesosilver™ et de l’AgC.  

De manière globale, l’exposition orale au Mesosilver™ ou à l’AgC à une dose de 0,15 

mg/kg p.c./jour sur une durée de 28 jours chez la souris mâle adulte a eu peu d’effet sur 

l’ensemble des paramètres étudiés. Cependant, il est à noter que le produit AgC a un impact 

plus marqué que le produit Mesosilver™, corroborant nos observations in vitro sur les modèles 

cellulaires Caco-2 et Caco-2/HT29-MTX. Cela s’observe particulièrement avec le marqueur 

pro-inflammatoire LCN-2 dans le contenu colique, significativement augmenté pour l’AgC, 

mais pas pour le Mesosilver™. La différence d’effet entre les deux produits est retrouvée au 

niveau des groupes bactériens affectés : d’une part, une diminution de la famille 

Ruminococcaceae (comprenant Ruminococcus) et une augmentation des genres Intestinimonas 

et Lachnospiraceae A2 sont observées pour le Mesosilver™ ; d’autre part, une augmentation 

de la famille Anaerovoracaceae et du genre Tyzzerella est observée pour l’AgC. Ces différences 
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de composition du microbiote bactérien pourraient être source, ou conséquence, des 

modifications de la nature des O-glycanes des mucines coliques qui ont également été 

observées, sans toutefois pouvoir à ce stade statuer sur l’hypothèse la plus probable. Les effets 

modérés, observés notamment sur l’inflammation intestinale dans le cas du produit AgC, 

pourraient être accentués au cours d’une durée d’exposition orale chronique de 90 jours, ce qui 

constitue une perspective à envisager pour nos travaux. Cette question est d’autant plus 

importante que la consommation d’argent colloïdal peut être quotidienne sur de très longues 

périodes (plusieurs années) chez certains individus (Jung et al., 2017).  

Dans ses recommandations sur l’évaluation des risques sanitaires liés à l’exposition aux 

AgNP, l’ANSES a souligné l’importance de « consolider les études de génotoxicité in vivo » 

(ANSES, 2015). L’évaluation de la génotoxicité dans notre modèle d’exposition in vivo est 

d’autant plus pertinente que les résultats obtenus in vitro ont montré que le Mesosilver™ et 

l’AgC, plus particulièrement, sont capables d’induire une génotoxicité dès 1 µg/mL sur des 

cellules Caco-2 indifférenciées (i.e. au stade de prolifération) après une exposition aiguë de 

courte durée (de 1 à 6 h). Or l’épithélium intestinal est un tissu à fort renouvellement cellulaire 

et pourrait être particulièrement sensible aux effets génotoxiques de ces deux produits. 

L’approche la plus utilisée pour évaluer la génotoxicité dans un organe est le test de comète, 

permettant de mettre en évidence les cassures des brins d’ADN. Très récemment, l’étude de 

Narciso et al. (2020) a mis en œuvre ce test sur des cellules préalablement dissociées du foie, 

du rein, de la rate et du duodénum de souris CD1 exposées oralement à 50, 150, 300 mg/kg 

p.c./jour d’AgNP (20 nm) sur une durée de 3 jours, sans qu’aucun effet génotoxique n’ait été 

observé. Dans nos conditions plus « réalistes » vis-à-vis de l’exposition humaine, il serait 

intéressant d’évaluer et de comparer les effets des deux produits Mesosilver™ et AgC sur la 

génotoxicité, en particulier lors d’un traitement chronique de 90 jours.  

L’étude ayant été réalisée chez la souris mâle, une exploration de l’impact des produits 

d’argent colloïdal chez la femelle serait également à envisager, un dimorphisme sexuel ayant 

été observé dans les études relatives aux AgNP. L’élément le plus récurrent mis en évidence est 

une bioaccumulation plus importante d’argent chez les femelles, comparativement aux mâles, 

dans les reins (Boudreau et al., 2016; Kim et al., 2010, 2008), le foie (Boudreau et al., 2016) et 

l’intestin (jéjunum et côlon ; Boudreau et al., 2016; Shahare et al., 2013). Il a également été mis 

en évidence un dimorphisme sexuel dans les modifications du microbiote intestinal induites par 

l’exposition orale aux AgNP (Williams et al., 2015). L’ensemble de ces résultats appuient 
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l’intérêt de poursuivre nos recherches sur l’impact d’une exposition orale au Mesosilver™ ou 

à l’AgC chez la femelle, qui pourrait être plus sensible que le mâle à ces produits.  

d) L’utilisation de modèles pertinents de fragilisation de la fonction barrière intestinale pour 

mimer des conditions plus spécifiques de sous-populations sensibles  

Dans une société où 25% de la population est estimée sujette à l’hyper-stress (Stimulus, 

2017), sa prévalence étant accentuée par le contexte sanitaire actuel (Salari et al., 2020), la prise 

en considération des effets délétères du stress psychologique chronique sur la fonction barrière 

intestinale est aujourd’hui des plus pertinentes dans l’évaluation des dangers associés à 

l’exposition orale à l’argent colloïdal. En effet, le stress psychologique induit une augmentation 

de la perméabilité intestinale (Vanuytsel et al., 2014), dont le maintien de façon chronique 

favorise le développement de troubles intestinaux tels que le SII, se traduisant également par 

une dysbiose du microbiote intestinal (Chong et al., 2019; Collins, 2014).  

Concernant les approches in vitro, de nombreuses stratégies permettent d’augmenter la 

perméabilité de l’épithélium intestinal (généralement une monoculture de cellules Caco-2) et 

ce sont plus de 250 inducteurs d’hyperperméabilité intestinale qui ont été référencés par Maher 

et al. (2016). Des approches les plus couramment admises, il peut être cité l’utilisation d’EDTA 

(1 mM pour une augmentation de la perméabilité d’un facteur 6 ; Maher et al., 2016) en tant 

qu’agent chélatant du calcium (Ca2+) dans le milieu, limitant sa biodisponibilité pour les cellules 

et induisant une relocalisation de la E-cadhérine et une fragilisation des jonctions cellulaires 

(Collares-Buzato et al., 1994; Tippin and Thakker, 2008; Tomita et al., 1996, 1994). En outre, 

l’ajout de cytokines pro-inflammatoires dans le milieu basolatéral, telles que le TNFα et l’INFγ 

(10 ng/mL pour chacun, pour une augmentation de la perméabilité d’un facteur 5; Chen et al., 

2015) permet de mimer la fragilisation de l’épithélium intestinal par une inflammation, se 

traduisant par une augmentation de la perméabilité intestinale dépendante de l’activation de la 

voie de signalisation NF-κB (Chen et al., 2015; Ma et al., 2004; Rodriguez et al., 1995).  

Il pourrait être intéressant d’appliquer l’une de ces stratégies sur les cellules Caco-2 et 

Caco-2/HT29-MTX, en s’assurant que l’inducteur d’hyperperméabilité intestinale soit 

compatible avec le mode d’exposition répétée sur les deux modèles cellulaires, et sans 

interférence avec les AgNP et/ou l’Ag+. Dans ce projet, nous nous sommes focalisés sur un 

modèle de stress psychologique chez l’animal permettant une approche intégrée des effets 

physiopathologiques du stress, qu’il n’est pas possible de reproduire sur un modèle in vitro.  
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L’exposition orale au Mesosilver™ ou à l’AgC en condition de barrière intestinale 

fragilisée a été réalisée chez la souris mâle C57BL/6N. Le modèle de stress d’évitement passif 

de l’eau (WAS) avait été préalablement décrit dans l’équipe chez la souris mâle C57BL/6J 

(Yvon et al., 2019), avec une augmentation significative à la fois du marqueur pro-

inflammatoire intestinal LCN-2 et de la perméabilité intestinale in vivo. Ces observations n’ont 

pas été retrouvées dans notre étude, le taux de LCN-2 et la perméabilité intestinale n’ayant été 

que modérément modifiés. Outre la différence de réponse entre les deux lignées de souris, 

plusieurs pistes ont été envisagées afin d’expliquer la faible réponse des animaux au WAS, 

hormis sur le critère de défécation. L’étude de Chassaing et al. (2012) rapporte une 

augmentation du taux de LCN-2 fécal d’un facteur proche de 100 (contre 3 pour l’étude d’Yvon 

et al. (2019)) pour des animaux ayant été exposés à du DSS (Dextran Sulfate Sodium salt) à 

1%, produit utilisé pour induire une inflammation intestinale comparable à celle observée dans 

les MICI (Eichele and Kharbanda, 2017). Les effets du WAS étant subtils, avec pour objectif 

d’être plus représentatif d’un stress chronique chez l’Homme, ceux-ci pourraient être plus 

facilement masqués par l’impact de certaines procédures expérimentales, elles-mêmes 

susceptibles d’induire un stress chez les animaux contrôles. En effet, le gavage journalier ainsi 

que la mesure de la perméabilité intestinale sont des opérations invasives et stressantes. À titre 

d’illustration, le poids des animaux a diminué après la procédure de perméabilité in vivo, 

pouvant s’expliquer par la période de mise à jeun ainsi que par l’étape de prélèvement sanguin. 

Sur ce dernier point, une amélioration de la procédure a été proposée au cours de notre étude in 

vivo. Initialement, le prélèvement était réalisé au niveau de la veine sous-mandibulaire, pouvant 

induire un stress chez l’animal et chez le manipulateur ; de ce fait, un prélèvement à la queue a 

ensuite été mis en place. Cette procédure, avec adaptation du protocole, a eu également pour 

avantage de ne nécessiter que 10 µL de sang, contre 100 µL initialement. Au-delà de 

l’optimisation des procédures pour limiter le stress des animaux en condition contrôle, d’autres 

modèles de stress psychologique chronique seraient intéressants à développer pour la suite de 

nos travaux.  

Ainsi, le stress chronique léger et imprévisible (Unpredictable Chronic Mild Stress- 

UCMS) pourrait être intéressant en tant que modèle de fragilisation de la barrière intestinale. 

Ce stress consiste à soumettre l’animal chaque jour à un stress différent et aléatoire, pouvant 

être un stress de contrainte, une inversion jour/nuit, un stress auditif, un stress d’évitement 

passif de l’eau, un stress lié à l’odeur d’un prédateur, l’humidification de la litière ou encore 

l’inclinaison de la cage. Cette liste est non exhaustive et chaque étude a son propre protocole, 
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avec des durées d’exposition très variables et pouvant être étalées jusqu’à 8 semaines (Siopi et 

al., 2020). La mise en place d’un tel modèle serait d’autant plus pertinente dans le cas d’une 

exposition chronique de 90 jours comme discuté précédemment. Néanmoins, cette procédure 

reste traumatisante pour l’animal, induisant une dépression chez celui-ci (Marin et al., 2017; 

Siopi et al., 2020), ainsi que contraignante pour l’expérimentateur. Un autre modèle pouvant 

être envisagé est le stress de contrainte répété (Repeated Restraint Stress - RRS) qui consiste à 

réaliser une même procédure de stress aigu de contrainte sur une période de plusieurs jours 

(généralement entre 5 et 7 jours). Ce stress, dont la durée par jour peut varier entre 2 h (Xu et 

al., 2014) et plus de 6 h (Galley et al., 2014; Luo et al., 2014), induit une altération de la fonction 

barrière intestinale, caractérisée par une augmentation de la perméabilité intestinale (Luo et al., 

2014; Xu et al., 2014), une diminution de l’épaisseur du mucus (Luo et al., 2014), une dysbiose 

du microbiote intestinal (Galley et al., 2014; Xu et al., 2014) ainsi qu’une inflammation 

intestinale (Xu et al., 2014). Que ce soit pour le UCMS ou le RSS, chaque étude a son propre 

protocole avec une intensité du stress très variable, ce qui rend difficile la définition d’un 

modèle générique, comparable sur l’ensemble des études existantes.  

Un modèle de stress chez la souris reposant sur une exposition orale à la corticostérone 

(David et al., 2009), hormone médiatrice des effets systémiques du stress psychologique chez 

le rongeur (Hong et al., 2011; Munckt et al., 1984), pourrait enfin être envisagé, en particulier 

sur notre modèle de souris mâle C57BL/6N qui est plus sensible aux effets dépresseurs générés 

que la souris C57BL/6J (Sturm et al., 2015). L’exposition peut se faire via l’eau de boisson 

(David et al., 2009), un implant sous-cutané (Sturm et al., 2015) ou une injection sous cutanée 

(Demuyser et al., 2016; Zheng et al., 2013) sur une durée pouvant aller de 10 jours (Zheng et 

al., 2013) à 21 jours (David et al., 2009; Demuyser et al., 2016; Sturm et al., 2015). Dans l’étude 

de Zheng et al. (2013), une exposition de 3 mg/kg p.c./jour de corticostérone sur une durée de 

10 jours chez le rat Wistar a induit une diminution significative de l’expression des protéines 

de jonctions serrées dans le côlon, associée à une augmentation de la perméabilité intestinale 

colique (mesurée par perfusion intestinale de PEG-400 Da) et de la sensibilité viscérale. Nous 

avons très récemment introduit ce modèle au laboratoire et évalué l’effet d’une exposition à la 

corticostérone (35 µg/mL) via l’eau de boisson, sur une durée de 10 jours chez la souris 

C57BL/6N, sur la perméabilité intestinale avec le marqueur FITC 4 kDa (Figure 44). Ce 

traitement a induit une augmentation significative de la perméabilité intestinale de l’ordre de 

50 %, et sans conséquence sur la prise de poids des animaux. Ces résultats prometteurs 

confirment l’intérêt d’étudier maintenant les autres acteurs de la fonction barrière intestinale 
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(mucus et microbiote), ainsi que le marqueur d’inflammation intestinale LCN-2, afin de valider 

ce modèle de fragilisation de la barrière chez la souris puis de l’appliquer sur une longue 

période, compatible avec le traitement chronique de 90 jours avec le Mesosilver™ ou l’AgC.  
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Figure 44 : effet d’une exposition (10 jours) à la corticostérone via l’eau de boisson (35 µg/mL) sur la 

perméabilité intestinale. La procédure de mesure de la perméabilité intestinale est décrite page 126.  

n=12 ; test de Student non apparié avec ** p< 0,01 vs contrôle. 
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Conclusion générale  
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Au cours de ces trois années de thèse, l’évaluation des dangers associés à la 

consommation orale de l’argent colloïdal disponible dans le commerce a été le cœur du projet. 

En considérant deux produits différents, le Mesosilver™ et l’AgC, et des modèles originaux 

d’exposition répétée, soit sur des modèles cellulaires épithéliaux in vitro soit lors d’une 

exposition sub-chronique de 28 jours chez la souris mâle, nous avons montré des effets 

spécifiques à chacun des produits, avec une toxicité généralement plus marquée pour l’AgC, 

composé exclusivement d’argent ionique (Ag+) que pour le Mesosilver™, constitué lui 

majoritairement d’AgNP. Les effets observés in vivo sur la fonction barrière intestinale via le 

triptyque épithélium/mucus/microbiote, ainsi que les conséquences physiopathologiques 

associées à la durée d’exposition relativement courte, restent modérés dans le cadre de 

conditions « réalistes » vis-à-vis de l’exposition humaine. Toutefois, des perturbations subtiles 

de la composition du microbiote bactérien, de la nature des O-glycanes des mucines et du niveau 

d’inflammation intestinale pourraient être des indicateurs prédictifs d’altérations plus profondes 

lors d’une exposition à plus long terme, soulignant la nécessité d’une étude chronique de 90 

jours à réaliser chez le mâle ainsi que chez la femelle afin de prendre en considération le 

dimorphisme sexuel. Notre travail souligne par ailleurs l’importance de prendre en compte une 

fonction barrière intestinale fragilisée dans les études toxicologiques afin d’intégrer d’éventuels 

effets potentialisateurs ou synergiques pour les populations sensibles. Grâce à l’approche 

multidisciplinaire menée, aux expertises combinées en biologie cellulaire, physiologie 

digestive, imagerie et techniques analytiques, nous avons pu illustrer l’impact de la composition 

de deux produits commerciaux d’argent colloïdal sur leur devenir et leur toxicité intestinale à 

la fois in vitro et in vivo. Ceci suggère maintenant l’intérêt d’élargir notre étude car l’appellation 

« argent colloïdal » désigne une large gamme de produits disponibles dans le commerce, avec 

une concentration et une forme de l’argent (AgNP/Ag+) très variables. De par les approches et 

les méthodes utilisées, et les développements envisagés, notre travail pourrait enfin être mis à 

profit pour étudier les AgNP présentes dans l’additif alimentaire E174, en allant de leur 

caractérisation physico-chimique à leurs effets sur la sphère digestive. 
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