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Résumé

La présente étude porte sur I'évaluation des effetdques potentiels des
nanoparticules du dioxyde de titane (3)i®ur un organisme bio-accumulateur /bio-indicateur

de pollution :Helix aspersa.

L 'exposition aux concentrations croissantes de Ei®avoir, 100, 500, 1000 et 2000

Hg/g a mis en évidence des perturbations physimplegiet biochimique illustrées par une
diminution significative du poids de I'hépatopamsr&t une augmentation dose dépendante et

hautement significative de la teneur des protéinides.

Le suivi des bio-marqueurs montre une déplétion diEmendante et hautement
significative du taux de glutathion (GSH) paralleent a une intensification de l'activité

glutathion-S-transférase (GST).

L'ensemble des résultats obtenus indique le décdemsht du systeme de

détoxification afin de faire face au stress oxyfdatcasionné.

Mots clés : Nanoparticules, Tig) Helix aspersa, Stress Oxydant, Bio-marqueurs,

Hépatopancreéas.



Abstract

The present study focuses on the assessment afxiogiyt of nanoparticle: titanium

dioxide (TiQ) on a bio-accumulator / bio-indicator of pollutidtelix aspersa.

Exposure to increasing concentrations of Zifat is, 100, 500, 1000 et 2000 pg/g
has highlighted physiological and biochemical dis&nces illustrated by a significant
decrease in the weight of hepatopancreas and adeépsadent and highly significant increase

in total protein levels.

Regarding biomarker, our results shows a highly ifigmt and dependent dose

depletion in glutathione (GSH) level, in parall@ &n intensification of glutathione-S-

transferase (GST) activity.

The obtained results indicate the triggering of dieéoxification system to cope with

the oxidative stress caused.

Keywords. Nanoparticles, Ti@ Helix aspersa, Oxidative Stress, Biomarkers,

Hepatopancreas.
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Chapitre | : Introduction générale et objectif davail

Le domaine des nanotechnologies constitue un wgeete plein essor depuis une
vingtaine d’années. L'intérét porté aux nanomatsrieepose sur des propriétés inhérentes a
leurs dimensions et a leurs formes. Ainsi, la modifon de la taille et de la forme des
matériaux confére une amélioration de leurs prégsiephysiques, voire I'apparition de
nouvelles propriétés non observées avec des matéde taille conventionnelle. Les
nanomatériaux sont utilisés dans plusieurs domdaiesjue I'informatique ou la téléphonie
mobile, mais également dans les secteurs de la&,sdet I'alimentation, du textile, de

I'automobile, du batiment, du sport ou des prodaitsmétiquegPerreault, 2012)

Ce domaine de science s'intéresse aiepitss aspects des nano-objets (dont une
dimension est inférieure a 100 nm) : synthése, reatien, manipulation, assemblage, étude
et exploitation des phénomenes apparaissant a elléchnanométrigue ou encore
compréhension des interactions développées a éeltitielle. Parmi les nano-objets les plus
étudiés, on retrouve des nanoparticules de nombmeabériaux comme l'or, le silice, les
oxydes métalliques (Exemple : TiOet les semi-conducteurs pour les cristaux quaesiq
(Quignard, 2013).

L'expansion et l'intensification des nanotechnaegifait que de nouveaux produits
contenant des nanomatériaux sont constamment nislesumarché. Cependant, ce
développement fulgurant augmente le risque d'ekpasiaux contaminants de taille
nanoméetrique, ce qui comporte un risque non néaflilgepour I'environnement et la santé. En
effet, il est établi que la présence de substammes naturelles dans I'environnement
augmente proportionnellement a leur utilisation pldomme. Ainsi, le développement des
nanotechnologies et de leurs utilisations, aura wertainement pour conséquence une
augmentation de la concentration en nanoparticdss l'air, les eaux et les sols. lls
pourront, de ce fait, atteindre différents écosyst®(Delay et Frimmel, 2012) De plus,
I'étude du comportement de ces composés dans |&&redis compartiments
environnementaux, de méme, que leurs mécanismetsod'at leurs risques toxicologiques

restent aussi bien mal cernée que compromettante.

C'est pour ces différentes raisons, qu'il est pritiab d'acces l'intérét sur les études de

bio-surveillances ou de bio-monitoring qui visené\aluer la qualité de I'environnement en

1



Chapitre | : Introduction générale et objectif davail

caractérisant les éventuelles fluctuations morpghgsiplogiqgues, métaboliques,

biochimiques, comportementales et écologiques ffactent la biocénose vivant dans cet
environnement. Pour cela, différentes especesniicatrices et sensibles aux modifications
environnementales sont utilisées : Ce sont dealaes$ outils de diagnostic offrant I'avantage

de se préter aisément aux expérimentations quéreqtiles études toxicologiques.

L'escargot petit griglelix aspersaest connu pour son pouvoir bio-accumulateur trés
importants aux niveaux des visceres. Il est expades pollutions multiples (sols, végétaux et
atmosphere) et représente, de ce fait, un modtdgrateur complémentaire des organismes
comme les annélides ou les organismes a réginwestient herbivore ou détritivore. Il est
considére, également, comme I'un des maillons dehkine trophique, et est la proie de
nombreux prédateurs tels que les mammiferes etiseaux. Il peut, donc, étre a I'origine de

transferts de polluants ou de contamindAtsilia, 2016).

Notre travail a pour objectif d'étudier les effebxiques potentiels induits par une
nanoparticule manufacturée : le dioxyde de titdn®4) sur certains bio-marqueurs du stress

oxydatif chez un organisme bioindicateur/bio-acclataur : le gastéropodd€lix aspersa
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1. Nanomatériaux : Quels sont les enjeux, les origgs et les impacts environnementaux
et sanitaires ?

Une nanoparticule est un assemblage de quelqudsireen a quelques milliers
d'atomes, formant un objet de taille nanométriqua (00 nm).La plupart des nanoparticules

sont des agrégats de petites molécules ou d'at@yezghboub, 2010).

Leur particularité réside dans le faieda majorité des atomes qui les constituent se
trouve en surface ce qui leur confere une surfa@ehenges trés importante : Il en découle

des propriétés physico-chimiques particuliéres.

Elles se présentent, généralement, sous une fEph@igue mais peuvent, également,
adopter d’'autres formes géométriques comme desscules batonnets, des octaedres, des
triangles, etc..(Figure 0 (Protiere, 2006).

sphéres tétrapodes

Figure 01. Différentes formes (batonnets, spheré$ogmes branchées) prises au
microscope électronique a transmission haute résimn

(Protiere, 2006)
1.1. Enjeux

Du fait de leurs applications dans un grand nondlersecteurs, les nanotechnologies
ont un important impact sur lI'économie mondiale. E&ffet, les investissements des
gouvernements et des entreprises deviennent deplpkis importants car les nanoparticules
permettent la création de produits innovants eh&boration des propriétés de produits déja
existants. Elles impliquent aussi une création glems que la Commission Européenne a

chiffrés a environ 10% de tout 'emploi consacré& amanufactures industrielles a I'échelle

3



Chapitre | : Introduction générale et objectif davail

mondiale pour 2014. En outre, les estimations g la BBC Research en 2010, montrent
un accroissement d'environ 14,50 % l'année, popétiede allant de 2009 a 201G4ffet et
al., 2019

Comme pour toute nouvelle technololgi@léveloppement n'est pas sans risques pour
la santé et I'environnement, raison pour laquelépuis quelques années, les scientifiques ont
commenceé a realiser un plus grand nombre d’étudeslas toxicité de ces composeés
(Quinoneset al .,2009).
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Figure 02. Contamination et devenir des nanoparties dans I'environnement
(Giamberini, 2013)

1.2. Origines et classification

Les nanoparticules sont présentes de maniére itdiquet sont généralement
désignées sous le terme de « particules ultrafin@uzeaet al, 2007)On distingue trois
types de nanoparticules en fonction de leur provem@onaldson et Poland, 2009)

» Les nanoparticules d'origine naturelle (issues @®eptions volcaniques, des aérosols
marins, de I'érosion des sols et des feux de fpi@Enkowsda et Lukaszewsda,

2013)

* Les nanoparticules d’'origine anthropogénique naertionnelles issues des procédés
chauds tels que le soudage ou encore de la combusts moteurgJankowsda et

Lukaszewsda, 2013)
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* Les nanoparticules d’origine anthropogénique inbemelle ou nanoparticules

manufacturéeglankowsda et Lukaszewsda, 2013)

Les nanoparticules peuvent étre ceEsselon le fait qu'elles soient organiques ou
inorganiques. En effet, de nombreux polyméres oggas courants peuvent étre produits
dans des dimensions nanométriques. De méme, plsisieuces polymeres organiques sont
préparés sous forme de nanofils, donnant lieu rautgisation dans I'élaboration de systemes
d'ultrafiltration en phase liquide ou gazeuse, amme senseurs. Certaines nanofibres
organiques biodégradables pourraient étre utilis@anédecine pour la réingénierie tissulaire,
la régénération osseuse ou encore pour contrOlerellegage de médicamenfRoco,
2009;Mamberger et Kvamme, 2008 ).

1.3. Risques sur L'environnement et 'Homme

1.3.1. Risques sur l'environnement

Pour évaluer I'impact des nanoparticules sur I'erviement, il faut dans un premier
temps déterminer les quantités de nanoparticulesaqi rejetées dans I'environnement, les
localiser (air, eau, sol), et déterminer leurs)Xietaccumulation préférentiels, ainsi que leurs
conditions de persistance ou de dégradation. Onrgoensuite chercher a déterminer

I'écotoxicité des nanoparticul¢afsset, 2006).

Les organismes vivants, au contact de I'air, dwaale I'eau peuvent étre exposés aux
substances chimiques présentes dans I'environneet@mt particulier aux nanoparticules. La
taille et la structure des nanoparticules sont dparametres déterminants pour évaluer
I'impact sur I'environnement. En effet, la tailldlience la capacité de la particule a passer
d'un milieu a un autre. Ensuite, la structure aliisie permet de déterminer la réactivité
chimique(Afsset, 2006)

Par volatilisation de poussiere, les nanoparticgkegetrouvent dans l'air et peuvent
contaminer la flore et la faune (au sol), puis @eda chaine alimentaire et enfin 'THomme et

la vie sauvagéAfsset, 2006)

Le sol peut lui étre contaminé par déposition, desmment accidentel ou injection pour
traitement pour ensuite atteindre la flore et lanfapuis remonter jusqu'a I'Homme et la vie
sauvagdAfsset, 2006).

5
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La contamination des milieux solides et aquatiqpes les métaux, provoque
I'accumulation de ces derniers dans les plantesyunitransfert sol-plante et chez les humains
et les animaux, a travers la chaine alimentéi{ban et al., 2008) L’accumulation des
métaux sous forme nanomeétrique chez les humaifes ednimaux induit des mutations au
niveau de I’ADN, en donnant naissance a différappes de cancerfrang et al., 2005)
ainsi qu'un retard dans la croissance et une itibibides métabolismes cellulaires.
(Schroder et al.,2009)

Le risque majeur des nanoparticules lhicpias est leurs persistances pour une longue
durée. Par exemple, la silice est retenue danslledes 150 a 5000 ans et garde une
concentration élevée pour plus de 150 ans dard Bpses contaminatiofyYang et al .,2005.
L’effet commun de toutes les nanoparticules mepadis est la production des especes

réactives d’oxygené&Zhang et al .,2009).

1.3.2. Risque sur 'Homme

L'Homme peut entrer en contact avemiasoparticules de trois facons : en les touchasie (v
cutanée), en les ingérant (voie digestive) ou enréspirant (voie respiratoire). Cette derniere est
probablement la plus conséquente et donc la pludiés(Win and Feng, 2005; Hillyer et
Albrecht, 2001).

Les nanomatériaux peuvent franchir desidras cellulaires, telles que la peau, c’est le
cas de ceux que I'on peut trouver dans les creplases. Les barrieres cellulaires seront plus
ou moins faciles a franchir en fonction de I'envinement dans lequel la personne se trouve
(taux d’humidité, température, pression, etc.) iainge I'état dans lequel se trouve sa peau
(Ostiguy et al .,2006)

La voie respiratoire est la voie privilégién exposition directe ; certains nhanomatériaux
par leurs propriétés physiques (nanotubes de caylmuvent, s’ils sont inhalés, pénétrer en

profondeur dans les poumoftéillyer et Albrecht, 2001).

La voie indirecte d’exposition aux nanomiatéx est la voie digestive. Il est possible
d’étre confronté aux nanomatériaux lorsque I'on geaau I'on boit des aliments contaminés
(Ostiguyet al.,2006)
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Figure 03. Principaux effets des nanoparticules sua santé humaine

(Ostiguy et al.,2008)

Il s’agit d’'une description non exhaustive des tsffde toutes les nanoparticules
confondues, qui a été établie sur des études msuy des rongeurfOstiguy et al .,2008).
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Figure 04. Mécanisme d'action des nanoparticules
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2. Dioxyde de Titane (TiQ)

Le titane est le neuvieme élément le plosndant dans la crolte terrestre devant
I'nydrogene et derriére le magnésium. Il est mggoement retrouvé sous sa forme oxydée
dans des minerais mixtes tels que l'iiménite (FeJida pérovskite (CaTig) ou bien la
titanite (CaTiSi@) (Sugimotoet al.,2003)

Le TiQ peut, également, étre extrait des différents raisepar des traitements de
I'acide sulfurique produisant le sulfate de tita{JliOSQ). Ce composé peut, ensuite, étre

hydrolysé et déshydraté pour donner duzl{i®ugimotoet al.,2003).

Le dioxyde de titane est utilisé sous forme de p®uchicrométrique depuis de
nombreuses années (début des années 1920) pquopesgtés opacifiante et blanchissante.
Il représente environ 70 % de la production mordi pigments devant le noir de carbone et
l'oxyde de fer. Depuis le début des années 1988t igalement utilisé sous forme de poudre
nanometrique, notamment, pour ses capacités dfalmsodes rayons ultraviole{dargot et

al., 2013). Les applications du dioxyde de titane sont remsaans le tableau ci-apres :

Tableau 01. Tableau récapitulant les différentes ggications du TiO2
(Bouhadoun, 2015)

Papier peint, peinture, enduits, ridea Autonettoyant, antibactérien
_ abat-jour de fenétre, ciment, vitres, tuil purification de I'air et
Environnement  murs de tunnel, lampes de tunnels, m purification de I'eau
insonorisés, purificateur d’air, désinfecti
des eaux usagées

Médical Carrelage, murs des salles d’'opérations | Antibactérien  Stérilisation
Autonettoyant
Energie Cellules solaires, production d’hydrogéne Conversion de I'énergie

solaire, hydrolyse de I'eau

2.1. Toxicologie

Le dioxyde de titane a été longtemps considérénm®nune matiere inerte, peu
toxique, souvent classée parmi les poussieresé@épgtins effet spécifique. Ses innombrables
caractéristiques physico-chimiques, telles que, télle des particules, le degré

d'agglomération/agrégation, la structure cristalliet les caractéristiques de surface font
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apparaitre de nouvelles propriétés qui peuvent firodiactivité biologique, et de ce fait,
donner des profils toxicologiques qui peuvent s@véensiblement différen{dargot et al.
2013).

Les données disponibles concernant letseffénotoxique, cancérogene et reprotoxique
induits par les particules de Ti§dnt tres hétérogénes. Elles portent essentiellesweries
formes nanométriques du xénobiotique. Cependastrésultats sont difficiles a interpréter
car ils sont fortement influencés par les condgierpérimentales, le type de lignée cellulaire
ou de modele biologique, le type de particulesli¢tagt/ou surface spécifique, forme

cristalline, présence ou absence d’enrobagela)wtie d'expositiorfJargot et al.,2013).

Par ailleurs, les poussieres deJ#us forme micrométrique, sont sources d'irritation
oculaire et des voies respiratoires. Sous formeomatrique, des effets inflammatoires
semblent possibleiSayeset al., 2006). Comme dit auparavant, les effets de ces substances
sur l'organisme sont mal connus mais les princip@sgues liés a leur petite taille sont :
l'accumulation au niveau alvéolaire apres inhatatle passage dans la circulation sanguine

avec cheminement dans tout I'organisme et lesiodadnflammatoiregKahli, 2015).

2.2. Ecotoxicité

L'écotoxicité des formes nanométriques est a cerj@l connue : La plupart des études
n‘ont été realisées qu'en laboratoire sur des amireaquelques plantes car ces produits ne
sont diffusés dans I'environnement que depuis peiempyBaaloushaet al., 2011;Villem
et al.,2008).

Les propriétés physico-chimiques et la mobilité Nésde TiQ dans I'environnement
peuvent modifier leur biodisponibilité et leur toixé potentielle. Il est donc crucial, d'évaluer
le risque que ces xénobiotiques présentent pounmitHe et la qualité des écosystemes
terrestres et aquatiques tout en évaluant leuracidép de diffusion dans I'environnement
(Kahli, 2015).

En avril 2017, un communiqué officiel conclut, apranalyse et consultation de
nombreux travaux, qu'il existe maintenant des pgsuwoncernant le risque sérieux pour la
santé de l'environnement et de I'Hom(hager, 2017) Effectivement, la généralisation de

l'utilisation de ces composés dans de trées nomhusages industriels a travers le monde et

9
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leur libération a partir de déchets ou lors d'agwid peut conduire a une contamination
importante de l'environnent, notamment, dans lesy@temes aquatiques qui sont l'exutoire
naturel du ruissellement des égouts et des regetsothbreux effluents industrieléSilva et
Pathiratne, 2016).

3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant déséquilibre dans le rapport pro-
oxydants/antioxydants ; Il en résulte une génématiacontrblée de radicaux libres
susceptibles d’entrainer des dommages oxydatifsnaobécules biologiques, a savoir, les

lipides, les protéines, les glucides ainsi quatgdes nucléiqueRbele et al,2011).

Trois grandes voies d'approches peuvérd @étilisées dans I'évaluation du stress
oxydant(Gismondi, 2012) :

- L'estimation de la production des ROS.
- L’estimation des capacités de défenses (statubayutant).
- L’estimation des changements biochimiques spéaBagcréés par I'attaque des

radicaux libres sur les principales cibles moléceta(protéines, lipides et acides

nucléiques).
ERO
Protéine «— l > ADN
Modification enzymatique Lipide Lésions de 'ADN

Dégradation des protéines
(Altérations des transports

loniques et des enzymes...)

N

Péroxydation lipidique
(Altération de
I'intégration et de la
fluidité membranaire)

(Altération de I' expression
des génes)

_/

V

Atteintes cellulaires

Figure 05. Dommages cellulaires occasionnés par ERO.
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4. Utilisation des gastéropodes dans la bio-indidan

Au sens écologique général, un bio-indicateur p&etdéfini comme un organisme ou

un groupe d’organismes pertinents pour déterminatitqtivement et quantitativement I'état

de I'environnemenfFranzle, 2003) Les critéres qualifiant une espéce de bio-indizasont,

généralement, les suivants :

v elle doit étre suffisamment répandue et abondamtdesterritoire concerné et si
possible, facilement détectable.

v’ elle doit étre la plus sédentaire possible, poiléter les conditions locales.

v elle doit avoir une taille rendant possible I'étudieses différents tissus et de leurs

composantes (muscles, 0s, organes dans le casndfoal...).

Enormément de travaux se sont intéressesnilieu terrestre a la faune du sol,

notamment, aux escargots (Mollusques, Gastéropddi@sionés), car ils remplissent les

critéres requis précédemment développés et samimas comme des indicateurs écologiques

pertinents. En effet, ces organismes offrent |'taga de :

>

représenter une biomasse significative au seim @eimunauté des invertébrées des
sols(Dallinger et al.,2001).

occuper une situation privilégiée a l'interface-plante-atmosphére, et d'intégrer des
sources et des voies de contaminations mult{@asker., 2001).

posséder des capacités de bioaccumulation impestgrgur de nombreux polluants
métalliques(Grara et al., 2016) et organiquegBelhaouchett, 2014; Bourabia,
2013).

présenter des réponses physiologiques (inhibitercrdissance et de reproduction,
mortalité) et biochimiques quand ils sont exposags @ontaminantgAtailia, 2016;
Boucena, 2016).

constituer un élément des réseaux trophiques quribae au transfert des polluants
du sol et/ou des plants aux prédat€Beeby, 1985).
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Dépdts secs

Respiration . Dépots secs
. ~ et humides
Aar

Voie orale :

Ruissellement

Voie orale : sol Transfert sol-végétaux

Voie cutanée

Figure 06. Différentes voies de contamination d’Het aspersa
(Gomot et Pihan, 1997)

5. Objectif du travail

Notre travail de recherche a pour oltfje¢valuer la toxicité potentielle de molécules
nanomeétriques : le Ti@n utilisant un organisme bio-accumulateur/biogatkur de
pollution, le gastéropode terrestridelix aspersaa travers le suivi de certains bio-marqueurs

du stress oxydatif.

L'intérét de mener cette étude est motivé paarigel utilisation du Ti@dans plusieurs
domaines de la vie quotidienne (peintures, céramigapeterie, alimentation et produits
d'hygiene), ce qui augmente la fréquence de satitépaet de sa dissémination dans tous les

compartiments de I'environnement.
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Notre travail a été effectué au niveau dbdratoire de Toxicologie du Département de

Biologie, Université Larbi Tébessi -Tébessa-.

1. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre trast un gastéropode pulmoné terrestre :

I'escargotHelix aspersaconnu sous le nom de petit gris.

SelonBonnet et Vrillo (1990) sa position systématique est la suivante :

= Regne :Animalia

= Embranchement : Mollusca
» Classe :Gastropoda

= Ordre : Stylommatophora
= Famille : Helicidae

=  Genre : Helix

= Espece aspersa

= Sous-espéceaspersa

Figure 07. Helix aspersa (Gbaiocco, 2009)

Le petit gris est également nomi@érnu aspersunou Criptomphalus aspersugans

la nomenclature récen{Barker, 2001)

1.1. Anatomie d'Helix aspersa

Le corps d'un escargot consiste en un pied unigoe,téte et une masse viscérale
enroulée et placée dans la coquille. Le schémauqtillustre clairement I'anatomie générale
de l'animal (Fig.08)
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] Ny Pheumcstone
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!
vesoshagg PPN _ genglons érébrau
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hepato-pancreas . ——

arifice genital (7

muscle pedieux / oviducte et canal déférent unis artere padiese

muscle cokmellaire anrte antéreure

ou céphalique

Figure 08. Schéma illustrant I'anatomie de I'escargt
(Cazin, 2014)
1.2. Reproduction

L’escargot est un animal hermaphrodite, c'estr@-anale et femelle a la fois. Toute
fois, pour se reproduire, l'accouplement est olbliga, I'autofécondation n’étant pas
possible.L’accouplement peut durer plusieures rsgliéea 12 heures). La ponte aura lieu 15 a
30 jours apres l'accouplement: L’'escargot creusenighdans la terre de 4 a 5 cm de
profondeur et la durée de la ponte est comprise di2t et 48 heures.Elle aboutit a la mise de

80 a 140 ceufs pour le petit-gris,parfois plus, pewgros-gris(Piramet al.,2003).

La durée de lincubation et de I'éclosion est cos®gentre 15 et 30 jours,suivant les
conditions climatiques, les jeunes vont rester®jaurs avant de sortir a la surface pour se
nourrir. Leur poids est de 0.02 a 0.04 g(Piranal.2003).

Le climat et la température ont une grande infbe@esur 'dge de maturité sexuelle de
I'escargot.
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Figure 09. L’accouplement cheHélix aspersa

(Dunster, 2007)

1.3. Rythme de vie de I'escargot

L’escargot posséde deux rythmes d’activité : l'omrpalier et I'autre saisonnier.

<+ L’activité journaliere est en relation étroite avec la photopériode. p#at

étre inhibée par les conditions thermiques et hygtdques défavorables.
Dans les conditions optimales, I'escargot sortaleaguille et devient actif dés
la tombée de la nuit jusqu’au lever du jour, il profite pour se nourrir

(Pirame et al., 2003).

La phase d’inactivité est relative a une duréeriafge a 18 heures : durant
cette phase, l'escargot est au repos et ne mamifgse peu d'activité

locomotrice, sexuelle ou nutritionne(lBirame et al., 2003).

L’escargot est un animal nocturne : trois nuittiaté sont suivies d’une nuit
de repos. Son activité débute au printemps et &leclen mois de novembre

(hibernation).

L’activité saisonniére est relative au fait que les escargots harmonisems
rythmes biologiques en fonction du rythme des saisdls régulent leurs
activités en se basant sur les éléments de I'emvinment, en I'occurrence la

longueur du joufPirame et al., 2003).
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1.4. Hibernation et estivation

Helix aspersan’est actif que lorsque I'humidité est suffisammeéldvée. Dans le cas
contraire, I'animal se rétracte a l'intérieur decgayuille qu'il obture par un voile muqueux

(courte inactivité) ou par un épiphragme, ce quéldte la déshydratation.

La photopériode et la température sont des vasakdésonniéres qui induisent les
états d'inactivité : Hibernation et estivation somtonc, des réponses a des stress

environnementaux prévisibléansart et Vernon, 2003).

1.4.1. Estivation

C'est un rythme de vie demi-ralentie d’été . Ce portement est observé dans des
régions ou I'été est particulierement chaud et $éanimal se rétracte completement a
I'intérieur de sa coquille (operculé) dont I'ouued est fermé ; par lintermédiaire des
matieres muqueuses et calcaires secrétées parllesgue lui-méme. Durant I'estivation, la
respiration et les mouvements cardiaques sont normaais il y a diminution rapide des

réserves d’eau et des réserves énergétidriesme et al., 2003).

1.4.2. Hibernation

C'est un rythme ralenti d’hiver : durant Eripde hivernale, I'escargot entre en léthargie.
Il secréte devant I'ouverture de sa coquille ureaid de mucus solidifié : I'épiphragme.
L’animal vit sur ses réserves, en particulier seirglycogéne emmagasiné. Comme pour
I'estivation, pendant I'hibernation tous les métmnoes sont ralentis. Au cours de cette
phase, un escargot peut perdre jusqu’au 30% deosiis (perte en eayPirame et al.,
2003).

Au printemps les réserves perdues ser@st tapidement récupéréfBirame et al.,
2003).

1.5. Longévité

Helix aspersaest adulte a deux ans mais peut vivre plus deamsgDans la nature, il

dépasse rarement I'age de trois (03) ans. Sa mslosbavent due a des prédateurs ou a des
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parasites. En captivité, sa longévité est bien fgogue et va de dix a quinze afiaylor,

1991)

2. Matériel chimique

Le matériel chimique utilisé dans cette expérirmtoh est la nanoparticule du
dioxyde de titane (Tig). Les nanoparticules nous ont été fournies pataeoratoire de

Chimie de I'Université Badji Mokhtar -Annaba-.

Figure 10. Nanoparticule du dioxyde du titane (TiQ)

Les caractéristiques physico-chimiqueJiddy sont regroupées dans le tableau ci-apres

Tableau 02. Caractéristiques physico-chimiques duidxyde de titane (TiQ)

Nom - Symbole Dioxyde de titane |

Formule brute TiO>
Température de fusion* 1843 °C
Température d'ébullition* 2972 °C
Masse molaire 79,866 g/mol
Densité 4,23 g/lcm3
Apparence poudre cristalline incolore a blanche
Masse volumique 3,9-4,3 g-crd
Systeme cristallin Tétragonal (rutile)
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3. Méthodes

3.1. Condition d’élevage

Les escargots utilisés dans notre expérimentationh des adultes, collectés dans la

région de Bekkaria -Tébessa. Leur poids est d'envid g + 1.

Figure 11. Elevage des escargots dans le labora®ir

L'élevage est effectué dans des boites en plastigmeparentes couvertes avec du
tulle (pour assurer I'oxygénation). L'humidité esaintenue a l'aide d'une éponge mouillée.

La nourriture (farine de blé) est fournée danshigtes de Pétri.

Les essais sont réalisés dans les mémes conditiovisonnementales, a savoir :
Photopériodes 18h de lumiére/24 h, température 20C et hygrométrie : 80 % a 95%.Les
lots sont nettoyés régulierement (un jour sur deux)

3.2. Mode de traitement

Le traitement des animaux a été effectué par aadite concentrations croissantes de
nanoparticule de Ti©dans l'alimentation. Nous avons retenu 4 concéotra et un milieu

témoin. Les escargots sont répartis en 5 lotssanale 5 escargots par ([Gtableau 03)
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Tableau 3. Répartition des concentrations croissaas de TiQ

Concentration enpg NP/ g
Lots Nombre d’escargots/lot _ _ .
d’aliment sec (farine de blé)
TiO> Témoin 05 0
Dose 1 05 100
Dose 2 05 500
Dose 3 05 1000
Dose 4 05 2000

3.3. Dissection et prélevement de I'népatopancréas

Figure 12. Exposition des escargots a la nourritureontaminée

A la fin de la 4™semaine de traitement, les escargots sont misragendant 48 h

pour vider leurs tubes digestifs.

Aprés la dissection, I'hépatopancréas est prélgsse et divisé en 03 fragments :

» Un échantillon pour le dosage des métabolites épres totales).
» Un échantillon pour le dosage du glutathion (GSH).

» Un échantillon pour le dosage de la glutathiong®dférase.

19



Chapitre Il - Matériel et Méthodes

Figure 13. Dissection et prélevement de I'hépatoparéas

4. Parameétres étudiés
4.1. Parameétre physiologique

4.1.1. Poids de I'hépatopancréas

Une fois les escargots disséqués, les hépatopancseént prélevés et pesés
individuellement a l'aide d'une balance de prénisfola fin du traitement, le poids moyen de
chaque lot est calculé et comparé a celui du témoin

4.2. Parametre biochimique

4.2.1. Détermination du taux des protéines totales

Les protéines sont quantifiées selon la méthod8rddford (1976), qui consiste a
additionner une fraction aliquote de 100 ul du ageant ou de la gamme étalon a 4 ml du
réactifs colorant bleu brillant de commassie (BBIG).lecture des absorbances s’effectue a
une longueur d’onde de 595 nm au spectrophotomisitde (JENWAY 6300).

La gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'umtéipe standard, I'’Albumine
Sérum de Boeuf (BSA).
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Figure 14. Dosage des protéines totales
(Bradford, 1976)

4.3. Biomarqueurs

4.3.1. Détermination du taux de glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selomi&thode de\Weckberker et Cory
(1988)] dont le principe repose sur la mesure colorimaai de l'acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I'a&eke-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB)
par les groupements thiol (-SH) du glutathion mésuune longueur d’'onde de 412 nm.

La lecture des absorbances est effectuée a unedang’onde de 412 nm. Le taux du

glutathion est quantifié selon la formule suivante

D& 1x 1,525
Taux du GSH =

(UM/mg de protéines) 134 0,8x 0,5x mg de protéine
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X : Micromole de substrat hydrolysé par mg de prn&gi(tM/mg de protéines).
DO : Densité Optique

1: Volume total des solutions utilisées dans la d&mdsation (0,2 ml ASS+ 0,8 ml

homogénat).

1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le G&025 ml DTNB + 0,5 ml
surnageant- 1 ml Tris-EDTA).

13,1 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupem8iit & 412 nm).
0,8 : Volume de 'homogénat utilisé en ml.
0,5 : Volume de surnageant utilisé en ml.

Mg de protéine : Quantité de protéines exprimée en mg
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Figure 15. Dosage du glutathion
(Weckberker et Cory, 1998)
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4.3.2. Mesure de l'activité glutathion-S-transféras (GST)

Les GST sont des enzymes de métabolisatmnadphase Il, Elles catalysent la
conjugaison du GSH a des xénobiotiques électraphile devenus électrophiles aprés

métabolisation afin de les rendre plus hydrosokikleainsi, les détoxiquer ou les éliminer.

La mesure de l'activité glutathion S-tramaf® (GST) est déterminée selon la méthode
de [Habig et al., (1974)] Elle est basée sur la réaction de conjugaisore éatGST et un
substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzear)présence d’un cofacteur le glutathion

(GSH). La lecture de I'absorbance est faite a angueur d’onde égale a 340 nm.

L’activité GST est déterminée d’aprés la formule/ante :

A DO XV

GST (umol/min/mg de protéineg = -

e x d X v x mg de protéineg

ADO : Différence de la densité optique obtenue aprésdhysi du substrat
V : Volume totale de la cuve (1400 pl).

e : Coefficient d’extinction

d : Epaisseur de la cuve.

v : Volume du surnageant.

Mg de protéines :Quantité de protéines exprimée en mg.
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1 ml tampon phosphate

(0.1M, ph=6)
%/ Broyage (mécanique+ultrasons)
Centrifugation
(24000rpm/30min)
{
200 pl surnageant+1.2 ml de \/
CDNB/ ‘
GSH
T / Lecture a 340 nm pendant

5min (chaque 1 minute)

l

"

Dosage des gIutathion-S-transféraseJ

Figure 16. Dosage de la glutathion-S-transférasgHabig et al., 1974)

5. Etude statistique
L'analyse statistigue des données est effectu@éelepdest de student qui sert a
comparer entre deux échantillons (témoin et traff® test est réalisé a lI'aide d’'un logiciel

d’analyse des données : Minitab (Version 1403gnelie, 1999).
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1. Effet des concentrations croissantes du Dioxydde Titane sur certains parametres
physiologiques.

1.1. Effet des concentrations croissantes du Dioxgdde Titane sur I'évolution du poids
moyen de I'hépatopancréas chez les escargdt®lix aspersa apres quatre semaines de
traitement.

La Figure (17) illustre les variations du poids reoyle I'hépatopancréas des escargots
traités par les concentrations croissantes du @rCfonction du temps.
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Figure 17. Effet des concentrations croissantes ddioxyde de Titane sur I'évolution du
poids moyen de I'hépatopancréas des escargdiglix aspersa

Nous constatons une diminution dose dépendanteresignificative (p>0.05) chez
les escargots traités par les différentes condeiesa (100, 500, 1000 et 2000 ug/g) par
rapport aux escargots témoins. Ainsi pour les témdie poids de I'hépatopancréas est de
1,37 g, alors que pour les traités a la plus footgcentration, il est de 1,35 g.
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2. Effet des concentrations croissantes du Dioxyd#e Titane sur certains parametres
biochimiques.

2.1. Effet des concentrations croissantes du Dioxgdde Titane sur I'évolution du taux
des protéines totales au niveau de I'hépatopancréaez les escargot$ielix aspersa
apres quatre semaines de traitement.

La Figure (18) illustre I'effet des centrations croissantes du dioxyde de titane sur
I'évolution du taux des protéines totales au nivdau’hépatopancréas des escargots apres

guatre semaines de traitement.
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Figure 18. Effet des concentrations croissantes diioxyde de titane sur I'évolution du
taux de protéines totales chez les escargdi€lix aspersa

Nos résultats montrent une augmentation dose dép&ndet non significative
(p > 0.05) chez les escargots traités par les corat®ns 100 et 500 pg/g par rapport aux
témoins.

Chez les escargots traités par les deux plus fodesentrations (1000 et 2000 pg/qg)
cette augmentation est hautement significative (p01). Ainsi, elle est de 0.814dM/mg de
tissu) chez les traités par 1000 pg/g et de 0.8@2mg de tissu) chez ceux traités par 2000

ug/g alors qu'elle est de 0.5@8/1/mg de tissu) chez les escargots témoins.
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3. Effet des concentrations croissantes du Dioxydke Titane sur certains bio-marqueurs.

3.1. Effet des concentrations croissantes du Dioxgdle Titane sur |'évolution du taux de
glutathion (GSH) au niveau de I'hépatopancréas degscargotsHelix aspersa apres
guatre semaines de traitement.

La Figure (19) montre l'effet des concemires croissantes du dioxyde de titane sur
I'évolution du taux de glutathion au niveau de papancréas des escargots aprés quatre

semaines de traitement.
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Figure 19. Effet des concentrations croissantes diioxyde de titane sur I'évolution du
taux de GSH chez les escargokselix aspersa

Nos résultats mettent en évidence une diminutiose dbépendante et significative
chez les escargots traités par les différenteserdrations croissantes de bBi€bmparé aux
témoins. En effet, cette diminution est hauteméntificative (p< 0.01) chez les traités par
les concentrations 100 et 1000 pg/g, comparé auwitss. Chez les escargots traités par la
concentration 2000 pg/g, cette diminution est ldasgtement significative (g 0.001).
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3.2. Effet des concentrations croissantes du Dioxgdde Titane sur la variation de
I'activité glutathion-S-transférase (GST) au niveaude I'hépatopancréas des escargots
Helix aspersa apres quatre semaines de traitement.

La Figure (20) montre I'effet des concentratiorssantes du dioxyde de titane sur la
variation de l'activité glutathion-S-transférase ravueau de I'hépatopancréas des escargots

aprés quatre semaines de traitement.
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Figure 20. Effet des concentrations croissantes digoxyde de titane sur la variation de
I'activité GST chez les escargotblelix aspersa

Nos résultats illustrent une augmentation dose rifgree chez les escargots traités
par les différentes concentrations comparativeraemttémoins. Bien que la variation dans
cette activité passe de 0.378¥W/min/mg de protéines chez les escargots témoidgi407
uM/min/mg de protéines chez ceux traités par la goarge concentration, elle n'est pas

significative.
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Chapitre IV : Discussion

La production croissante de nanomatériaux a pousdauence l'augmentation de leur
libération et de leur dissémination dans I'envirement(Khene et al,. 2017) Par ailleurs,
Les mollusques gastéropodes sont des organismisedies utilisés dans les programmes de
surveillance de la contamination chimique des éstesyegRegoliet al,. 2006).Ainsi, ils se
distinguent par leur capacité de concentrer lestanbes polluantes (ex : les métaux, les
nanoparticules) dans leurs tissus et constituenmailon important dans le transfert des
nanoparticules de la végétation vers les carnivapaisest I'un des plus importants aspects de
I'écotoxicologig(Kahli, 2015 ; Nottenet al. 2005).

L'objectif de notre étude est l'évaluation de l&idieé potentielle de molécules
nanomeétriques, a savoir, le Ti®n utilisant un organisme bio-accumulateur/ bimatbur de
pollution, le gastéropode terrestridelix aspersaa travers le suivi de certains Biomarqueurs

du stress oxydatif.

Dans un premier temps, nous nous sommes intérad&ftet de la nanoparticule du
dioxyde de titane sur I'évolution du poids moyenlalglande digestive : siege principal de la
métabolisation et de la biotransformation des x@imues, notamment, les nanoparticules.
Nous résultats ont révélé une diminution dose ddgate chez les escargots traités par les
différentes concentrations comparativement auxrgetatémoins. En effet, ceci pourrait étre
dd a la variation des sécrétions des enzymes digegtHames et Hopkins, 1989)De plus,
de nombreuses recherches ont mis en évidencetlguaidans un environnement pollué,
I'animal se met dans un état de jeun prolongé puiter la nourriture contaming&abhli,
2015 ; Alayat et Amamra, 2011 ; Graraet al., 2012; Atailia, 2009 ; Gimbert etal.,2008 ;
Notton et al., 2006).

Tout type de stress chimique peut provoquer unérdiibn de radicaux libres dans
'organisme Aurousseau, 200RTous les tissus et tous leurs composants peugeat
touchés : lipides, protéines, glucides et ADMilko et al., 2007 ; Aurousseau, 2002)

Dans notre travail, nous avons évalué, dans unngetamps, le taux des protéines
totales. Nos résultats ont mis en évidence une antation dose dépendante et significative,

particulierement chez les escargots exposés awsxfpites concentrations du xénobiotique.
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Ces résultats vont dans le méme sens que ceyGmrdea et al., 2016) qui ont mis en
évidence une augmentation de maniére dose dépendamtprésence de poussieres
métalliques. Il en est de méme, en ce qui est desltats trouvés pakKahli (2015),
concernant I'effet du TigsurHelix aspersal'augmentation du taux de protéines totales peut
étre expliqguée par le déclenchement du processdgtd&ication mis en jeu par un systeme
de régulation qui se compose d’enzymes, des pestéet de molécules anti-oxydantes
(Nzengue, 2008).

Les fortes capacités d’accumulation des NPs cheedeargots sont liees a l'efficacité
des systemes de détoxification impliquant des tiras de séquestrations telles les
métallothionéines (MTSs) et les granu{& mbert, 2006).

Les métallothionéines constituent une super fanddlanétalloprotéines de faible poids
moléculaire riches en cystéine et responsabledasiale la protection des cellules contre les
NPs tels que le Ti©et le ZnO(Park H et al., 2007)et de la régulation homéostatique des
meétaux essentiels comme le cuivre et le ZiDallinger et al., 2000 ; Gaetke et Chow,
2003),ont montré que le Cu, le Fe et le Ti sont des métke transition redox-actif pouvant
interférer avec le métabolisme des protéines viarkaation d’espéces réactives de I'oxygéne
qui entrainent un stress oxydatif et provoquentdibesmages cellulaires.

Par ailleurs, dans son étude porté sur le Kihler et al ., (1998) suggerent que
I'induction de la synthése des structures de stEckMTs et granules) est liée a la toxico-
cinétique c'est-a-dire que chez différentes espéeegastéropodes, ce métal accumulé dans
I'hépatopancréas est majoritairement fixé a dedépres cytosoliques qui montrent des
propriétés proches des meétallothionéines et dosymahese est induite par I'exposition des
animaux a ce composé. De plus, I'exposition dintadeD. reticulatuma des concentrations
élevées de Cd, de Pb et de Zn dans l'alimentati@galement, induit une augmentation dose
dépendante des protéines de stress hsp70.

La présence d'un xénobiotique a des concentratmxigues, induit I'activation des
systémes de protection cellulaires qui auront pacine le piégeage et /ou I'élimination des
métabolites toxiques. Les enzymes du stress oXyaérviennent par des réactions en
chaine afin d’'empécher les Iésions cellulaires Itéstes de I'attaque des radicaux libres et
des hydroperoxydg8enbouzid, 2012).

Le glutathion est le thiol le plus abondant dansdmpartiment Intracellulaire. Outre
son role essentiel d'agent réducteur, le glutatindégrvient également a un second niveau
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dans la défense Anti radicalaire par son implicatdans les réactions de détoxication
catalysées par la glutathion-S-transfer@seillet, 2007).

Nos résultats montrent une diminution de maniérgeddépendante et significative.
Ces résultats sont en accord avec ceuhdm (2017)qui stipule que cette déplétion est due
a sa liaison ou conjugaison aux radicaux libregdpits par la nanoparticule et/ ou par la
lisison du GSH au métal. LdSTM et les particules ultrafines se caractérisemt lpurs
affinités avec les groupes thiol avec lesquelle$atment des complexéxiong et al., 2011,
Fahmy et al., 2014). Chandranet al., (2005) ont observé une diminution du taux de
glutathion total (GSH) chez le gastéropddatina fulicatraité au cadmium et au zinc.

La GST est une enzyme importante impliquée danatkyse de la conjugaison d'une
variété de substrats électrophiles pour réduirglugathion et protéger la cellule contre les
effets des xénobiotiquéBerrari et al., 2007)

Dans la présente étude, l'activite GST est fortemiecluite au niveau de
I'hépatopancréas. Ce résultat est en accord avec aeKhene et al., (2017) qui met en
évidence une augmentation dose dépendante eticagivié au niveau de I'hépatopancréas et
le rein dHelix aspersaraités par le Ti@ Il en est de méme pour les résultatd/meyrac et
al., (2014dans leur étude concernant I'exposition du molladgjualveScrobicularia planaa
des particules métalliques ultrafines (Ag, Cd eOXnCanesiet al. (2010) ont, également,
observé une induction de l'activité de cette enzytaes la glande digestive déytilus
galloprovincialistraitée avec différentes NP de dioxyde de titan®Z), de fluorine (C60) et
de silice (SiO2).

Pour conclure, I'exposition des escargddix aspersaaux concentrations croissantes
des nanoparticules du dioxyde de titane sembleirmdine hépatotoxicité traduite par des

perturbations physiologique, métabolique et enziguat

En effet, ces perturbations se sont manifestéase giart, par une diminution du poids
moyen de I'hépatopancréas et une augmentatiorugués protéines totales.

D'autre part, l'intensification de l'activité¢ GST lat déplétion du taux de GSH
enregistrées rendent compte de la survenue dessstixydatif et I'activation du systeme de

détoxification.
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Afin de mieux étayer les résultats obtenus, ilis@ngéressant de :

Suivre la variation de certaines enzymes commeatalase (CAT), la glutathion
peroxydase (GPx), le superoxyde dismutase (SODIe dactate déshydrogénase
(LDH).

Evaluer le taux de malondialdéhyde (MDA), indicepgeoxydation lipidique.

Réaliser une étude histologique sur les orgditdslix aspersa (hépatopancréas, Rein,
poumon,....) afin de déterminer les éventuelles aitgms pouvant étre engendrées.

Etudier la toxicité de ces nanoparticules sur &segots juvéniles.
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