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Résumé

Résumeé

Dans cette étude nous nous somme intérességvaluation de la toxicité d'une
nanoparticule métallique le ZnO sur un organismedgsicumulateur et bio-indicateur de
pollution de I'environnemertielix aspersa

Différents parametres physiologiques (poids emoges escargots, poids de la coquille,
poids du tissus mous , longueur et diamétre dedaitte ,mortalité), biochimiques (protéines
totales, lipides et glucides totaux) au niveau 'éplatopancréas et du rein sont mesurés
apres 28 jours de traitement.

La toxicité du ZnO est déterminée chez |'gpuddelix aspersagrace a un biotest réalisé
en laboratoire sur des animaux exposés a des doatiems de la farine croissantes de ZnO
(500 pg/g, 1000 pg/g, 5000 pg/g, 10000 pg/g,1509@)uLes premiers résultats montrent
gue la présence des nanoparticules métalliquese d@ ZnO provoquait des perturbations
physiologiques concernant le poids de la coquiteds du tissus mou, longueur et diameétre
de la coquille, mortalité) particulierement chez lgaités aux fortes concentrations.
Parallelement les modifications métaboliques indiquune augmentation signifcative a
hautement significative du taux de protéines , re¢ diminution significative a hautement
significative du taux des lipides et glucides (ddépendante) au niveau de I'hépatopancréas
et du rein

Mots clés: Toxicité, oxyde de zincHélix aspersabio-indicateur, hépatopancréas ,rein ,
protéines, lipides, glucides



Abstract

Abstract

In this study we are interested in the eatidun of the toxicity of a metallic nanopatrticle
ZnO on a bioaccumulator and bioindicator of envinemtal pollutiorHelix aspersa

Different physiologicals parameters (weight svfails, weight of shell, weight of soft
tissues, length and diameter of shell, mortalityipchemical (total proteins,lipids and
carbohydrates totaBt the hepatopancreas and kidney levels are mehaftexr 28 days of
treatment.

The toxicity of ZnO is determined kielix aspersa snails by laboratory biotest in animals
exposed to increasing concentrations of flour o©zZn(500 pg/g, 1000 pg/g, 5000 pg/g,
10000 pg/g,15000 pg/g).

The first results show that the presence of Zo&¥ed metal nanoparticles caused
physiological disturbances concerning the weighttled shell, tissue weight, length and
diameter of the shell, mortalityespecially at high concentrations. At the same tithe
metabolic changes indicate an increase in the ipgotntent, and a decrease in the level of
lipids and carbohydrates (dose-dependent) at ttet ¢é the hepatopancreas and the kidney.

Key words: Toxicity, zinc oxide, Helix aspersa, bioindicatdrepatopancreas, kidney,
proteins, lipids, carbohydrates.
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I ntroduction

I ntroduction

Les nanotechnologies constituent un champ de relsbemultidisciplinaire impliquant
I'utilisation de nouveaux dispositifs permettanétdidier la matiere au niveau moléculaire ou
supramoléculaire : les échelles caractéristiques memotechnologies vont de 1 a 100
nanomeétres (nm). A ces échelles, la matiére adqdés propriétés inattendues et souvent
différentes de celles des mémes matériaux a I'chacro- ou macroscopique : il convient
de les considérer comme de nouveaux composés clamidont les caractéristiques et les

toxicités sont différentesChuto ;2010)

Les nanoparticules (NP) sont des structaoesposées de quelques centaines a quelques
milliers d’atomes. Du fait de leur taille (1 a 1@@nometres), les propriétés physiques et
chimiques de ces nano-objets sont différentes iesades matériaux classiques. Leur champ
de développement est extrémement vaste et inctetlerche médicale : on peut différencier
deux grands groupes, les NP organiques (systemellanie, NP a base de polymeéres,
nanotubes de carbone, fullerenes) et les NP inarges (quantum dots, NP d’oxyde de fer
magneétique, sondes Raman). La polyvalence de cegdiigrande car elles peuvent étre
concues et modelées pour servir de vecteurs de camdnts (thérapeutique), de

sondes d’'imagerie (diagnostique), voire les delafais (théranostiquejChuto ; 2010)

Le modele central de cette étude est I'escargat et Helix aspersa , connu pour ses
capacités a accumuler les ETM a des concentraitigpartantes dans ses tissus Herbivores et
détritivores , ce mollusque gastéropode pulmonéerpbsé aux pollutions des sols , des
végetaux et de I'atmosphére et représente detoerfanodéle intégrateur complémentaire des
organismes souterrains comme les annélides oudasismes a régime strictement herbivore
ou détritivore. Peut-étre parce gu'il entre dangdgime alimentaire de I'homme, il est
considéré comme l'un de des maillons de la chaimghique. Il est la proie de nhombreux
prédateurs tels que les mammiferes, les oiseaux...Edt peut donc étre a l'origine de

transferts des polluants (contaminan{®rara ; 2012).

L’objectif de ce travail est d'étudier les effatdluits par une nanoparticule manufacturée
d’'oxyde de zinc (ZnO) administrée par voie oraler ks parametres physiologiques et
biochimiques (glucide, protéine, lipide) chez ugamisme bio-accumulateur, le gastéropode

terrestreHelix aspersa.
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1. Définitions

La nanotechnologie regroupensemble des savoir-faire permettant d’observee,
manipuler , de fabriquer, de modifier, de faconiaematiére jusqu’@es dimensions voisines du
nanometrgFlorin et al , 2008 )Leurs applications biomédicales pour la recherohétro et in
vivo chez I'animal apportent de nouveaux outilsr@&xtement utiles pour la compréhension des
phénoménes biologiques et le développement de Hesivenéthodes thérapeutiques et

diagnostiques

1.1. Les nanoparticules

Une nanoparticule est définie comme étant peaticule dont au moins une direction de

I'espace a une dimension inférieure a 100 fbanone etal ,2010 )

Les nanoparticules présentent donc des surfaceshatiges (surface spécifique) tres
importantes, de plusieurs centaines de metressca@é gramme de particule. Cette surface
d’échange trés importante confere aux nanoparticdles propriétés physiques et chimiques
particulieres qui peuvent entrainer des effetsogigues propres, qui restent encore largement
incompris, si elles rentrent en contact avec lawnivLa réactivité de surface des nanoparticules,
qui augmente alors que décroit la taille de laipad, laisse prévoir qu’elles auront une activité
biologique plus importante, a masse comparable legi@articules plus grosses. Cela peut étre
favorable et étre utilisé dans des approches théatmpes (transporteurs deédicaments pour
leur capacité a franchir les barriéres biologigu€la peut étre au contraire défavorable et
engendrer une toxicité associée a leur capacitnargr un stress oxydant et a se disperser dans

I'organisme( Lanone etal ;,2010 )
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1.2. La nanobiologie

La nanobiologie est une des branches deerehe de la nanoscience et regroupe les
chimistes, biologistes, médecins et pharmacien® tdmue exhaustive des différents types de
nanoparticules (NP) et de leurs applications érapbssibles, seules les principales NP utilisées
en meédecine in vitro et en imagerie cellulaire imovet in vitro, ainsi que leur stade de
développement clinique, seront décrites. La pobmwed de ces NP est grande car elles peuvent
étre congues et modelées pour servir comme vectieussibstances (thérapeutique), de sondes

d’'imagerie (diagnostique), voire les deux a la {ti€ranostique) (Chuto etal ,2010)

1.3. La nanotoxicologie

discipline nouvelle, visant a évalueggseément les dangers liés aux nanotechnologies
ne semble pas obéir aux mémes regles quéox@ologie classique . La caractérisation
physico-chimique des NPs est une étape foadtale pour I'évaluation de leur toxicité .
En effet, la variation de taille, de spéaafi de phase, peut modifier leur

pharmacocinétique et influencer leur toxicif€reco etal ,2015)

2. Effets biologiques possibles des NPs

Aprés leur entrée dans l'organisres, voies de translocation et de distributibes
NPs aux organes cibles, leurs effets toxiquesleurs voies d’excrétion dépendent
notamment de leur taille, de leur forme, @eir état d’oxydation et des phénomenes
d’adsorption a’leur surface . Pour un mémeetge NP, l'effet peut également
varier si la taille ou I'état d’oxydation changé@pres passage des barrieres biologiques, les
NPs peuvent atteindre des organes ciblesxetcer leur toxicité .
Plusieurs mécanismes de toxicité saanees :

-génotoxicité par interaction directe de®s avec I'ADN ou les organites cellulaires
intervenant dans le cycle cellulaire, ou dmi@re indirecte par modification de la bakan
redox entrainant la formation de radicaux elibra’ I'origine de lésions a ’ADN ou altérant

les mécanismes de réparation & 'ADN .
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-cytotoxicité liee a'une inflammation chrque entretenue par la production d’espéces

réactives de l'oxygéne apres endocytose/phageeydes NPs.Greco etal, 2015)

3. Les voies d’exposition humaine aux nanoparticuse

L’homme est donc multi-exposé dans sonidiest aux NPs. Les voies d’exposition
principales sont les voies respiratoire , digestieetranscutanée . Avec I'émergence de
la nanomédecine , la voie sanguine représentéragataine porte d’entrée des NPs dans
I'organisme .

La production de NPs engendre égalementexpesition professionnelle, principalement
pulmonaire. L'exposition professionnelle est enraagtation a la fois dans le secteur industriel
(augmentation de la production et de I'utilisatd®s NPs dans différents procédés de fabrication)
et dans le secteur de la recherche

En médecine, l'utilisation des NPs offleenombreux espoirs tant sur le plan diagnostique
gue thérapeutique, en particulier dans les malattiemniques inflammatoires et les cancers. Les
NPs pourraient étre utilisées comme agents deasiaten radiologieet sont a I'étude comme
vecteur permettant de cibler spécifiguement lélsqugnes intracellulaires viraux ou bactériens

En effet, la voie d’exposition, les modes tdanslocation et de dispersion des NPs aux
différents organes cibles, ainsi que leur clairssma autant de données indispensables dans leur

évaluation toxicologique. Greco et al.2015)

4. Les utilisations des nanoparticules

La taille nanométrique, le ratio sedavolume élevé des NPs, la complexité chimique,
la nature et I'expansion des faces minérgloggs leur conférent des propriétés
magnétiques, de résistance mécanique, deivigachimique, de conductivité thermique qui
permettent de nombreuses applications dans didesaines trés variés. Les domaines du
textile, des cosmétiques, de l'alimentation, ldmagerie médicale, de la vectorisation de

médicament, de Il'environnement, de [I'électromiq de la chimie, du batiment. . . font
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appel aux nanotechnologies . Quelques exemglapplications sont regroupés dans le
Tableau . (Greco etal, 2015)

5. Les différents types de nanoparticules
5.1. Les nanoparticules naturelles

Un grand nombre de nanoparticules d'ogginaturelle sont présentes dans
I'environnement (poussieres émises par combustiopay les volcans, produites par €rosion).
Parmi elles, on note les imogolites et allophanaspparticules naturelles qui se présentent sous
la forme de tubes (imogolites) ou une forme déaieme sphérique mais dont la structure reste
imprécise (allophanes). Les imogolites et allopkasnt des aluminosilicates structurés a courte

distance résultant de l'altération de verres etceledres volcaniqued. Lanone etal ,2010)

5.2. Les nanoparticules produites par ’lhomme

Dans cette catégorie nous retrouvongpégticules atmosphériques « ultrafines » (PUF).
L’exposition humaine a des PUF est devenue au cdass derniéres années une question
importante de santé publique, mise en lumiéere paalyse de la composition des particules
atmosphériques et de leurs effets biologiquesmbieu urbain, les PUF peuvent étre formées de
plus de 80 % de suies fines (inférieur & 1 mm) ledfines provenant de la combustion des
carburants fossiles .

Ces particules, émises notamment par lesculds Diesel, les véhicules a essence et les
chauffages urbains, ont rapidement été suspectéesaél'origine de la morbidité et de la
mortalité cardiorespiratoires observées dans legdest épidémiologiques sur les effets a court

terme de la pollution atmosphérigueLanone etal ,2010)

Elles seraient principalement a l'origine éponses inflammatoires pouvant aggraver des
pathologies pulmonaires telles que I'asthme HElasient également un effet prothrombotique
et pourraient étre a l'origine d’athérosclérosdeepathologies cardiovasculairefanone etal
,2010)
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5.3. Les nanoparticules produites par 'lhomme de fgon intentionnelle (ou nanoparticules
manufacturées)

Le développement récent des nanotechredpgegroupement de 'ensemble des techniques
visant a concevoir, caractériser et produire degtémaax a I'échelle du nanometre,
a commencé a élargir les sources de nanopartiaukssla production accrue de nanomatériaux
manufacturés, dont des nanoparticules manufact(kdsl). En raison des propriétés nouvelles
des matériaux ainsi produits, les nanotechnologiesnaissent un essor particulierement
important depuis ces dernieres années a [|'écheiternationale, ou I'on observe un

investissement grandissant de la part de paysuseepl plus nombreuklLanone etal ,2010)

Des différences existent entre les PUFRIMNIes premieres ayant généralement une assez
large distribution de taille et une compositionnsigjue complexe alors que les secondes ont
souvent une  distribution  étroite et une  compositiorchimique  définie.

Tres schématiqguement, il existe des NPMaligies (dioxyde de titane et de zinc, par
exemple) et des NPM carbonées. Parmi celles-ci, Nasotubes de carbone occupent
une importance. Il existe principalement deux catég de nanotubes de carbone : les single-
wall carbon nanotubes (SWCNT) composés d'un seuillde de graphene et les multi-wall
carbon nanotubes (MWCNT) constitués de plusiewndléés emboités les uns dans les autres

comme des poupées rusgdsanone etal ,2010)

Outre des utilisations industrielles, I'ewiptles nanotubes de carbone en médecine est une
perspective intéressante. Ils pourraient servir g@ample pour le transport et la délivrance
d’agents médicamenteux a l'intérieur des cellules. nanotubes de carbone trés attractifs posent
des questions sur leur potentielle de toxicitédeaiffets secondaires a long terme ou encore leur
biodégradabilité . Ces questions constituent umghde recherche en plein développement.

( Lanone etal ,2010)
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Tableau 1: Exemples de champs d’application en fonctiotyge de nanoparticule
(Greco etal, 2015)

Champ d’application

Type de NP:

Propriétés

Transports

Revétements

Energie

Vectorisation de médicaments
Imagerie

Industrie électronique
Cosmeétique : cremes solaires, laques
Peintures

Pots d’échappement catalytiques — Accélérations
des réactions chimiques dans I'industrie
(oxydation du monoxyde de carbone)

Textiles a usage clinique
Pansements
Traitement de surfaces

Additif dans les carburants diesel
De’pollution des eaux use’es et des sols

Additif alimentaire
Pneumatiques

Revétements voitures, produits d’entretien ménagers

Nanomeédecine : vecteurs d’antibiotique pour pathognes
intracellulaires, imagerie et ciblage tumoral

Nanotubes de carbone

Fullerénes
NPs dioxyde de titane

NPs d’or

NPs d'argent

NPs de dioxyde de
cérium

NPs de fer, NPs
d’aluminium

NPs de silices amorphes

NPs de silice,
d’aluminium,
zirconium
NPs-PLGA,

NPs
superparamagnetic
iron oxyde

Résistance mécanique
(60 fois supérieure aux
meilleurs aciers)

Légeéreté

Dissipation électrostatique

Supraconductivité
Filtre UV
Photocatalytique

Catalytique

Antibactérien

Catalytiques
Membrane

« filtrantes»,
nano-adsorbants

Antiagglomérant
Modificateur de viscosité

Propriétés antiabrasives
et antiadhésives
Enrobage biocompatible
et biodégradable

Propriété magnétique
Passage des barriéres
biologiques
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6. les nanoparticules d’oxyde de zinc

6.1. Définition

L’'oxyde de zinc (ZnO) est un matériau hieasemi-conducteur a large gap direct (3,3 eV)
qui a la propriété d’avoir une trés forte énergeelidison des excitons. Cela en fait un matériau
d’avenir pour les dispositifs optoélectroniques.

De plus, les objets nanométriques unidimemstmntel que les nanofils ont connu un attrait
considérable grace a grand potentiel pour les étfmledamentales ainsi que des applications
pour des nanodispositifs. Un nanolaser fonctionaaeimpérature ambiante a déja été demontré .
Le fort ratio surface/volume des nanofils leur petrrde croitre sans contrainte sur des substrats
bon marché désaccordés en maille tel que le stlstra

Enfin, leur large surface permet la génénad’'une nouvelle classe de dispositifs ultra

sensibles tels que des capteurs chimiques ou lnjoleg) (Gwénolé et al, 2012 )

6.2. Caractéristiques d’oxyde de zinc

Les nanoparticules d'oxyde de zinc ogti iene attention accrue en raison de ses propriétés
telles que la taille des cristaux, l'orientationl@tmorphologie, le degré d'agglomération, la
densité du cristal et chimique, ce qui le rend apéére utilisé avec succes dans une large gamme
d’applications comme la libération contrlée desliceiments, des cosmétiques et I'industrie des
instruments médicaux, biocapteurs, des capteurgadeles cellules solaires, photodétecteurs ,
des catalyseurs, des électrodes transparentesgsdiéddctroluminescentes (DEL), varistances,
transistors . La méthode polyol permet I'obtentiacile et a faible colt de I'oxyde de zinc ayant
une taille réduite(Serdaru etal ,2015)

6.3. Utilisation d’oxyde de zinc

L'effet du ZnO dans I'épithélialisation da peau et ses propriétés bactériostatiques le
recommandent comme pansement pour les blessurpsutiétre utilisé dans le traitement de
divers dermatites, blessures ouvertes et commendlatmmatoires. L'activité antibactérienne de
ZnO peut dépendre de la taille des nanoparticetiete la présence de lumiere UV ou visible .
Les applications principales de ZnO est celle gsli lBasée sur sa capacité d'absorber le

rayonnement UV. Dernierement, un intérét particytieur le traitement du cancer s’est tourné

7
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vers des nanoparticules d'oxyde de zinc, principalg en raison de leurs propriétés physiques et
chimiques.Plusieurs études ont suggéré une augtioentk la cytotoxicité in vitro de I'oxyde de
zinc de taille nanométrique a plusieurs types de&a y compris le gliome, le cancer du sein,
cancer de l'os, le cancer du coélon et la leucém(i8erdaru etal ,2015)

6.4. Pathogenese et mode d’action d’oxyde de zinc

La nature de I'oxyde de zinc joue un riteportant .L’activité de ZnO dépond de son
pouvoir catalytique :les oxydes fraichement prépgpessédent un pouvoir catalytique élevé
(activité pyrogene)et produisent la fievre .Le Zo@nmercial a perdu ce pouvoir et ne provoque
pas la fievre. Ce qui explique la difficulté a reguwire cette pathologie en expérimentation
animale .Le pouvoir catalytique et l'induction da fievre dépendent plus de la capacité
d’adsorption du CO par les fumées métalliques quadoncentration en fumées.

Puisque les fumées métalliques sans capacité dfaaso vis-a-vis du CO ne produisent pas de

fievre, mais seulement une leucocytgsehilipe etal , 1991 )

Il semble que les fumées de ZnO ne libgpastde pyrogéne a partir du tractus respiratoire ,
mais a partir des leucocytes. Ceci semble confipar@eOHMOTO(1974) :I'action pyrogénique
peut étre obtenue par administration intraveinalese fumées avec une bonne relation dose —
réponse .L’'oxyde de zinc finement divisé pénéti@dement dans les infiltras de leucocytes
polymorphonucléaires au niveau des capillairesoddiees, libérant alors un pyrogéne endogene.
L’oxyde de zinc n’agit donc pas directement surcestres nerveux de la thermorégulation.

( Philipe etal , 1991)
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7. Stress oxydant

7.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un ddégdd@guentre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes degdiosme, en faveur des premiéres. Notre
mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, eerghysique intense), mais aussi nos
mauvaises habitudes alimentaires, augmentent @ fagormale la production des EOA dans
notre organisme. A long terme, ceci peut contrildukapparition de diverses pathologies liées au
vieilissement comme les cancers ou les maladigsliczgasculaires. Dans un souci de
prévention, il conviendra donc de disposer d'outperformants permettant d’évaluer
correctement le statut de stress oxydant chez individu afin d’'apporter les corrections
nécessaires pour optimaliser nos défenses xgdtates et diminuer les dommages oxydatifs
induits par les EOA au niveau de I’ADN, des progsiet des lipidegHaleng etal ,2007)

7.2 .Les radicaux libres

Un radical libre est une espéece chimi(atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce désequilibre n'est que transitoiresecemblé par I'acceptation d’'un autre électron

ou par le transfert de cet électron libre sur urteeamolécule.\(aléry etal , 2007 )

Le métabolisme cellulaire produit, ad®physiologique, plusieurs variétés de RLO. Dans
certaines conditions pathologiques, ces RLO peuvéimé modulés qualitativement et
quantitativement. Tous les RLO ne sont pas extré&némeéactifs, cette réactivité étant trés
variable selon la nature du radicAla(éry etal , 2007 )

Ainsi, parmi les radicaux formés chez é¢res vivants, I'OZ constitue la premiére forme
radicalaire capable d’agresser les composantadaiedls et matricielles. Parmi les fonctions pro-
inflammatoires de I'OZ, on peut noter I'agression des cellules endotledlid’augmentation de
la perméabilité microvasculaire et le recrutemesg golynucléaires neutrophiles (PNN) sur les
sites inflammatoiresMaléry etal , 2007 )
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Il est également un précurseur d’autres aespeadicalaires plus réactives comme le radical
HO® formé par linteraction de I'0Z avec les ions métalliques libres (fer ou cuivre).
En situation physiologique, la concentration liloie ces ions métalliques est particulierement
basse, car ils sont séquestrés par des protéigemlsgees comme la ferritine , de sorte que cette
réaction n’a pas lieu. En revanche, ils sont lib&é situation pro-inflammatoire. Par ailleurs,
I’O2° peut former du ONOOpar combinaison avec le NO modifiant en plus tadisiponibilité
de ce dernier .Parmi les RLO, le H202 peut diffudans le cytoplasme et traverser les

membranes.Maléry etal , 2007 )

7.4. Sources des espéces réactives de I'oxygeéne :

Les sources métaboliques produisastReO sont nombreuses : chaine respiratoire
mitochondriale, cytochromes P-450, activité de lADWH oxydase, myéloperoxydase, NO

synthase, xanthine oxydase/a(éry etal , 2007 )

(&2
:;:::50 ll\rl itochondrie ::;::—:;:2 -
&
HA O ZGSH NADP?

catalase =

HL O GSSG ~NADPH

Figure 1. Sources métaboliques de production et d’éliminadies radicaux libres.
GSH : glutathion ; GSSG : glutathion oxydé ; GSRRutathion réductase ; XO : xantine oxydase.
(Valéry etal ; 2007 )

10
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7.5. Les espéces oxygenees activees :

La chaine respiratoire mitochondyjaldans laquelle les étres aérobies puisent leur
énergie, joue un réle capital dans la cellule amptant 'oxydation de coenzymes transporteurs
d’hydrogéne ou d’électrons avec la phosphorylatien 'ADP (Adenosine DiPhosphate) en
ATP (Adenosine TriPhosphate). Les conséquences de agivité mitochondriale sont doubles
et paradoxales. D’une part, la mitochondrieurf@ a la cellule une source d’énergie
importante puisque 36 molécules d’ATP a hpatentiel énergétique sont générées lors de
la réduction de l'oxygene. Par contre, daes tonditions physiologiques, environ 0,4 a 4
% d’électrons s’échappent, réagissent direadémavec I'oxygene dissous dans le
cytoplasme et donnent naissance a des EOdllesi sont soit des radicaux libres
comme l'anion superoxyde (O2 ou le radical hydroxyle (OHsoit des molécules comme
le peroxyde d’hydrogéne §B,) ou l'oxygéne singulet'®,), Dans cette chimie particuliére,
les métaux de transition, comme Ie?'Fet le Cd" agissent comme catalyseurs dans la

formation du radical hydroxyle(Haleng etal ,2007)

7.6. Role des especes réactives de I'oxygéne

Le role des EOA est tres complexe car géas/ent avoir un réle physiologique ou un effet
toxique en fonction de leur concentration. Dans deslitions normales, elles sont générées en
faible quantité et jouent un role de messagersrskaires capables, notamment, de réguler le
phénoméne de I'apoptose ou d’activer des factesitsashscription. Citons aussi le processus de
fécondation, au cours duquel les spermatozoide®tsét de grandes quantités d’EOA pour

percer la paroi membranaire de I'ovulealeng etal ,2007)

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NSt un composé important; il est notamment
synthétisé par les cellules endothéliales viaibactie NO synthétases sur la
L-arginine. C’est une molécule labile trés wsible, dont les effets régulateurs s’exercent
sur la plupart des fonctions physiologiques ltbrganisme (maintien du tonus vasculaire,
neurotransmission, fonctionnement rénal ...) .Taisefle NO peut former avec I'anion
superoxyde le peroxynitrite (HOONO), un oxydant gsant et diffusible, capable

d’endommager de nombreuses molécules organiquesiébo en trop grande quantité, les

11
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EOA deviennent «pathologiques» en activant pfession de genes codant pour des

cytokines pro-inflammatoires ou des protéines désithn.(Haleng etal ,2007)

En outre, leur nature instable les remd$ téactifs vis-a-vis de substrats biologiques et
capables d’induire des modifications oxydativesétéébs potentiellement impliquées dans
I'apparition de pathologiegHaleng etal ,2007)

8. Systémes de défense anti-oxydants :

Les systémes de défense anti-oxydants cdergaor

» Des enzymes, telles que la superoxyde dismutaseatalase , la peroxydase , capables
d’éliminer de fagon catalytique des radicaux libeed’autres «espéces réactives»

« Des protéines, (transferrine, haptoglobine métaiboteine), qui diminuent la
disponibilité des pro-oxydants tels que les iogfé’Fe **, CL#*'Cu’

» Des protéines comme les protéines de choc thermigqumtégeant les biomolécules
contre les agressions , notamment les oxydations

» Des composés de basse masse moléculaire (glutathtonophérol, acide ascorbique ;
bilirubine , acide urique ), capables de piégerréecaux libres dérivés de I'oxygene et
de l'azote

La composition en anti-oxydants &li#f selon les tissus et les types cellulaireslesett
les mécanismes de protection sont différents desmllieux intra- et extracellulaires .notons dés
a présent que, les systémes de défense n’assasaonp protection compléte , I'organisme doit
disposer de systémes de réparation afin d’élimegemolécules endommages.

(Bonnefont etal , biochimie pathologique,1987 )

12
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mécanismes de réparation mécanismes de prévention mecanismes d'adaptation
(protéines (protéasome), (chélation des mémuxde tramsition) (protéines de choc thermique,
ADN (endonucléases, ligases), héme oxygémse)

lipides (phospholipases )

AN

systemes de protection contre les
dommages cellulaires causés par les EOA

/ N

enzymes antioxydantes molécules de bas poids moléculaire
(SOD, catalase, glutathion peroxydases,

thiorédoxines, peroxyrédoxines )

synthétisées par extraites de plantes
I’organisme (ginkg o biloba, pycnogéml|

protéines antioxydantes sylimrine, ..)

(céruléoplasmine, albumine, (glutathione, ubiquinone,

transférrine, thiols, pa raoxonase ) histidinc) L
1
oligo — éléments
(sélénium, cuivre, apportées par I’alimentation
zinc, manganése) (vitamine C, ocophérols, caro®€noides (caroténes,

lyvcopéme, xéaxanthine, lutéine), pplyphénols )

Figure 2 Réseau des antioxydan(®EFRAIGNE et al ,2008)

8.1.Systéemes de défense enzymatiques

8.1.1. Les superoxyde dismutases (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent usgdamiéeres lignes de défense contre le stress

oxydant, assurent I'élimination de I'anion supereyD2e- par une réaction de dismutation, en le

transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéhez I’homme, on décrit 3 isoenzymes : la

Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriatelae Cu/Zn-SOD3, qui different par la

localisation chromosomique du géne, leur contentalligue, leur structure quaternaire et leur

localisation cellulaire. La SOD3 est sécrétée pardellules musculaires lisses et constitue le

systeme antioxydant majeur de la paroi artérieflen expression et sa sécrétion sont augmentées

par les facteurs vasoactifs (histamine, endothélilneangiotensine Il) et diminuées par

I’'hnomocystéine (Haleng etal , 2007)
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8.1.2.Les glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoé&s) qui réduit les peroxydes aux dépens de son
substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH).&ale principal consiste en I'élimination
des peroxydes lipidiques résultant de I'action tless oxydant sur les acides gras polyinsatures.
La GPx est effondrée en cas de déficit majeur &mién, elle est donc un bon reflet de cette
carence. Toutefois, pour un apport adéquat enigéhetes teneurs en GPx atteignent un plateau.
Le dosage en GPx ne peut donc étre utilisé commguaar d’une intoxication en sélénium.
Cependant, sa synthése étant rénale et hépatiquexed facteurs tels que l'insuffisance rénale

ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa cotmagan. (Haleng etal , 2007)

8.1.3.Le systéme thiorédoxine

Le milieu intracellulaire est plutét rédewt, les protéines contiennent des groupements
thiols libres et les ponts disulfures sont raréantioxydant majeur responsable du maintien des
protéines a I'état réduit est la thiorédoxine aqarasrégénéreée par le NADPH sous l'action de
la thiorédoxine réductase (TrxR) qui possede ummgment sélénocystéine dans son site actif.
Elle intervient dans la dégradation des peroxygeditiues et du peroxyde d’hydrogéne, ainsi

qgue dans la régénération du radical ascorbyl eteascorbiqugHaleng etal , 2007)

8.2. Systemes antioxydants non enzymatiques

8.2.1.Le glutathion et les protéines-thiols

Le glutathion est un tripeptide (acide ghigue-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intra-cellulaire ('albumirégant son équivalent plasmatique) ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSks@es conditions physiologiques, sa forme
oxydée (GSSG) est en concentration tres faibleapport GSH/GSSG est considéré comme un
excellent marqueur de la peroxydation lipidiqueeimet d’objectiver 'importance du stress. Au
cours du vieillissement et lors d’'un exercice isgnce rapport tend a diminuer. Les autres
propriétés antioxydantes du GSH sont nombreusefacteur de la GPx, chélateur des métaux de
transition, régénérateur final des vitamines E gt @artir de leur forme radicalaire. L'apport

recommandé journalier est d’environ 300 mg (agrymesplupart des protéines dont I'albumine
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contiennent des groupements « thiols » qui possedes propriétés réductrices et piégent

facilement les espéces oxygénées actiétaeng etal , 2007)

8.2.2.La vitamine C

La plupart des mammiferes sont capables dliaéiyser la vitamine C dans leur foie ou
dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de 'hommel@tiassurer un apport journalier d’environ
100 mg via une alimentation riche en fruits. Laamitne C est, avant tout, un excellent piégeur
des EOA (HO ou O2). Elle inhibe également la peroxydation lipidigea régénérant la
vitamine E a partir de la forme radicalaire isseesd réaction avec des radicaux lipidiques. Ses
fonctions sont nombreuses : contribution au bonctionnement du systeme immunitaire,
implication dans la synthése du collagene et delsufgs rouges ainsi que dans les mécanismes
de métabolisation du fefiHaleng etal , 2007)
8.2.3. L’acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme de®nes chez I'homme, il est a pH physiologique
majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piggmiissant de radicaux (OHe, ROOQse,
NOQO:-...). Ces réactions conduisent a des espécaslaides qui seront a leur tour réduites
(notamment par la vitamine C). Les propriétés aiylantes de I'urate in vivo peuvent étre
appréciées indirectement par le fait qu'un prodigt réaction de l'urate avec les EOA,

I'allantoine, est présent a des taux élevés lara diress oxydanfHaleng etal , 2007)

8.2.4..La bilirubine

La bilirubine est un produit terminal dediégradation de ’héme et résulte essentiellement
du catabolisme de I'hémoglobine par les cellulesicutbendothéliales. Composé non
hydrosoluble, elle se lie a I'albumine dans un capgtoechiométrique 1/1, ce qui empéche sa
pénétration dans des tissus riches en lipidesqiedsle cerveau. La bilirubine est capable de
piéger ROO et I'oxygéne singulet. Ainsi, elle protége l'albima et les acides gras liés a
I'albumine des attaques radicalair@daleng etal , 2007)
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8.2.5.Les polyphénols

lIs constituent une famille importante diarydants présents dans les végeétaux.

L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols paur principalement par I'apport en fruits et,

dans une moindre mesure, en légumes et en céridalesnt présents sous forme d’anthocyanine

dans les fruits rouges et le vin rouge, sous fatmélavonoides dans les agrumes, I'huile de lin et

sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé hiecolat, les pommes, les oignons et les algues

brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeles EOA et de trés bons chélateurs des

métaux de transition comme le fer et le cuiykaleng etal , 2007)

8.2.6.Les oligo-éléments

Le séléenium :Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant euecéar il ne peut piéger
les radicaux libres, mais il joue un rdle primotdiamme cofacteur de la GPx. Dans
I'alimentation, on retrouvera essentiellement dérgé@m organique, lié & un acide aminé,
la cystéine. Le sélénium organique est mieux alésoib subit une métabolisation
hépatique qui conduit a des intermédiaires néaessahd la synthése de dérivés
physiologiquement actifs comme la GPx. La dosenaligre recommandée est de 50-70
pg/jour. Les aliments riches en sélénium sont,motant, les noix de Brésil, les brocolis,
lail...

Le cuivre : A concentration physiologique, le cuivre est leaodéur d’enzymes comme
la SOD, la cytochrome C oxydase, la dopanfifeydroxylase. Cependant, en tant que
métal de transition, il joue un rdle important ddasdéclenchement de réactions de
production d’EOA (réactions de Fenton) et peut rsqae sa concentration est élevee
devenir pro-oxydant. Les apports journaliers recamaés sont de I'ordre de 2,5 mg. Il
est présent dans le son, I'avoine, le seigle,ilede veau.

Le zinc : Le zinc joue un rdle de cofacteur pour de nombmezymes et intervient ainsi
dans de nombreuses fonctions comme le métaboligsendcléotides, la synthese des
prostaglandines, le fonctionnement de I'anhydraséanique. Comme le cuivre, le zinc
est un des cofacteurs essentiels de la SOD. legeoégalement les groupements thiols
des protéines et il peut inhiber les réactionsalmétion d’EOA induites par des métaux
de transition comme le fer ou le cuivre. Le rapgaut/ Zn, (normalement inférieur a 1,5)

sera un excellent indicateur de I'état de stregslant d’un individu. Les aliments les plus
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riches en zinc sont les viandes et les poissoas;decales complétes et les léegumes secs;

les apports journaliers recommandés sont de I'atdr20 mg( Haleng etal ,2007)

+é .- : ; . i .
O, QM | H0, ¢ OH (+OH) _*™ _ H20
—_ - >
Dioxygéne radical peroxyde radical
Superoxyde d’hydrogéne hydroxyle

Figure 3 : Intermédiaires réduits de I'oxygene. Les quatreedale réduction

monoélectronique de I'oxygendMonique etal ,2003 )

9. Stress oxydant pathologique et physiologique

En 1991Siesa défini la notion de stress oxydant comme I'paaté de l'organisme a

se défendre contre I'agression des espéeces oxyg@céeces, suite a un déséquilibre lié, soit a
une production accrue d’EOA, soit & une diminutilenla capacité de défense antioxydante . La
pollution, le tabagisme, une consommation estgesd’alcool, la prise de pilule contraceptive,
I'exposition immodérée au soleil ou a des radiaisans protection suffisante, la pratique du
sport de haut niveau et I'inflammation chroniquents par exemple, autant de sources de
production d’EOA. Une alimentation pauvre en frigtslégumes ou se trouve la majeure partie
des antioxydants nécessaires (vitamines C et Bteranides, polyphénols) favorise une baisse
de la capacité antioxydante. Si un stress oxydadt pas une maladie en soi, il constitue un
terrain favorable au développement de pathologiesrsks. Un stress oxydant «pathologique»
est ainsi potentiellement impliqué dans de nomta®@défections (plus de 200 ont été recensées)
ou dans le développement de complications cés=H a celles-ci (e.g. diabéte). A titre
d’exemple, l'oxydation des lipides est un factewavdrisant la survenue de maladies
cardiovasculaires tandis que celle de I'ADN retrouve dans diverses étapes qui conduisent
au développement de cance(Befraing etal , 2008)
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Partie expérimentale

Matériel et Méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboeadi@iitoxicologie de département de
biologie Université de Tébessa, sur 42 escargatbesmiHelix aspersa

1 .Matériel

1.1 . Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notrevéiaest I'escargot petit grisHelix aspersa
dont la position systématique est la suiva(@ennet etal, 1990)

Regne Animalia
Embranchement Mollucsa
ClasseGasteropoda
Ordre: Stylommatophora
Famille Helicidae
Genre Helix
Especeaspersa
Sous-especaspersa(Barker, 2001)

Les escargots du gemtelix appartiennent a la famille des Hélicidés qui comgre
de nombreuses espéces européennes et méditerramnéeiiaxception notable déelix
aspersagui a également colonisé les régions atlantiqgasé¢e introduit hors de I'Europe.
L'especeHelix aspersaprésente plusieurs sous-especes dont les prinsigaletHelix
aspersa aspersa, Helix aspersa elatalelix aspersa maxim@onnet etal, 1990)

"

Figure 4 :L’escargotHelix aspersa
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1.1.1 . Zoologie

Helix aspersa aspersast une sous-espece circummeéditerranéenne ubiquiste le
polymorphisme se traduit par une variation de Idetade la coloration, de la forme, de
I'épaisseur et de la sculpture de la coquille. bdo@tion et le systeme de bandes de la
coquille sont d’origine génétique mais le biotoppeat-étre une action secondaire sur leur
variation. Ce polymorphisme a donné apparemengrande partie, a la race sa potentialité
d’adaptation et d’acclimatiofChevallier, 1977).

1.1.1.1 . Description morphologique

L’escargot Petit-GrisHelix aspersa aspersast un mollusque sourd et quasiment
aveugle mais ses tentacules sont équipés de dethéligns olfactifs trés puissants.
Simplement en balancant ses tentacules pour deétestedeurs qui I'entourent, I'escargot
peut repérer une cible a plus d’'une centaine deesiéll est adulte a deux ans mais peut
vivre plus de cing ans. 99% de l'activité de I'egofa y compris segépas, a lieu de nuit
avec un pic de 2 a 3 heures apres la tombée datlaLa fraicheur nocturne et la rosée
facilitent ses déplacemenShase, 1986).

Cet auteur indique que le Petit-Gris mesmee 2,8 et 3,5 cm pour un poids adulte
compris entre 7 et 15 g. Il porte une coquille améc a motifs variables mais le plus
souvent brune rayée de noir. Sa spirale tournergiaméent dans le sens des aiguilles
d'une montre. La coquille Helix aspersaest gris jaunatre souvent ornée de 1 a 5 bandes
interrompues, brun violacé.

Deux grandes parties sont distinguées :dd pt les viscerg$igure 5 ). Les visceres
correspondent aux organes situés a l'intérieur adedquille et comprennent le rein,
I’hépatopancréas, le coeur et une partie de I'agpgéaital qui se prolonge également
dans le pied. Le pied comporgssentiellement la sole pédieuse, musculeuse,rie pa
antérieure du tube digestif et le systeme nervi{exney et al., 2006)

Plad Téte

e

Figure 5 :Morphologie externe de I'escargdterney et al., 2006).
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1.1.1.2 . Description anatomique

Le corps d'un escargot consiste en un piEdue, une téte et une masse viscérale
enroulée qui est placée dans la coquille. Le moeveéna lieu grace a l'expansion et
I'extraction de muscles dans le pied. Des glandestes dans la partie antérieure du pied
sécretent le mucus. Il y a aussi des glandes deusnsar le reste du corps protégeant
I'escargot contre la perte d'eau. Deux paires diadales sont placées sur la téte. La paire
supérieure porte les yeux. La coquille est sécrgaéein épais pli de peau, appelé le manteau.
La coquille est reliée au corps par un puissantcieugui est attaché a la columelle (ou axe
d’enroulement des coquilles de mollusques gastéleg)oll a des "ramifications” a la téte et
aux tentacules. La contraction de ce muscle peantiescargot de se retirer dans sa coquille.
A l'intérieur de la coquille, se trouve la cavité mhanteau, qui contient le coeur, le rein et le
poumon(Figure 6 ).

Figure 6 : Schéma en coupe de I'anatomie d’'un escdf@uibik, 2007).
1: Coquille.2: Foie.3: Poumond: Anus.5: Pore respiratoires: (Eil. 7: Tentacule.
8: Cerveau9: Conduit salivairel0: Bouche1l: Pansel2: Glande salivairel3: Orifice
génital.14: Pénis.15: Vagin. 16; Glande muqueusé&r: Oviducte.18: Sac de dards.
19: Pied.20: Estomac?21: Rein.22 Manteau23: Coeur24: Canal déférent
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1.1.2 . Déplacement

Helix aspersae déplace, seulement vers l'avant, grace a sah qig est en fait un
gigantesque muscle qui se contracte et s'allorigmativement. Sa vitesse moyenne pour un
adulte est d' 1 mm/s soit 3,6 m/h. L’escargot ardvdéplacer 170 fois son poids, autrement
dit un escargot qui pése 10 g par exemple peuadépln poids d’environ 1,5 kg.

Ses glandes sécretent différents types deusnla « bave » contenant de nombreux
composeés (allantoine, collagene, élastine) qui deimettent & la fois d'avancer plus
facilement en glissant sur les obstacles et dexserhéme verticalement sur certaines parois.

Le mucus sert aussi a se débarrasser tinesr substances, comme les métaux lourds,
et entre aussi dans la composition de la coguikemucus est épais, il durcit et seche au
contact de l'air en laissant une trainée brillant lumiere(Figure 7 ). Les mucus sont
différentes sécrétions visqueuses et translucipesjuites par divers organismes, et chez
ceux-ci par diverses organes ou muqueuses. Lesgessgroduisent des mucus externes
ayant des fonctions de protection et parfois deilitthcde déplacement, voire de
communication(Pol, 2001 ).

Figure 7 : Ondes de contraction sur la face ventrale dedspil'escargo(®ol, 2001 ).
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1.1.3 . Alimentation

Helix aspersa aspersa I'image de tous les escargots, s'alimente géacme langue
dentée nommémdula formée de 1 500 a 2 500 dents. Sa langue est Medewd'aspérités
tres dures, disposées en rangées régulieres, cdenméme du menuisiefFigure 8). La
bouche a une langue appel&glula. Au dessus de la bouche, il y a une aréte duta et
nourriture est écrasée entredaula et cette arét@Beazley, 2000)

D =5
-

\,
b
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Figure 8. Schéma du fonctionnement dedaula (Gireaud, 2008).
1: Langue rapeuse@: Minuscules dents3: Cartilage 4: Sortie de laadula
5: Les minuscules dents sont retirégd.es particules de nourriture sont avalées.

Helix aspersa aspersst phytophage (phyllophage et succivore), carpgpl{au
frugivore), détritivore et parfois cannibale. Ilytes'attaquer aux plantes cultivées des
jardins, causant parfois de gros dégats aux récdltbéberge dans son intestin une flore
bactérienne qui participe a la digestion des végéties bactéries se maintiennent en vie
durant l'estivation ou I'hibernation, en se nosai® du mucus qui est sécrété par
I'épithélium intestina{Charrier et al,2006).
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1.1.4 . Longévité

Helix aspersaest adulte a deux (02) ans mais peut vivre plusrag(05) ans. Dans la
nature, il dépasse rarement I'age de trois (03)@asnort est souvent due a des prédateurs
ou a des parasites. En captivité, sa longévitdiest plus longue et va de 10 a 15 ans.
Certains individus ont veécu plus de trente (30) arf$aylor, 1883).

1.1.5 . Hibernation et estivation

Helix aspersa escargot terrestre, n'est actif que lorsque Il est suffisamment
élevée. Dans le cas contraire, 'animal se rétradtmtérieur de sa coquille qu’il obture par
un voile muqueux (courte inactivité) ou parépiphragmece qui lui évite la déshydratation.
La photopériode et la température sont des vasab#gsonniéres qui induisent les états
d'inactivité. Hibernation et estivation sont dores déponses a dsfressenvironnementaux
prévisiblegBailey etal ,198))

La photopériode est le principal facteur gécldnche l'activité ou l'inactivité des
escargots, selon gu’ils sont soumis a des régiomagieux mimant des jours longs (plus
de 15 h de lumiere) ou courts. La connaissance ggénomene est primordiale pour une
exploitation rationnelle de Il'animal, permettantngj en jouant sur les durées
d’éclairement journalier, de stimuler la croissamtela reproduction ou, au contraire,
'entrée en hibernatiofLe Guhennec etal , 1985)

L'épiphragmeest un bouchon de mucus, plus ou moins imprégraldaire, qui durcit
en séchanfFigure 9).
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Figure 9 : Escargot en hibernation avec son épiphra¢faiebe, 2006)

1.1.6 . Reproduction et cycle biologique

La période de reproduction commence au tdébumois de mai et dure jusqu'a la
miseptembre. L'accouplement implique une fécondatiéciproque par échange de
spermatophores entre les deux partenaires. Ceaite nrkest cependant pas absolue et
certains individus se comportent soit comme maiecemme femelle. L'autofécondation
n'‘a été que trés rarement constatée chez les etcalg genreHelix et jamais pouH.
aspersa aspersa

La durée entre l'accouplement et la ponteevan fonction des conditions du milieu.
En conditions optimales, elle est d'une dizaingodes mais ce délai peut atteindre un
voire deux mois suivant les conditions d'environaetn Qaguzan etal , 1981). Pour
pondre, l'escargot creuse une cavité de quelquesredres de profondeur dans le sol, y
dépose ses ceufs puis rebouche le "nid de ponteioindre moyen d'ceufs par ponte varie
de 80 a 130 pour des individus de différentes onegiMadec, 1983.
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Figure 10: Accouplement de Petits-GriBuron-Mousseau, 2014).

1.1.7 .Rythme d'activité

L'activité des escargots petit-gris egéfgrentiellement nocturne. Elle se
synchronise avec la photopériode naturelle et @élaut coucher du soleil avec un
maximum six heures aprés celui-Cihevallier, 1992. Les trois facteurs qui influencent
cette activité sont I'hygrométrie du milieu (air sbl), la température et lintensité
lumineuse Chevallier, 1989. Les escargots sont actifs si I'numidité relatieel'air est
supérieure a 80% et si la température minimaleunoetn'est pas inférieure a 9°C.

1.2 .Matériel chimique
Le matériel chimique utilisé dans cette expéntation est une préparation
commerciale de nanoparticules a base d’oxyde aedarcouleur blanché¢Figurel?)

)
/ |
gl ﬁj Vs

Figure 11 :Nanoparticules d’oxyde de zinc en poudre
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2 . Méthodes

2.1 . Condition d’élvage
Tous les essais stitelix aspersa, adultes, de poids moyen sont réalisés dans les
mémes conditions environnementales que cellestdgégour I'élvage :

- photopériodes 18 h de lumiere /24 h, Eclairage dem tubes néon de type «
lumiere de jour »

-  Température 20 £2° C
- Hygrométrie : 80% & 95%

Les escargots sont réparties dans des histgdastiques transparentes (23.5 X 16.5
X 10.5 cm) avec couvercle perforé , et chaque bmtgient une éponge mouillée pour
maintenir 'humidité , I'alimentation est fournieds des boites de pétrie .Les boites sont
nettoyées régullierement tous les 3 jd@emot etal ,1997).

Figure 12 1'élevage des escargotdelix aspersalans laboratoire.

2.2 . Exposition d’Helix aspersa a la nourriture

La «farine de blé » est utilisée danstds les expériences d’intoxication des

escargots par la nourriture. La contamination éatisée le jour précédant la mise en
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route des expérimentations Les nanoparticulegZrde sont ajoutées a la farine sous
forme d'une fine poudre. Dans tous les cas, la ntove est ensuite homogénéisée
manuellement .La nourriture ainsi contaminée estdiimnnée dans des boites en
plastique ou dans des béchers en verre puis caesety -20°C a I'obscurité ou a 20°C
afin de limiter la dégradation du produit ; leqjatites sont décongelés 1 a 2 heures avant

d’étres apportés aux animaux selon la méthod€deurdassier , 2001).

2.3 . Mode de traitement

Le traitement des animaux a été effecaréapdition des concentrations croissantes
des nanoparticules d'oxyde de Zinc dans lalimentat Nous avons retenu 5
concentrations: 500; 1000; 5000; 10000; 15@30 d’alimentation et un milieu témoin.
Les escargots sont répartis en 6 lots de 7 essaggmir chaque traitement; ils sont
individualisés en fonction de la matrice d’expasitia tester. On a retenue un traitement

de 4 semaines par le Zn@deurdassier , 2001

Dans tous les cas, la nourriture appoesgiaenouvelée, qu’elle soit contaminée ou
non, tous les trois jours au moment du nettoyagebdétes d’élevage. Ce nettoyage est
fait, autant que possible, a heure fixe. Il comgdran lavage des parois des boites a I'eau
distillée, un changement de I'éponge absorbant®m@al des boites ou un ramassage des
feces des escargots déposés sur le substrat. &n&nsemble des récipients d’essai est

humidifié a I'eau distillée.

2.4 . Préparation et sacrifice des animaux

Aprés la période du traitement, les escargont mis a jeun pendant 48 heures afin
gue le contenu de leur tube digestif soit vide.i@gite d’éventuelles interférences entre
les contaminants présents dans l'aliment ingérélest quantités de contaminants
réellement accumulées dans les tissus. Les boiiedsojeunent sont lavées a l'eau
artificielle, pour éviter la ré-ingestion des fecégss animaux sont ensuite sacrifiés par
congélation a -20°C puis disséqués. Les coquiltbes enleveées, I'hépatopancréas et les

reins été excisés, lavées avec I'eau physiologiGoeurdassier. M., 200L
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Figure 13 : Dissection des escargdielix aspersat prélevement des organes

3 . Paramétres étudies
3.1 . Parametres physiologiques :

3.1.1 . Le poids frais de l'escargot (tissus mous+coqug)

Les escargots sont pesés individuellement avamaitement .Le suivi de poids durant
notre traitement se fait a l'aide d'une balancepdicision chaque semaine (pendant 4
semaines). Ce critére est recommandé pour évaturcdn hebdomadaire les effets de ZnO
sur des escargots adultes Helix .aspersa Les pesées sont toujours réalisées avant le
nettoyage de I'enceinte d'essao(mot, 1997.

3.1.2 . Le diametre de coquille :

est mesuré avec un pied a coulisse (avec une jorécis 10-1mm). La mesure doit se
faire délicatement pour éviter d'endommager le lomsl coquilles des escargots, trés fragile
chez les animaux en croissance. Comme la masshdrdés mesures du diameétre de coquille
permettent d'évaluer la croissance des animaudtartoment. Ce parametre permet de suivre

la croissance des individus depuis le stade inéajutsqu'au stade adult€lfevallier, 1992
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~

Figure 14 : Mesure des deux diametres D et LHidix aspersgCoeurdassier, 2001

3.1.3 .Le poids frais de la coquille, des tissus mous
peut étre seulement effectué aprés le sacrificeadasaux a la fin de chaque période de
traitement a I'aide d'une balance de précistme(rdassier,2001).
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Figurel5 : Mesure de poids frais de la coquille et tissussndeHelix aspersalans
laboratoire(photo personnel)

3.1.4 .Mortalité

La mort d'un individu est généralement facile aedétiner : le pieds flasque et jaunatre
est le plus souvent sorti de la coquille. La sadipuse n'adhére a aucune surface .Le corps
luisant et tres visqueux indique que la liquéfactides tissus est en cours. L'odeur
nauséabonde que dégage l'escargot est égalemémdicateur. En cas de doute , le pied est
stimulé a l'aide d’'une aiguille ou d’'une paire dmges brucelles. L’absence de réaction
permet de conclure a la mort de l'indiviflDoeurdassier,2001)

3.2 .Parametres biochimiques
3.2.1 ..Dosage des métabolites

3.2.1.1 . Extraction des métabolites

L’extraction des différents métabolites @mnts dans I'hépatopancréas de I'escargot
Helix aspersaprélevé aprés 4 semaines de traitement et conselaés 1 ml d’acide
trichloroacétique (TCA) a 20%, a été réalisée stdomrocédé d&hibko et al,(1966) Apres
un broyage et centrifugation (5000tours/mn penddithn), le surnageant est récupéré et
servira au dosage des glucides. Au culot |, ontajduml d’'un mélange éther/ chloroforme
(V/V) et une deuxiéme centrifugation (5000 tours/pamdant 10 mn) permet de récupérer le
surnageant Il qui permettra le dosage des lipigesulot Il sera ensuite repris dans 1 ml de
NAOH (0,1N) pour I'estimation des protéines totales
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Centrifugation (5000 tours/min,10min)

~

Surnageant

Dosage des
glucides

(Duchateau et Florkin,1959.

Culot O +1ml

d’ether / chloroforme

(1V/1V)

Centrifugation (5000 tours/min,10min)

Surnageant

Dosage des

lipides

Culot [1+ 1 ml NaOH
(0.1N) 24 heures

Dosage des

protéines

(Goldsworthy et al, 1972

Bradford (1976)

Figure 16 : Principales étapes d’extraction des métabolitestepres, glucides et lipides

(Shibko etal, 1966)
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3.2.1.2 . Dosage des protéines

Les protéines contenues dans les gonadegtémjuantifiées selon la méthode de
Bradford (1976) qui utilise le bleu brillant de eoassie G 250 (BBC) comme réactif
(100mg de BBC+50ml d'éthanol. Agitation pendant xdeheures + 100ml d’acide
orthophosphorique + H20 distillée g.s.p. 1000mlljabumine de sérum de bceuf (BSA)
comme standard. Le dosage des protéines a etéuéffeans une fraction aliquote
(10Qul). Les absorbances ont été obtenues grace a otrgm®tometre et la lecture a été
réalisée a une longueur d’onde de 595nm contrdant e gamme.

3.2.1.3 Dosage des glucides
Le dosage des glucides a été réalisé sddmch@teau et Florkin,1959) Cette

méthode utilise I'anthrone comme réactif (150mgnthaone, 75ml d’acide sulfurique et
25ml d’eau distillée) et le glucose comme standBadgamme d’étalonnage a été réalisée
a partir d’'une solution mere de glucose (1g/l). épraddition du réactif, un chauffage au
bain marie & 80°Cpendant 10 mn permet I'obtention d’'une coloratient®. Le dosage
des glucides a été effectué dans une fraction @kg(LOQl). Les absorbances ont été
obtenues grace a un spectrophotometre et la leatété réalisée a une longueur d’onde
de 620 nm contre un blanc de gamme.

3.2.1.4 .Dosage des lipides
La concentration des lipides totaux a été estisglen Goldsworthy et al,1972)
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0,88de vanilline, 55ml d’eau distillée et
195ml d’acide orthophosphorique a 85%). La solutioére des lipides est préparée en
utilisant I'huile de table (Cevital) selon la procge suivante: 25mg d’huile de table pesés
dans un tube eppendorf; cette quantité est ensprése dans 10ml du mélange (éther /
chloroforme) (1V/1V)

Apres évaporation des prises aliquotes de 100isuideageant Il dans un bain a sec a
40°C, on additionne 1ml d’acide sulfurique concén6%), les tubes fermés sont agités et
chauffés dans un bain a sec a 100°C pendant 1Qteminfiprés refroidissement, on préleve
200ul de chaque tube auxquels on ajoute 2,5 médetif sulfo-phospho-vanillinique et on
agite. Aprés 30 minutes a I'obscurité, le complsge&olore en rose. La densité optique est lue
dans un spectrophotometr€enway 6300) a une longueur d'onde de 530 nm.

4 . Etude statistique
L'analyse statistique des données est effecpar le test T de student qui sert a
comparer entre deux échantillons (Témoin et trai@® test est réalise a l'aide d’'un
logiciel d’analyse des données: Minitab (Versior31TD).
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Résultats

1.Effets des nanoparticules sur les biomarqueurs pisiologiques

1.1. Effet des nanoparticules de ZnO sur le poids oyen des escargotdielix aspersa en
fonction du temps

La figure (19) montre une diminution du pordeyen des escargdtelix aspersa traités
par les différentes doses de ZnO en fonction dupsemar rapport aux témoins. Cette
diminution est bien illustrée durant la troisiemamsine de traitement chez les escargots

traités par la dose (15000u9/q).

Le test T de student donne des différencesfigtives (p<0.05) pour les concentrations
(500pg/g, 5000uQ/g), et des différences non saaiifes (p>0.05) pour les concentrations
(1000ug/g, 10000u10/g), ainsi que des différencese@ent significatives (p< 0,01) chez les

traités par la concentration (15000u9/g) par rapgax escargots témoins.

C

c mOpg/g

2

2 m 500 pg/g
] m 1000 pg/g
o

e m 5000 pg/g

m 10000 pg/g
m 15000 pg/g

S0 s1 S2 S3 sS4
Durée d'exposition (en semaine)

Figure 19: Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur I'étioh du poids moyen des
escargotsielix aspersa en fonction du temps.

*différence significative (P< 0,05) , difference*iautement significative (p< 0,01).
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1.2. Effet des nanoparticules de ZnO sur I'évolutio du diameétre D de la coquille des
escargotsHelix aspersa :

La figure (20) montre une légere diminutian dlametre D de la coquille des escargots
Helix aspersa traités par les différentes doses de ZnO en fonalu temps. Cette diminution
est plus remarquable chez les escargots traitétapiose (15000ug/g) durant la deuxiéme
semaine de traitement.

Le test T de student donne des différenoassignificatives (p>0.05) pour les différentes
concentrations chez les traités par rapport auwitésn

45 -
4 4
3,5 -
_ mOug/g
£ 3
c m 500 pg/g
22,5 -
e’ 1000 pg/g
B2
3 W 5000 ug/g
15
o m 10000 pg/g
1 1 m 15000 pg/g
0,5 -
O 4
SO S1 S2 S3 S4
Durée d'exposition ( en semaine)

Figure 20 : Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur I'étioh du diamétre D de la
coquille des escargokselix aspersa en fonction du temps.

Aucune différence significative (P>0,05).
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1.3.Effet des nanoparticules de ZnO sur I'évolutiomu diameétre L de la coquille des
escargotsHelix aspersa

La figure (21) montre une diminution du didreeL de la coquille des escargadiglix
aspersa traités par les différentes doses de ZnO par rappa témoins en fonction du temps.
Cette diminution est plus importante durant la denme semaine de traitement surtout chez
les escargots traités par la dose 500ug/g.

Le test T de student donne des différenoessignificatives (p>0.05) du diamétre L de la
coquille pour les différentes concentrations deezraités par rapport aux témoins.

— 2,5
§ mOpg/g
% 2 W 500 pg/g
[J]
= = 1000
£ 15 He/g
£ m 5000 pg/g
8 1
10000 pg/g
0,5 m 15000 pg/g

o

SO S1 S2 S3 S4
Durée d'exposition (en semaine)

Figure 21: Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur I'étioh du diameétre L de la
coquille des escargokéelix aspersa en fonction du temps.

Aucune différence significative (P>0,05).
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1.4. Effet des nanoparticules de ZnO sur I'évolutio du poids moyen de la coquille des
escargotsHelix aspersa

La figure (22 ) montre une diminution daigs moyen de la coquille des escargots
Helix aspersa traités par les différentes doses de ZnO en iflamate temps par rapport aux
témoins Cette derniere est bien illustrée cheesesrgots traités par la dose (15000u9/9).

Le test T de student montre des différennen significatives (p>0.05) pour les
concentrations (500ug/g ,1000ug/g ,5000ug/g et @OQ@/g) et des différences tres
hautement significatives €0.001) pour la concentration (15000ug/g ) des gstsitraités
par rapport aux témoins apres 28 jours de traitémen

3,5 +
3 .
2,5 4 [
I | EETS
g 2 -
>
o
E ‘{
815 -
©
Q.
1 .
0,5
O T T T T T 1
0 pg/s 500 pg/g 1000 pg /g 5000 pg/g 10000 pg/g 15000 pg /g
Concentration des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Figure 22 : Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur llgtion du poids moyen de la
coquille des escargoktelix aspersa en fonction du temps.

différence*** trés hautement significative (p< 0100
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1.5. Effet des nanoparticules de ZnO sur I'évolutio du poids moyen de la tissu moux
des escargot#ieix aspersa

La figure (23) montre une diminution du pom@oyen du tissu mou des escargteEx
aspersa traités par les différentes doses de ZnO en ifmmaiu temps par rapport aux
témoins, cette diminution est plus importante surthez les escargots traités par la derniere
concentration.

Le test T de student donne des différences significatives (p>0.05) pour les
concentrations (500ug/g ,1000ug/g ,5000ug/g et @OQ@/g) et des différences tres
hautement significatives €0.001) pour la concentration (15000ug/g ) des gstsitraités
par rapport aux témoins apres 28 jours de traitémen

3,5 +
3 -
2,5 4
E %k %k
g 2
>
°
€
£ 15 -
°
o
1 -
0,5
O T T T T T 1
O ug/g 500 pg/g 1000 pg /g 5000 ug/g 10000 pg/g 15000 pg /g
Concentration des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Figure 23: Effet des nanoparticules d’'oxyde de zinc sur llétion du poids moyen du tissu
mou des escargokéelix aspersa en fonction du temps.

différence*** tres hautement significative (p< 0100
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1.6. Effet des nanoparticules de ZnO sur la mort@€ des escargotsieix aspersa

La figure (24) montre les pourcentages cuaifsl de mortalité des escargots traités par
les différentes doses de ZnO pendant quatre semaie traitement .Cette mortalité
augmente avec l'augmentation de la concentratiodrd®@ avec les pourcentages suivants :
28.57% ,28.57% ,57.14% de mortalité chez les eetargaités respectivement par les
concentrations (5000ug/g ,10000ug/g et 150000 pg/g)

M % Mortalité
60% -

50% -

40% -

30% - - -
20% -

10% -

0% : . . : :

Opg/g 500 pug/g 1000 pg/g 5000 pg/g 10000 pg/g 15000 pg/g

Pourgentage cumulatif
mortalité

Concentration en Zno

Figure 24 :Pourcentage cumulatif de mortalité des escatgelix aspersa en fonction des
concentrations croissante de ZnO.
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2. Analyses biochimiques

2.1. Dosage des métabolites au niveau de I'hépatogaéas et les reins chez les escargots
Helix aspersa

Le taux des protéines, des glucides efigees a été déterminé dans I’hépatopancréas
et les reins dAelix aspersa. La quantification de ces métabolites a été aftseta partir d’'une
courbe de référence correspondant a chaque méeapatinexes ).

2.1.1. Effet sur le taux des protéines

v Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur le tx des protéines au niveau de
I'hépatopancreéas : La figure (25 ) montre une augmentation du tauxpdaéine
totale au niveau de I'hépatopancréas des escakl@iz aspersa traités par les
différentes doses de ZnO par rapport aux témaiefie augmentation est bien
illustrée chez les escargots traités par la da¥@05g/g.

Le test T de student donne des différensimificatives (§0.05) pour les
concentrations (500ug/g, 1000ug/g et 15000ug/g dest différences hautement
significatives (g0.01) pour la concentration (5000ug/g, 10000 pgaans
I'hépatopancréas des escargots traités par rappetemoins aprés quatre
de traitement.
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Taux de protéine (ng/mg detissu )

N
\e]
1

i

Oug/g 500 ug/g 1000 pg/g 5000 pg/g 10000 pg/g 15000 pg /g
Concentration des nanoparticules de ZnO (ug/g)

N
00

Figure 25: Variation du taux des protéines totales en (pg/engss$u) au niveau du
I'hépatopancréas Helix aspersa apres 4 semaines de traitement aux nanoparticlaegdd
de zinc.

*différence significative (P< 0,05). différence*iautement significative (p< 0,01).
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v Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur le tex des protéines au niveau du
rein : La figure (26 ) montre une augmentation des tauprdtéines totales au niveau
des reins des escargdtelix aspersa traités par les difféerentes doses de ZnO par
rapport aux témoins, cette augmentation est plusurguable chez les escargots traités
par la dose 15000u9/g.

Le test T de student montre des différences nomfiigtives (p>0.05) pour les
concentrations (500ug/g, 1000ug/g, 5000ug/g, 106@Ju et des différences
hautement significatives €0.01) pour la concentration (15000ug/g) au niveas d
reins des escargots traités par rapport aux ténapires quatre semaines de traitement.
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O ug/g 500 ug/g 1000 pg /g 5000 ug/g 10000 ug/g 15000 pg /g
Concentrations des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Figure 26: Variation du taux des protéines totales en (ug/etgssu) au niveau du rein
d’'Helix aspersa aprés 4 semaines de traitement aux nanoparticldegdd de zinc.

différence** hautement significative (p< 0,01).
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2.1.2. Effets sur le taux des glucides

v Effet des nanoparticules d’'oxyde de zinc sur le t des glucides au niveau de
I'hépatopancreéas: La figure (27 ) montre une diminution du taux déscgles au
niveau de I'hépatopancréas des escarffsx aspersa traités par les différentes
doses de ZnO par rapport aux témoins, Cette dimest plus remarquable chez les
escargots traités par la dose 15000ug/g d’oxydere.

Le test T de student donne des différences norifisafives (p>0.05) pour les
concentrations (500ug/g, 1000ug/g). et des diffgge significatives 0.05) pour
les concentrations (5000ug/g et 10000ug/g, 150@kglans I'hépatopancréas des
escargots traités par rapport aux témoins aprésegsmaines de traitement.

25 ~

15
10

*
*
*
5 | i i i
0 T T T T T

Oug/g 500 pug/g 1000 pg /g 5000 ug/g 10000 pg/g 15000 ug /g
Concentrations des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Taux des glucides (ug/mg de tissu)

Figure 27: Variation du taux des glucides arg(mg de tissu) au niveau de I'hépatopancréas
d’ Helix aspersa aprées 4 semaines de traitement aux nanoparticioegdd de zinc.
différence*significative (P< 0,05) .
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v Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur le tx des glucides au niveau des
reins : La figure (28 ) montre une diminution du taux descides au niveau des reins
des escargotselix aspersa traités par les difféerentes doses de ZnO pgraa@ux
témoins, cette diminution est bien illustrée cheg &scargots traités par la dose
15000ug/g d’oxyde de zinc.

Le test T de student donne des différences norifis@fives (p>0.05) pour les
concentrations (500ug/g, 1000ug/g) et des diff@smsignificatives (90.05) pour les
concentrations (5000ug/g et 10000ug/g), ainsi qes différences hautement
significatives (g£0.01) pour la concentration (15000u9/g) au nivedes reins des
escargots traités par rapport aux témoins aprésegsmaines de traitement.

14 -
12 -

=

£ 10 -

[oT]

=

o 8 -

©

(8]

3

g ° | i :

()

-]

X 4

(1]

-
- i i I
0 T T T T T =_|

O ug/g 500 pug/g 1000 pg /g 5000 pg/g 10000 pg/g 15000 pg /g
Concentrations des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Figure 28 : Variation du taux des glucides arg(mg de tissu) au niveau du rein
d’'Helix aspersa aprés 4 semaines de traitement aux nanoparticldegdd de zinc
*différence significative (P< 0,05) ** differenceabtement significative (p< 0,01)

42



Partie expérimentale

2.1.3. Effets sur le taux des lipides

v Effet des nanoparticules d’oxyde de zinc sur le tx des lipides au niveau de
I'hépatopancréas: La figure (29 ) montre une diminution du taux digsdes au
niveau de I'hépatopancréas des escarbtesx aspersa traités par les différentes
doses de ZnO par rapport aux témoins, cette diinimest plus remarquable chez les
escargots traités par la dose 15000 pg/g d’oxyderte

Le test T de student donne des différences narifisi@tives (p>0.05) pour les
concentrations (500pg/g ,1000 pg/g ,5000 pg/g,100@0g,15000 pg/g) dans
I'hnépatopancréas des escargots traités par rappgrtémoins apres quatre semaines
de traitement.

4 -

3

2

1

0 . . T T T

O ug/g 500 ug/g 1000 ug/g 5000 pg/g 10000 ug/g 15000 pg /g
Concentrations des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Taux des lipides (ng/mg de tissu)

Figure 29: Variation du taux des lipides totaux en (Lg/mgisieu)) au niveau de
’hépatopancréas dHelix aspersa apres 4 semaines de traitement aux nanoparticlaegod
de zinc

Aucune différence significative (P>0,05).
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v Effet des nanoparticules d’'oxyde de zinc sur le tx des lipides au niveau du
rein : La figure (30 ) montre une diminution du taux dipgles au niveau des reins
des escargotslelix aspersa traités par les différentes doses de ZnO pagard@ux
témoins, cette diminution est bien illustrée chex éscargots traités par la dose15000
png/g d’'oxyde de zinc.

Le test T de student donne des différences narifisi@tives (p>0.05) pour les
concentrations (500ug/g ,1000 pg/g ,5000 pg/g,1Qa0P6,15000 pg/g) au niveau des
reins des escargots traités par rapport aux ténapires quatre semaines de traitement.
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Concentrations des nanoparticules de ZnO (ug/g)

Figure 30: Variation du taux des lipides totaux (Lg/mg deujisau niveau du rein d’
Helix aspersa aprés 4 semaines de traitement aux nanoparticldegd# de zinc

Aucune différence significative (P>0,05).
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Discussion

Les nanoparticules sont trés étudiées Betuent. L'évaluation de leurs risques et de
leurs bénéfices s’avere étre nécessaire.

Les connaissances actuelles des effets toxigies nanoparticules sont relativement
limitées et les niveaux d’expositions ne sont gas déterminés. Il est difficile d’identifier la
toxicité, la bioaccumulation, la biodégradation laubiopersistance des différents types de
nanoparticules. Les nanoparticules insolubles augmubles sont les plus préoccupantes et
plusieurs études ont démontré que certaines peuvamthir les différentes barrieéres de
protection des organismes vivants.

Cette technologie d’avenir bénéficie d'un eéppement exponentiel. Les efforts
consacres a I'étude des effets potentiels surrigé ssont insuffisants aujourd’hui. Les effets
toxiqgues issus de [I'expérimentation animale, de mémue les caractéristiques
physicochimiques des nanoparticules justifient, lsubase du principe de précaution, de
prendre toutes les mesures utiles pour limiterpiesition et protéger la santé des personnes
potentiellement exposéés&lorin ,et al 2008)

Les gastéropodes terrestres (escargotsinecds) présentent un important pouvoir
bio-accumulateur de métaux. Ces organismes capdblsurvivre sur des sites contaminés
en métaux sont ainsi, considéré comme des ctratewrs efficaces de métaux traces des
habitats terrestres pollués. Cette résistagselte de leur capacité de retenir et d’inactive
les métaux toxiques soit par compartimentationaggHulaire et excrétion, soit par liaison
avec des protéines dont les métallothionéines peenmeleur stockage durant de longues
périodeqGrara, et al 2015).

Les bioindicateurs de pollution environnetaé® ont fait I'objet des nombreux
travaux chez les gastéropodes particulierem@imsi ces espéces sont sensibles aux
variations physicochimiques de leur milieu, notamtria températurgBride et al, 1993),
les fréquences électromagnétigBegoli et al,2005) et a toute forme de pollution urbajne
mais ils sont également sensibles vis-a-vis deshiétiques variés tels que les hydrocarbures
ou encore les élements traces métallig(Manzl et al,2004). Plusieurs études récentes
suggerent que certains aspects de la toxicité ldeseéts traces métalliques , en particulier
les effets chroniques et sublétaux, dépendentdgeua vitesse a laquelle un ETM entre dans
'organisme que des concentrations inter(lRainbow,2002 . van Straalen et al, 2005 .
Rainbow, 2006).

Toutes les études sur les bioindicateurs, emant vers l'idée que les espettsdix sont

d’excellents modeles biologiques pour toutes létudes toxicologiques et pour la
compréhension des mécanismes d’action des xénmbéstin situ.
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C’est pourquoi notre choix s’est porté sur roedéle biologique, ces gastéropodes
pulmonés sont des indicateurs écologiques persngmta pollution métallique et organique
de I'écosystéeme terrestfPallinger et al., 1993).

C’est dans ce contexte que se situe notre travail.

Concernant le poids des escargots; dansptemier temps nous nous sommes
intéressés a l'effet d'oxyde de zinc sur I'étmo du poids . Ainsi dans notre travalil,
I'exposition des escargots a des concentratmogssantes d’oxyde de zinc en fonction du
temps a mis en évidence une diminution impoetalu poids chez les escargots traités par
les différentes concentrations d’oxyde de zine gui constitue un premier indice de toxicité
, et pourrait étre d( a la variation des sécrétaiaazymes digestivecHames et al ;1989).
Ainsi que cette perte de poids peut étre expliquaela diminution de la consommation
alimentaire que nous avons constatée particuliaremrieez les animaux traités par rapport
aux témoingBelhaouchet;2013). Notre résultat est en accord avec les travauXGdar a et
al.;2015) concernant l'effet des nanoparticule de ZnO ddélix aspersa et de
(Boucenna;2010) qui a étudié la toxicité des poussiéres métalliqueblelix aspersa.

Concernant I'évolution des deux diametredadeoquille, nous notons une diminution
dose-dépendante des deux diametre (D,L) en présda ZnO . Ceci constitue un indice
révélateur de la croissance des indivi{Besnaci;2015) au cours de taitement ,

Ces résultats vont dans le sens de ceux(@ara;2015) concernant l'effet des
nanoparticule de ZnO siHélix aspersaet de (Bourbia;2013) qui a étudié la toxicité de
mixtures de pesticides sur un bioindicateur deoldupon des soldHelix aspersa Ainsi que
(Schuytema et al;1994) montre que La réduction du diametre coquillereesemrgots traités
avec '’Aminocarbe, le Méthyl parathion et le Pamdgast lié a la nature et a la dose du
pesticide administré.et ausg§Coeurdassier et al., 2001) qui a mis en évidence une
perturbation des diameétres de la coquille des getarapres exposition au diméthoate
(pesticide a base d’organophosphores).

Concernant le poids de la coquille et du tissussnomous notons une diminution aux
concentrations croissantes d’oxyde de zinc erctiomm du temps , cette diminution pourrait
étre dO par linhibition de la syntheése d'une honmade croissance, comme le suggere
(Gimbert et al;2006). Ce ci peut étre expliqué par la compétition elgseons Calcium et les
ions Zr? libéré (Grara et al., 2015) .Ces résultats confirment I'importance du suivi des
parametres physiologiques dans I'évaluation de datammination d’'un milieu. Ceci est
confirmé parGimbert et al;2008) qui ont démontré une diminution de 30% de la massa de |
coquille des escargots exposés a un sol artificietaminé par le cadmium. D’autres travaux
confortent nos résultats ceux (&rara et al., 2015) qui ont mis en évidence une diminution
du poids de la coquille en présence des poussi@dalliques.Aussi Coeurdassieret
al;2001) montre une inhibition du poids des tissus mous edEmrgots apres exposition au
diméthoate.
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Les poucentages cumulatif de la mortalité esargots traités par ZnO pendant quatre
semaines ont révelé que le pourcentage de meésaliigmente avec I'augmentation de la
concentration de ZnO avec 28.57% ,28.57% ,57.14% ndwtalité par ceux traités
respectivement par les concentrations (5000ug@PQdg/g et 150000 pg/g), En effet, la
mortalité des escargots dépond de lI'espece ensibdié vis-a-vis des substances testées, on
peut expliquer cela par la forte résistance duesystde détoxification qui joue ici un role
majeur d’élimination et de réparation des dégadsiiis par la pénétration de ces molécules.
La durée de traitement aussi influence la surwis saiblier la concentration du xénobiotiques
et la voie de penetratiofBesnaci;2015). Ces résultats vont dans le sens de ceux de
(Grara;2015) qui ont mis en évidence qu'a des doses élevégmuecentage cumulatif de
mortalité est augmentéLa mortalité des escargoserabe dans notre étude (38.09%). Nos
résultats ne sont pas accord avec I'expériencéScriytema et al;1994) qui a montré
(13%) aprés exposition des escargbilix aspersaa 5mg/Kg de carbaryl pendant 14 jours.
Cependant, les mémes auteurs n‘ont pas montréetbefétaux chez la méme espéce
d’escargots exposéda l'alimentation jusqu’a des concentrations de 5008 kg-1 aprées
ingestion de glyphosate. En effet, la mortalité esargots dépond de I'espéce testée et de sa
sensibilité vis-a-vis des substances testées,sst aaved Bourbia ;2013) qui a montré qu'il
y a (9.61 %) de mortalité des escargdtdix aspersadans leur étude sur evaluation de la
toxicité de mixtures de pesticides sur un bioingiaade la pollution des sakelix aspersa.

Dans cette étude nous avons choisi de suivtaue des protéines , des lipides et des
glucides au niveau de I'hépatopancréas et du esredcargotdelix aspersa.

La structure des protéines ainsi que leur fongtieut étre altérée par les ROS produites soit
par le métabolisme cellulaire ou par des oxydartgyénes. La modification oxydative des
groupements sulf -hydryles des protéines peut @ine processus a deux facettes:
elle pourrait conduire a une altération de la fmmctles protéines ou, selon I'état redox des
résidus cystéine, comme elle pourrait activer demsv spécifiques impliqguées dans la
régulation des fonctions clés cellulai{@our bia, 2013)

Dans notre travail, nous avons mis en évideque le taux des protéines dans
I'hnépatopancréas augmente d’'une maniere dose —d&penen présence des nanoparticules
d’'oxyde de zinc par rapport des témoins. L'augntemtecroissante du taux des protéines
totales s'expliquerait par le fait que la présedognobiotique a l'intérieur de la cellule
stimule la synthése protéique dont les enzymesret compte de la capacité des escargots a
la métabolisation / détoxification(Selmi ; 2018). Ainsi que(Cui et al., 2010) montre que
cette augmentation pourrait étre considéré commeéiomarqueur précoce de I'exposition
aux contaminants chimiques. Les protéines sontipaement impliquées dans l'architecture
de la cellule; les protéines peuvent égalementdetoxines et jouer le réle des protéines de
transport.
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Nos résultats abondent dans le méme sens quealesix( Bourbia,2013) qui confirment
une augmentation du taux de protéines totales lgserscargotsielix aspersa traités aux
mixtures de pesticides

Pour le taux des protéines au niveau du regmente sous l'effet des nanoparticules
d’'oxyde de zinc.Nos résultats sont accord a{Boucenna,2010) qui a montré
laugmentation du taux protéines totales au niveau rein en présence de particules
métalliques.

Concernant le taux des glucides au niveallhdpatopancréas et les reins, nous notons
dans notre travail une diminution chez les escargaités par les nanoparticules d’'oxyde de
zinc en comparaison avec les témoins, cette dimoimgerait due a I'oxydation des glucides
en présence des ions meétalliques conduisant abdaiation d’aldéhydes et de peroxyde
d’hydrogéne(Nzengue; 2008). Nos résultats sont en accord avec les tra&lmVakil et
Radwan;1991) qui ont d’ailleurs suggérés que la diminution duxtale glycogene dans les
tissus de l'escargot d’eau doudgellamyadissimilis(Muller), exposé a des pesticides
('Endosulfan, le Méthyl parathion, le Quinalphasle Nuvan méthyliques ) peut étre due a
I'utilisation du glycogéne pour regénérer I'énergiécessaire pour faire face a I'hypoxie
provoquée par ces nanoparticules. La déplétionhamogene des tissus hépatiques peut étre
également interprétée comme une réponse non Spéciéiu stress chimique avec cependant
des conséquences sur la mobilisation a long tereseréserves énergétiques et ainsi sur la
sensibilité au stress et la susceptibilité desvidds aux maladieqSchwaiger et al,
1997).Aussi nos résultats sont accord av@Boucenna,2010) qui a noté que le taux des
glucides diminue en présence de poussiere métadliqu niveau de I'hépatopancréas et du
rein .

Les résultats concernant I'évolution du taexlipides dans I'hépatopancréas et les reins
mettent en évidence une diminution du taux desdéipi chez les escargots traités
comparativement aux témoins. Ceci constitue quealisaux libres oxygénés sont a I'origine
d’'une dégradation des lipides, a traversplaxidation (Aurousseau,2002), De plus les
métaux comme le Cuivre et le Fer ont été largeragidés comme des agents initiateurs de
I'oxydation des lipidegNzengue;2008). Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de
(Padmaja et al ;1994) qui ont mis en évidence une diminution des tautigldes dans les
tissus deB.dissimilisexposés aux pesticides. Le méme effet a été mepatrde travail de
(Boucenna, 2010) qui a noté que le taux des lipides diminue en gés de poussiere
métalliques au niveau de I'hépatopancréas et du. rei
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Conclusion

Dans ce contexte que se situe notre travail qusisteren la mise en évidence de la
toxicité d’'oxyde de zinc sur un organisme bioacclataur et bioindicateur de pollution de
'environnementelix aspersgour la préservation de la santé de 'Homme.

L’étude de la réponse biologique des amyaes vivants aux polluants chimiques
présents dans I'environnement terrestre représentaitil de diagnostic qui n’est pas destiné
a dupliquer ou remplacer la surveillance chimigoeis qui doit étre intégré dans les
programmes de surveillance de I'environnement. Gémentaires des analyses chimiques,
ces indicateurs biologiques peuvent jouer le réde sgstemes d’alarme précoces d'une
contamination.

Dans les écosystemes terrestres, les gpetirs sont exposés aux différents types de
contaminants par plusieurs voies d’exposition. Rutre travail et concernant les polluants
nanométriques métalliques a base de ZnO , nousromsntjue la voie digestive contribue
pour une part tres importante, a I'absorption deroelécules .

La réponse des constituants métaboliquest pas suffisante pour évaluer I'impact d’'un
métal ou d'un pesticide sur I'escargdelix aspersaen outre, il est important d’étudier
d’autres bio marqueurs plus sensibles et plus Bgées aux polluants. Ainsi, I'étude de la
réponse de quelques bio marqueurs de stress engir@ntal est évaluée chidelix aspersa

Au terme de ce Travail, nous pouvons carctjue I'espéecelelix aspersast sensible a
la présence des nanoparticules métalliques a lmaZed, nous avons pu confirmer la qualité
exceptionnelle dielix aspersan tant qu’'organisme bio-accumulateur/ bio-indicat ce a
travers, toutes les modifications physiologiqueSiethimiques qu’on a enregistre.

En fin, la présente étude toxicologique a perde mettre en évidence d'une part des
perturbations physiologiques, biochimiques et disirdes tissulaires et d'autre part une
activation des bio marqueurs protégeant ainsi ekisles par le déclenchement du systéeme de
détoxification. Enfin, un phénomene d’adaptatioRl@lix aspersaau xénobiotique utilisé est
mis en évidence protégeant ainsi I'animal en as$iga survie a travers la bioaccumulation
des nanopatrticules.

Au terme de ce Travail, nous pouvons conclure tpspéceHelix aspersaest sensible a la
présence des nanopartiules métalliques a base@e Zn
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Per spectives

Vue limportance de ces résultats, il serait irdg8eat de poursuivre la recherche, en

prenant en considération les recommandations sigisan

>
>
>

De réaliser une étude histologique des organdsliX aspersghépatopancréas,rein..)
Doser d’autres parametres du stress oxydant (MDD,&ST,CAT,GPX...).
Déterminer le taux de ZnO au niveau des organexrabla coquille dHelix aspersa
par I'absorption atomique .

De réaliser une étude comportementale des nanoygagide ZnO chez les escargots
Helix aspersa.
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Annexe (01)

Tableau 2 :Dosage des protéines: réalisation de la gammelalgtage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
B.S.A (ul) 0 20 40 | 60 | 80O | 100
Eau distillee (ul) 100 80 60 | 40 | 20| O
BBC (ml) 4 4 4 4 | 4 | 4

Droite d'ajustement
y= 0,1674 x- 0,1668

o
©
|

S 0,0346594
R carré 99,0 %
R carré (ajust) 98,8 %

o
o
1

Absorbance
o © © © o o ©
[ O SR G R
[ ]

=
o
|

o

1 2 3 4 5
Quantité de BSA

Figure31 : Droite de régression exprimant I'absorbance entfon de la quantité d’albumine
(1g) (R% coefficient de détermination) « pour Paéopancréas »
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Droite d'ajustement
y=0,1571 x - 0,08101

0.9 s 0,0738488

R carré 95,2 %
R carré (ajust) 94,0 %

0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

Absorbance

0,3

0,2

01

0,0

1 2 3 4 5 6
Quantité de BSA

Figure32 : Droite de régression exprimant 'absorbance enotfon de la quantité d’albumine
(Lg) (R% coefficient de détermination) « pouriems »
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Annexe (02)

Tableau 3 :Dosage des glucides: réalisation de la gamme digtage.

Tubes | 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 | 20 | 40 | 60 | 80 | 100
Eau distillée (ul) 100 | B0 | 60 | 40 | 20
Anthrone (ml) 4 4 | 4 | 4 | 4 | 4

Droite d'ajustement
y = 0,1800 x+0,04768

S 0,0484310
11 R carré 984 %
R carré (ajust) 98,0 %

10
0,9 °
0,8
0,7

0,6 | ®

Absorbance

0,5
0,4

0,3

0,2

2 3 4 5 6
Quantité de la solution mére en glucose (ug)

-

Figure 33 : Droite de régression exprimant 'absorbance entfonde la quantité en glucose
(1g) (Rz coefficient de détermination) pour « Pla¢opancréas et reins »
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Annexe (03)

Tableau 4 :Dosage des lipides: réalisation de la gamme d'ételge

Tubes | 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 ] 20 100
Solvant Ether/Chloroforme (pl) 100 80 60 40 20 0
Vanilline (ml) 2.5 2.5 25 |25 (| 25 2.5
Droite d'ajustement
y = 0,1601 x- 0,0800
0,9 s 0,112974
[ ) R carré 870 %
0,8 R carré (ajust) 82,7 %
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Quantité de la solution mére en lipides (ug)

Figure 34: Droite de régression exprimant I'absorbance entfonale la quantité des lipides
standard (ug) (R% coefficient de déterminatiom)me I'hépatopancréas et reins »



