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Abstract

Abstract :

Our work focuses on the effects of metallic nanoparticles of iron oxide, silica dioxide
and their mixtures in a pollution bioindicator, the snail Helix aspersa. For this, we followed the
evolution of a physiological biomarker such as the average weight of juvenile snails exposed
by ingestion and by contact with wheat flour contaminated with increasing concentrations
(500pg/ g, 1000pg / g, 5000ug / g, 10,000 pg/ g and 15,000 pg / g) of metal oxide nanoparticles
and their mixtures for 28 days.

The results obtained showed a disturbance in the evolution of the average weight of
snails treated with the highest doses (50009 / g, 10000ug / g and 150009 / g), this disturbance
is marked in those treated with iron oxide nanoparticles. from the third week by a significant
decrease as well as in those treated with mixtures at the second and at the fourth week of
treatment and this compared to the witnesses but at the third week the effect is highly
significant, then very highly significant and finally significant for the three doses of the
mixtures (5000 pg / g, 10000 pg / g and 15000 pg / g) respectively. While no significant effect

observed in the treated with silica dioxide during the entire treatment period.

- Keywords: Helix aspersa, metallic NPs, Iron oxide, Silica dioxide, toxicity



Résumé

Résumé

Notre travail porte essentiellement sur les effets des nanoparticules métalliques d’oxyde
de fer, de dioxyde de silice et leurs mixtures chez un bioindicateur de pollution, I’escargot Helix
aspersa. Pour cela nous avons suivi I’évolution d’un biomarqueur physiologique tel que le poids
moyen des escargots juvéniles exposés par ingestion et par contact a la farine de blé contaminé
par des concentrations croissantes (500pg/g, 1000ug/g, 5000ug/g, 10000ug/g et 15000ug/g)

des nanoparticules d’oxyde métalliques et de leurs mixtures pendant 28 jours.

Les résultats obtenus montrent une perturbation dans 1’évolution du poids moyen des
escargots traités par les plus fortes doses (5000ug/g, 10000ug/g et 15000ug/g), cette
perturbation est marqué chez les traitée par les nanoparticules d’oxyde de fer a partir de la
troisieme semaine par une diminution significative ainsi que chez les traitées par les mixtures
a la deuxieme et a la quatrieme semaine de traitement et ce par rapport aux témoins mais a la
troisiéme semaine I’effet est hautement significative, en suite trés hautement significative et
enfin significative pour les trois doses des mixtures(5000ug/g, 10000ug/g et 15000ug/9)
respectivement. Alors qu’aucun effet significatif constaté chez les traités par le dioxyde de silice

durant toute la période de traitement.

Mots clés : Helix aspersa, NPs métalliques, Oxyde fer, Dioxyde de silice, toxicité
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Introduction

Introduction

Les nanotechnologies sont définies comme I’ensemble des techniques visant a concevoir,
caractériser et produire des matériaux a 1’échelle du nanomeétre dans au moins une de leurs
dimensions. Ces nanomatériaux sont eux-mémes constitués de nano-objets (nanoparticules,
nanotubes...). Leur dimension nanométrique leur confére, du fait des lois de la physique
quantique, de nouvelles propriétés physicochimiques et des comportements inédits (Andujar
et al, 2009).

Le développement des nanotechnologies est en plein essor depuis une dizaine d’années
(Grara et al, 2017). En effet, Les applications technologiques sont nombreuses notamment
dans les secteurs industriels innovants, tels que 1’industrie cosmétique (écrans solaires, rouges
a levres, pates dentifrices...), I’industrie automobile (peintures, pneumatiques, lubrifiants, pare-
brise...), le secteur de la santé (pharmacocinétique et biodisponibilité des médicaments,

matériels prothétiques, imagerie moléculaire...) (Andujar et al, 2009).

L’utilisation grandissante de produits contenant des nanoparticules peut entrainer une
exposition des différents compartiments environnementaux. Par conséquent, 1’évaluation de

leurs effets sur I’environnement apparait indispensable (Manier, 2014).

La toxicité des nanoparticules sur les organismes est principalement due a leur
composition chimique et a leur réactivité de surface (Grara et al, 2017). Elle est constatée se
traduit notamment par une induction de stress oxydatif, une génotoxicité et une réponse

inflammatoire (Galey, 2019).

Cette toxicité est généralement déterminée par des expériences sur des animaux conformément
aux lignes directrices du OCDE (Organisation de coopeération et de développement
économiques) (Besnaci et al, 2016). De nombreux groupes d'invertébrés sont reconnus pour
leurs intéréts en écotoxicologie, Parmi les plus couramment cités, les mollusques gastéropodes
terrestres et aquatiques présentent la plupart des criteres définis par Edwards et al. (1996)

guidant le choix des taxons a retenir pour 1’évaluation écotoxicologique (Grara et al, 2017).

L’escargot de genre Petit-Gris « Helix aspersa » est une espéce bioindicateur de toxicite,
tandis que le choix préféré de cette espece est principalement dii a sa capacité de

bioaccumulation pour de nombreux polluants métalliques (Besnaci et al, 2016).



Introduction

Notre recherche scientifiqgue a pour objectif d’étudier une voie d’absorption (voie
digestive) des nanoparticules d’oxyde métalliques (2 base d’oxyde de fer et de dioxyde de silice)
et leurs effets toxiques (physiologiques) chez une espéce de gastéropode pulmoné terrestre

(Helix aspersa).
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1. Nanoparticules

Les nanomatériaux sont des structures classées selon le nombre de dimension a I’échelle

nanomeétrique :

v' Matériaux de dimension 1 : Les nanotubes, dendriméres, nanofils, fibres et fibrilles
ont une seule de leur dimension a 1’échelle nanométrique (caractérisés par une structure
linéaire).

v' Matériaux de dimension 2 : les films minces et revétements de surface ont deux
dimensions a I’échelle nanométrique (caractérisés par une structure plane).

v' Matériaux de dimension 3 : les fullerénes, nanoparticules...cetc. ont leurs trois
dimensions dans le domaine nanométrique, sous forme compacte (caractérisés par une
structure polyédrique ou sphéroide) (Pujalté, 2011).

Les nanoparticules (NPs) sont souvent de forme sphérique (Pujalté, 2011). Ce sont des
structures composées de quelques centaines a quelques milliers d’atomes. Du fait de leur taille
(1 a 100 nanometres) (Chuto, 2010). Par conséquence,1 nm correspond donc a 1 milliardieme
de meétre et il y a le méme rapport de taille entre la planéte terre et une orange qu’entre une

orange et une NP (Galey, 2019).
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Figure 1: L'échelle nanométrique (Galey, 2019).
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2. Classification des nanoparticules

Les nanoparticules sont une classe trés hétérogene. Il existe donc plusieurs fagons de les
classer (Prosie, 2008). La classification de ces produits dépend a leurs différentes origines
(Pailleux, 2012). L’exemple proposée ici n’est pas unique et ne s’applique pas a toutes les
situations (Prosie, 2008).

v Origine naturelle : provenant principalement des phénoménes de nucléation, des
condensations de vapeurs dans 1’atmosphere, des volcans (cendres) et des combustions
de foréts.

v" Origine anthropogéniques non-intentionnelle : ou accidentelles issues des procédés
chauds tels que le soudage des métaux ou encore la combustion des moteurs.

v Origine anthropogéniques intentionnelles : qui sont directement manufacturés par

I’homme sous forme de nanomatériaux (Pailleux, 2012).

Nanoparticule

\

Anthropique Naturelle
e \ _
Non intentionnelle Intentionnelle " ”
Particule Nanoparticule b 7 W
ultrafine (PUF) manufacturée
(NPM)

A Eriol
N

Figure 2: Les différentes classes des nanoparticules (Galey, 2019).

Les nanomatériaux peuvent donc se présenter sous un grand nombre de formes
différentes, mais ils sont également caractérisés par une grande variété de propriétés chimiques
(Simonin, 2015). On peut les classer selon la nature en NPs organiques et inorganiques (Chuto,
2010)

v' Les nanomatériaux organiques : sont majoritairement commercialisés sous forme de
nanotubes de carbone ou de fullerénes.

v Les nanomatériaux inorganiques : sont divisés en 3 classes «les quantum-dots
(seléniure de cadmium) », «les nanomatériaux métalliques (argent, or...) » et «les

oxydes métalliques (titane, fer, cérium, cuivre...) » (Simonin, 2015).
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v' Nanoparticules d’oxyde métalliques

Il existe Plusieurs types d’oxydes métalliques de dimensions nanométriques,
particuliérement la silice, I’oxyde de titane et I’oxyde de zinc (Ostiguy, 2010). Et aussi le fer
(NPs-Fe) (Demangeat, 2018). Qui sont produits a un grand échelle, Ils sont utilisés tels quels
ou enrobés, principalement dans le domaine de la rhéologie, des plastiques et du caoutchouc en
tant qu’agents actifs et d’additifs (SiO2), des crémes solaires (TiO2, ZnO) et de pigments pour
la peinture (TiO2). En outre, certaines structures démontrent des propriétés intéressantes pour
des applications virtuelles dans des domaines comme les senseurs, I’optoélectronique, les

transducteurs, la médecine (Ostiguy, 2010).

3. Applications des nanoparticules

Depuis prés d’une trentaine d’années, les techniques et les connaissances acquises dans

le nanomonde ont initié une véritable révolution technologique (Demangeat, 2018).

Le programmes de recherche et de développement, en matiére de nanotechnologie, visent a
résoudre des problémes qui touchent la société et la qualité de vie, en améliorant les produits
existants mais aussi en donnant naissance a des techniques complétement nouvelles, pour

trouver des réponses a certains des défis pressants auxquels 1’humanité est confrontée (Pujalte,
2011).

Les nanoparticules font désormais partie de notre environnement quotidien avec des
utilisations en constante expansion. Une liste non exhaustive des usages peut se concevoir sur
la base de leur composition chimique ou bien des domaines d’application. Les principaux

domaines sont les suivants : (Tableau 01)
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Tableau 1: Différents domaines d’application des NPs (Rapport de comité de la prévention

et de la précaution, 2020).

Domaines

Exemples

Médical

Cosmétiques
Transport et espace
Batiment
Agriculture
Electronique
Textiles
Environnement
Alimentation
Loisir et sport

Défense nationale

imagerie, vectorisation de médicaments, dispositifs
médicaux...)
Ecran soleil
(peinture, pneumatiques, revétements...)
(nouveaux matériaux...)
(nanopesticides, nanocapteurs...)
électroménager
(antibactérien...)
(stockage pour batteries, traitement eaux...)
additifs, emballage, nanocapteurs...)
(amélioration des équipements...)

(nanorobots, exosquelettes...)

4. Cycle de vie des nanoparticules et rejet dans I’environnement

La production en milliers de tonnes de certaines NPs et leur incorporation dans des

produits d’utilisation courante participent a leur dissémination dans 1’environnement (Pujalté,

2011). Ainsi que, I’utilisation croissante de ses derniers souléve des interrogations quant a leur

rejet dans 1’environnement au cours des différentes étapes de leur cycle de vie, depuis la

production jusqu’au retraitement (Simonin, 2015).
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Figure 3: Cycle de vie des nanomatériaux manufacturés dans 1’environnement, (ENM :
Engineered Nanomaterial) (Simonin, 2015).
Au cour de leur cycle les NPs subir 4 grands types de transformations : chimiques,
physiques, biologiques, et des interactions avec des macromolécules. Ces différents processus
peuvent conduire a des modifications d’agrégation (homo et hétéro-agrégation), a la dissolution

de certains nanomatériaux et au vieillissement des enrobages (coating) qui peuvent leur étre

associes (Simonin, 2015).
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Figure 4: Schéma de synthese représentant les transformations (a)physiques, (b) biologiques,
(c) chimiques et (d) les interactions avec les macromolécules que les nanomatériaux subissent
dans I’environnement, (NOM : Natural Organi Matter, ROS : Reactive Oxygen (Simonin,
2015).

Enfin, les NPs entrent en contact avec de multiples especes naturelles minéraux et
substances humiques insolubles, éléments traces métalliques ou organiques dissous, micro

débris d’animaux ou végétaux et bactéries...etc. Dont I’interdépendance a un impact majeur

sur la dynamique terrestre et sur la vie (Demangeat, 2018).

5. Risque des NPs sur I’environnement

Des nombreuses études commencent & montrer I’impact qui pourrait avoir les NPs dans
I’environnement, mais actuellement il est difficile de savoir si les NPs vont poser un probleme

pour I’environnement a court ou a long terme (Baratli, 2015).

Pour beaucoup de NMs, les informations sont partielles voire manquantes sur leur devenir
dans I’environnement (photo-dégradation, stabilité en solution aqueuse, transport entre
compartiments, biodégradation) qu’il soit aquatique, terrestre ou aérien. L’évaluation des

conséquences environnementales futures doit prendre en considération, la nature et
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I’importance des sources, les mécanismes et les voies de transfert (atmosphére, eaux de
ruissellement, rejet direct), les compartiments de stockage (eau, sols, sédiments), les especes
cibles et leurs interrelations (proie-prédateur) (Rapport de comité de la prévention et de la

préecaution, 2020).

6. Devenir des nanoparticules dans I’organisme

Afin de mettre en évidence une éventuelle toxicité des nanoparticules, il est nécessaire de
déterminer le devenir de ces éléments dans I’organisme, c'est-a-dire leur cinétique qui regroupe
I’ensemble du processus ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion) (Guitou,
2014).

Grace a leur petite taille, les nanoparticules sont capables de passer les barriéres biologiques
et physiques et ainsi diffuser ou se distribuer dans tout 1’organisme (Pailleux, 2012). Dans un
premier temps ces substances (médicament ou toxique) sont absorbées. Cela correspond a son
passage dans la circulation sanguine. Elle est ensuite distribuée aux différents organes et peut
subir un métabolisme (ou biotransformation) au niveau du foie. Enfin elle peut étre éliminée
par voie rénale, biliaire ou fécale (Guitou, 2014).

En peut détaillais ces processus comme suit :

6.1. Absorption

Il est considéré classiquement que les nanoparticules peuvent rentrer au contact direct avec
I’organisme par trois voies essentielles : respiratoire, cutanée, et digestive (Boczkowski et
Lanone, 2010).

6.1.1. Voie respiratoire

C’est la voie de pénétration la plus fréquente en milieu de travail (Prosie et al, 2008). Elles
se déposent en fonction de leur granulométrie a des niveaux différents des voies respiratoires
(Rapport du Comite de la Prévention et de la Précaution, 2020). Lorsqu’elles arrivent dans
le systéme respiratoire, elles ne sont pas arrétées comme d’autres particules plus fines au niveau
des bronches ; au contraire, du fait de leur taille, elles peuvent pénétrer profondément dans les
alvéoles pulmonaires pour y provoquer des inflammations. Elles peuvent également franchir la
barriére pulmonaire et atteindre le systeme circulatoire (Association santé environnement
France, 2017).
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Figure 5: Pénétration des nanoparticules par voie respiratoire (Andujar, 2016).

6.1.2. Voie cutanée

Le nombre de produits contenant des NPs pouvant entrer en contact avec la peau est en
augmentation (cremes solaires, produits cosmétiques, textiles, etc.). La peau est constitué une
barriere importante dans la protection de I’organisme. Elle se compose de trois épaisseurs :

I’épiderme, le derme et I’hypoderme (Pujalté,2011).

L’exposition aux nanoparticules par voie cutanée est probablement faible en raison du
temps long de dépbt sur les surfaces. Les principales nanoparticules susceptibles de pénétrer
par voie cutanée sont I’argent utilisé pour le textile, le dioxyde de titane pour les crémes solaires

et I’aluminium dans les déodorants (Pailleux, 2012).

6.1.3. Voie digestive
La voie digestive représente une importante voie d’entrée des NPs dans 1’organisme via
I’ingestion de produits alimentaires, I’eau et de médicaments contenant éventuellement des NPs
(Pujalte, 2011).
Les nanoparticules peuvent pénétrer de deux fagons différentes a I’intérieur du tube digestif
soit par :
v"Ingestion involontaire : qui peut avoir lieu lorsque le mucus du systéme respiratoire
contient des NPs (Pailleux, 2012).
v Lors de P’inhalation : une partie des NPs remontant vers le carrefour aérodigestif, par
un mouvement micellaire, peut étre ingérée.
A ce jour pourtant, peu d’études se sont intéressées a cette voie et les quantités de NPs

retrouvées dans 1’organisme aprés ingestion portent a débat (Pujalté, 2011).
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Figure 6: pénétration des NPs par voie digestive (Andujar, 2016).

6.2. Distribution

La deuxieme étape de la cinétique est la distribution de ces nanoparticules aux différents
tissus ou organes (foie, rate, ceeur, cerveau). A travers le phénomeéne de la translocation les
particules insolubles ou peu solubles, déposées dans la circulation générale, elles peuvent
interagir avec les protéines plasmatiques, les facteurs de coagulation, les globules blancs ou les

globules rouges (Guitou, 2014).

6.3. Métabolisme et biotransformation

Peu de résultats sont disponibles a ce jour sur le métabolisme concernant les nanoparticules
absorbées au niveau du systéme gastro-intestinal qui rejoignent le foie (organe de
métabolisation) par la veine porte (Guitou, 2014).

Selon les recherches institutionnelles de I’IRSST il n’existe pas des donnés sur la
biotransformation des NPs « organiques, inorganiques et a base de carbone » mais les NPs
sphériques telle que les fullerénes peut diminuer 1’activité enzymatique hépatique du glutathion
(glutathion -S-transférase, glutathion peroxydase et glutathion reductase) in-vitro chez
I’humain (foie provenant d’une autopsie), les souris et les rats (Ostiguy et al, 2006).

6.4. Elimination

L’¢limination des NPs n’est pas comme les composes xénobiotiques (étrangers a
I’organisme) traditionnels. On peut néanmoins distinguer deux voies d’élimination :

— L’élimination chimique : ¢’est-a-dire la dissolution des nanoparticules dans des fluides

biologiques (Association santé environnement France, 2017). Cependant, soit par voie
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rénale ou biliaire pour les nanoparticules ayant gagné la circulation générale (Guitou,
2014).

— L’élimination physique : qui consiste au transport des nanoparticules vers d’autres sites
de I’organisme (Association santé environnement France, 2017). Notamment, par leur
« porte d’entrée » si celles-ci ne sont pas absorbées (escalator mucociliaire pour la voie
pulmonaire) (Guitou, 2014).
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Figure 7: Cinétique des nanoparticules. Le processus ADME (Absorption, Distribution,
Meétabolisme, Excrétion) est représenté. (Guitou, 2014).

7. Risque pour la santé humaine

Un certain nombre de questions demeurent quant aux effets toxiques des NPs sur la santé.

Ces questions sont motivées par I’augmentation du risque d’exposition de la population

générale aux NPs, exposition qui va s’amplifier au cours des prochaines années (Pujalté,
2011).

Actuellement, on connait encore peu de choses sur I’éventuelle interaction non maitrisées

entre des NPs manufacturées et les organismes vivants. Pourtant, certaines de leurs

caractéristiques les distinguent fortement des matériaux macroscopiques et rendent leur

comportement unique vis-a-vis du vivant (Auffan, 2007).
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8. Facteurs de détermination de toxicité des nanoparticules :

En peut résumer les facteurs de toxicité dans le tableau suivant :

Tableau 2: Principales caractéristiques physico-chimiques des nanomatériaux (Larue, 2011).

Facteurs liés aux NPs qui déterminent leur toxicité

Composition

chimique

Taille

Surface

Nombre

Forme

Structure

Solubilite

Degrés d’agrégation

et d’agglomération

La nature des NPs (notamment métallique), ainsi que la présence de
composeés chimique (les hydrocarbures aromatique polycyclique et les
métaux de transition : fer, nickel, ect.) adsorbée sur leur surface, sont
susceptibles d’influer sur leur toxicité.

Une diminution de la taille des particules ou des fibres favorise leur
pénétration dans les cellules et leur migration dans 1’organisme.

La surface spécifique d’une particule est inversement proportionnelle a
sa taille. De plus la surface des NPs joue un role fondamental dans les
contacts et les interactions avec les différents tissus et cellules.
L’augmentation du nombre favorise la pénétration des nanoparticules
dans I’organisme.

La toxicité semble étre aggravée par la forme fibreuse ou filamenteuse
des NPs. Les particules longues comme les nanotubes ou les
nanofilaments seraient plus toxiques que les particules sphériques de
composition chimique identique.

La cristallinité, pour les composée minéraux (comme la silice ou le
titane) peut contribuer a moduler les propriétés toxicologique de NPs.
La dissolution constitue une étape critique dans la détermination du
devenir des NPs dans I’organisme.

Les NPs individuelles existent rarement. Elles ont une tendance
naturelle a s’unir de facon irréversible pour donner naissance a des
structures secondaires nommeées agrégats. Sous certaines conditions, les
agrégats peuvent a leur tour se lier pour former des structures tertiaires
réversibles nommeée agglomeérats dont la taille peut atteindre plusieurs

dizaines de micrometres.
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9. Toxicite des nanoparticules

Des recherches approfondies sont en cours pour évaluer la nanotoxicité de différents
nanomatériaux dans diverses expositions et de définir les facteurs de risque (Bettazzi et
Palchetti, 2019). Pour ce I3, les nanoparticules constituent un probléme toxicologique émergent
indiscutable (Massea et Boudéne, 2008).

Les études de nanotoxicité sont disponibles a ce jour, on utilise des modeles cellulaires in
vitro, qui sont constitués par une grande variété de lignées continues diploides ou de cellules
primaires, parmi lesquelles des cellules nerveuses, pulmonaires, hépatiques, sanguines,
épithéliales ou endothéliales, phagocytaires, ou encore cancéreuses. Certaines études sont aussi

menées sur des microorganismes (E.coli...), ou des levures (S.cerevisiae) (Triboulet, 2013).
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Figure 8: Flux de travail impliqué dans 1’évaluation de la nanotoxicité et de la
nanoécotoxiciteé (Bettazzi, Palchetti ,2019).

Tout d’abord, la plupart de ces études mettent en évidence I’association entre 1’exposition
aux nanomatériaux et la production de ROS, en particulier dans le cas des NPs métalliques
(Triboulet, 2013). Cette association dépend de la taille, la concentration (Verry, 2019) et de la
réactivité biologique des NPs (Galey, 2019). La formation d’ERO et I’induction d’un stress
oxydant ont été mises en évidence dans de trés nombreuses études utilisant des NPs trés

differentes les unes des autres (Pujalté, 2011).

De maniére génerale, le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production
d’oxygene réactif (ROS) et d’azote réactif(RNS) et la capacité de la cellule a détoxifier les
réactifs intermédiaires ou réparer les dommages qui en résultent (Bettazzi et Palchetti, 2019).

Les concentrations fortes en radicaux libres au niveau de la cellule peuvent conduire a des
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modifications irréversibles des protéines et des acides amineés cellulaires (Atailia, 2017). Ces

dommages oxydatifs conduisent a la mort cellulaire (Bettazzi et Palchetti, 2019).

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule contenant un ou plusieurs

électrons (Pujalté, 2011). Non apparié, extrémement instable (Atailia, 2017).

Comme on a mentionné au-dessus, la formation d’ERO est souvent la résultante d’une
interaction entre NPs et environnement cellulaire. Les mécanismes de production des ERO sont

bien décrits et peuvent étre classés en trois groupes :

— Production intrinséque : due & la réactivit¢ de surface des particules, leur
composition chimique et la présence d’impuretés a sa surface.

— Production par interaction avec les organites intracellulaires : (mitochondries,
lysosomes ou peroxysomes).

— Production sous la médiation de la réponse inflammatoire en réponse a des
cytokines : faisant intervenir des cascades de signalisation dans lesquelles

I’homéostasie intracellulaire des ERO peut étre déséquilibrée (Pujalté, 2011).
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Figure 9: Principales espéces réactives d’oxygéne (ROS) et espéces réactives d’azote (RNS)
dans la voie de stress oxydatif (Amatore et al, 2008).
Ensuite, les études in vitro et in vivo démontrent donc que les effets cellulaires des NPs
provoque un stress oxydatif, une génotoxicité, une activation des voies de signalisation pro-
inflammatoires, ver des atteintes tissulaire « réaction inflammatoire, fibrose voire des cancers »

(Galey, 2019). De plus les NPs peuvent touchées le systeme pulmonaire, immunitaire,
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cardiovasculaire et nerveux (Sarah et al, 2016), essentiellement le SNC et les appareils
reproducteurs (Galey, 2019).

Enfin, on présume que les nanoparticules ont les mémes propriétés toxiques que les
particules plus volumineuses des mémes matériaux (p.ex. les effets cancérigénes et les effets
de sensibilisation). Et en peut prendre comme exemple, la dissoudre dans la membrane externe
ethumide des yeux, la cornée et causer une inflammation locale (une kératite) (Sarah et al,
2016).

Pénétration des nanoparticules dans les cellules
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Figure 10: Voies de pénétration et principales maladies associées a 1’exposition aux
nanoparticules, selon les résultats d’études épidémiologiques et cliniques (Sarah et al, 2016).

10. Nanoparticules métalliques étudiées

10.1. Oxyde de fer
Les NPs de fer sont souvent utilisées dans différents domaines de recherches : cosmétologie,

électronique, nanomédecine, remediation environnementale.

11 existe plusieurs types de NPs de fer en fonction de I’oxyde qui les compose, la présence

de fer métallique ou encore des adjuvants ou autres métaux qui lui sont associés (Besnaci,2016).
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Les oxydes de fer sont les matériaux magnétiques les plus connus et les plus étudiés, car ils

sont omniprésents dans la nature, ils sont faciles a synthétiser et ont de faibles codts. A ce jour,

il existe 16 différents types d’oxydes/hydroxydes de fer. Les trois polymorphes les plus étudiés

(Tabaja, 2015) sont la magnétite (FesOs), la maghémite (y-Fe203) et I'hématite (a-Fe203)

(Lakhal, 2016). Parallélement, a ces NPs manufacturées, des NPs de fer peuvent étre retrouvées

dans I’environnement suite a des rejets industriels d’industries métallurgiques par exemple

(Besnaci,2016).

Tableau 3: Synthese et utilisation des différents types de NPs Fe>O3 (Besnaci, 2016).

Type de NPs de fer

Utilisation

Nano-maghémites - Fe203

- Dépollution des eaux par adsorption de microcystine-LR
(MC-LR) dans les eaux
- Dépollution de I’arsenic (I11, V) dans les eaux

- Dépollution de I’ As(V) dans les eaux de boisson

Nano-magnétites- FesO4

- Application dans I’imagerie de diagnostic et de thérapie du
cancer

- Utilisation de nanoparticules magnétique (MNP) a base
d’oxyde de fer comme sonde sensibles pour 1’imagerie par

résonance magnétique et les applications thérapeutique

Nanoparticules zéro valent
iron-nZVI

- Dépollution du chrome dans les eaux usées

- Dépollution d’ibuproféne présent dans les sols

- Dépollution du Cr(V1) dans les eaux

- Dépollution des eaux par dégradation du lindane en solution

aqueuse

Super paramagnet iciron
oxideNPs-SPION

- Utilisation pour de I’imagerie par resonnance magnétique

- Utilisation comme vecteurs de medicaments

- Utilisation comme agent de contraste pour le diagnostic de
tumeurs

- Nanomédecine : utilisation de proprietés magnétique
unique, grace a laquelle elles présentent une excellente
efficacite de criblage tumoral, ce qui ouvre la chance a un

traitement personnalisé du cancer efficace.
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Bien que le fer soit un élément essentiel a la vie, une augmentation de sa concentration en
milieu cellulaire peut générer la formation de ROS. Or, dans la plupart de leurs applications,
les NPs d’oxyde de fer sont en contact avec les cellules voire le milieu intracellulaire. 1l est

donc probable que les interactions NPs d’oxyde de fer/cellules ne soient pas anodines.

Les NPs d’oxyde de fer utilisées a des fins biomédicales sont généralement fonctionnalisées
en surface via le greffage de composés organiques Cette couche organique limite les contacts

directs entre le fer des NPs et les composants cellulaires (Besnaci, 2016).

10.2. Effets d’oxyde de fer

La multiplicité des applications ainsi que 1’utilisation grandissante des NPs-Fe conduisent
a leur libération et a leur dissémination dans les différents compartiments de I’environnement.
Cette derniéere peut intervenir au moment de leur fabrication, au cours de leur utilisation ou lors
de leur gestion de fin de vie et entrent alors en interaction avec de multiples composants
(microorganismes, constituants organiques et inorganiques dissous et/ou particulaires). Ces
derniers modifient les propriétés des NPs-Fe en réagissant avec leur surface, ce qui peut
conduire a différents phénomenes (agrégation, dissolution, adsorption). Enfin, les propriétés
intrinseques des NPs-Fe (taille, surface spécifique, composition chimique, cristallinité) sont
directement impliquées dans les interactions entre les NPs-Fe et leur environnement
(Demangeat, 2018).
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Figure 11: Schéma illustrant les différentes voies de diffusion des NPs-Fe dans
I’environnement (Demangeat, 2018).
10.3. Oxyde silice
Parmi les nano-objets les plus étudiés, on trouve des nanoparticules de nombreux matériaux

comme I’or et la silice (Quignard, 2012).

La silice est un matériau peu onéreux dont les voies de synthése sont globalement connues
et maitrisées (Aubert, 2011). Elle est largement envisagée dans diverses applications
puisqu’elle est biocompatible, du moins en formulation macroscopique, et inerte (Quignard,
2012).

Dans une trés élégante analogie, le paralléle entre les nanoparticules de silice fonctionnelles
et la planéte Terre explique que tous les deux sont constitués d’un cceur fonctionnel

(magnétique), situé au centre d’une écorce de silice.
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Figure 12: Analogie entre la structure et les fonctionnalités communes de la Terre et d’une
nanoparticule de silice fonctionnelle (Aubert, 2011).

Cette analogie peut méme s’étendre a leur formation. Il s’agit d’une approche ascendante
dite « bottom-up » qui consiste a assembler des fragments de matiére jusqu’a obtenir 1’objet

final (Aubert, 2011).

Les particules de silice peuvent étre entourées d’une couche d’oxyde (Quignard, 2012).
Telle que I’oxyde de silicium SiO2 (Oudot, 2018).

Les nanoparticules de silice sont utilisées dans de nombreuses applications : agent
épaississant (ajouté dans les résines, les encres, les élastomeéres,), additif alimentaire, produits

cosmeétiques ou pharmacologiques, électronique et textile... (Quignard, 2012).

10.4. Effets de silice

— Effets sur ’environnement
Lors de la production et I’utilisation de ces particules, une partie peut étre émise dans
I’environnement. Sa présence dans 1’environnement et la quantité produite impliquent
de connaitre les risques associés a une exposition accidentelle (Quignard, 2012).

— Effets sur la santé
La plupart des études épidémiologiques qui portent sur les risques a la santé associés a
I’exposition a la silice résultent que ce dernier subir des diverses pathologies

essentiellement par voies respiratoire : la silicose, les infections pulmonaires a
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mycobactéries, la MPOC, le cancer pulmonaire et les maladies auto-immunes et rénales.
Enfin, I’exposition des muqueuses des yeux et des voies respiratoires a la silice peut
aussi entrainer une irritation mécanique localisée (Comité médical provincial en santé
au travail du Québec. 2013).
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1. Matériel et méthodes

Notre travail recherche a été effectué au niveau du laboratoire de toxicologie de

département de biologie « Université de Tébessa sur 160 escargots Helix aspersa ».

1.1. Matériel
1.1.1. Matériel biologique
1.1.1.1. Petit-gris Helix aspersa

On a prendre comme modé¢le dans notre étude 1’escargot Helix aspersa communément
appelé Petit-Gris (Pierre-Emmanuel, 2014). S’appartient a [’embranchement des
Mollusques, animaux a corps mou et dépourvus de squelette. Sa masse viscérale présente
une torsion de 180° par rapport au pied d’ou une asymétrie de certains de ses organes : il fait
partie de la classe des Gastéropodes. Il possede un poumon (ou cavité palléale) ce qui le situe
dans la sous classe des Pulmonés. Il appartient au sous-ordre des Stylommatophores
caractérisés par le port des yeux a I’extrémité des tentacules oculaires. La forme de sa
coquille enroulée caractérise la super famille des Helicacea. Il appartient a la famille des
Hélicidés (Pirame, 2003).

Figure 13: escargot Petit-Gris (Helix aspersa).
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1.1.1.2 Biologie de I’Helix aspersa
1.1.1.2.1. Morphologie d’escargot Helix aspersa

- la coquille

Helix aspersa est un animal a corps mou dépourvu de squelette, possede une coquille
spiralée pouvant contenir tout son corps, dextre, de couleur brun-jaunatre et avec des dessins
fonceés dont la forme varie avec lI'origine (Bonnet et al, 1990). Elle est composee de protéines

(2 %) et de minéraux (calcite et aragonite) (Mebirouk, 2017).
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Figure 14: la coquille de petit-gris Helix aspersa (Pirame, 2003).

Figure 15: Forme dextre de la coquille de I’Helix aspersa (Zaafour, 2014).

— lecorps

Le corps de I’escargot est constitué de :

— Lepied:
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Il comprend deux parties I'une renfermée dans la coquille et I’autre visible chez I’animal
en extension. Cette derniere est une masse musculaire dont la fonction est essentiellement
locomotrice.

— Latéte:

Correspondant a la partie antérieure du pied, elle comprend une bouche (entourée de
quatre levres et pourvue d’une machoire supérieure cornée). Deux tentacules oculaires
(postérieures, les plus grandes). Deux tentacules tactiles (antérieures, les plus petites) et un
orifice génital sur le c6té droit.

— Letortillon:

C’est la partie contenue dans la coquille. Il s’agit d’une masse viscérale.
Antérieurement se trouve le manteau, fin et transparent, il constitue la cavité palléale, dont
le plafond richement vascularisé correspond au poumon.

— Le manteau :

Est en contact avec le péristome forme un renflement « le bourrelet palléal ». Sur le bord
inférieur droit de ce bourrelet, s’ouvrent I’anus, 1’orifice excréteur et le pneumostome
(orifice respiratoire). En arriére se trouve un rein jaunatre (organe de Bojanus) et un cceur.
Sur la partie postérieure du tortillon se trouve un organe plus sombre brun verdatre ayant un
role comparable a celui du foie des Vertébrés « 1’hépatopancréas ». Sur ce dernier, se trouve

une zone blanchéatre « la glande d’albumen » (Pirame, 2003).

coquilie
bourrelet palléal
preumostome lentacule oculaire
s tentacule tactie
bouche
pied
orffice genltal

Figure 16: Morphologie de 1’Helix aspersa (Pirame, 2003).
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1.1.1.2.2. Anatomie

Appareil digestif

Le tube digestif de I’escargot forme une boucle ramenant I’anus vers I’avant (grace a

une torsion & 180° du corps). La bouche se prolonge par un bulbe buccal a I’intérieur duquel
se trouve une langue musculaire recouverte d’une lame cornée : la radula, son role est de
broyer les aliments. Dans la partie postérieure du bulbe buccal on trouve deux glandes
salivaires. Ce bulbe se prolonge par un cesophage qui se renfle en un estomac, lui-méme
prolongé par un intestin formant une double circonvolution autour de I’hépatopancréas et

aboutissant a I’anus (Pirame, 2003).

Systéme nerveux
Le systeme nerveux de 1’Helix aspersa comprend essentiellement :

» Un Systeme nerveux sympathique : constitué d’une paire de ganglions buccaux
qui se trouve sous le bulbe buccal et une paire de ganglions cérébroides qui sont
reliés entre eux par deux cordons nerveux.

» Un Systéeme nerveux central : il se localise dans la région céphalique est

constitué d’une chaine de ganglions (Mebirouk, 2017).
Appareil circulatoire et respiratoire

Le cceur : est constitué d’une oreillette antérieure et d’un ventricule postérieur
(Belhaouchet, 2014).

Le sang ou hémolymphe : c’est le liquide physiologique d’Helix aspersa ainsi que
d’autres mollusques terrestres et marins. L’hémolymphe circule dans un systéme
veineux et un autre artériel. 1l est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes.
Contient un pigment, I’hémocyanine (molécule de nature protéique de la famille des
métalloprotéines dont le role est de transporter 1’oxygéne) (Mebirouk, 2017). 1l est
incolore sous sa forme désoxydée et bleu sous sa forme oxydée. Le sang est propulsé
dans le réseau artériel via deux aortes. L’aorte antérieure irrigue le pied et la
postérieure le tortillon. Le sang revient au coeur par un systeme de veines et de sinus
veineux.

Le poumon : est une poche formée de 1’épithélium palléal, irrigué par les vaisseaux
pulmonaires, ’air y circule au travers du pneumostome par des mouvements de

contraction de son ouverture (Belhaouchet, 2014).

—
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— Appareil génital

Les escargots terrestres sont hermaphrodites. Cette particularité explique la complexité
de I’appareil, formé a la fois par des organes males et femelles ou bien d’organes uniquement

males ou femelles (Belhaouchet, 2014). 1l comprend :

— Une gonade (ovotestis) : un lieu de formation des cellules sexuelles males et
femelles (ovule et spermatozoide).

— Un canal hermaphrodite : dont le rdle est 1’évacuation des gametes.

— L’albumine : une glande blanchatre dont le rdle est 1’¢laboration des réserves
vitelline.

— Un ovospermiducte (Mebirouk, 2017).

flagelle

diverticule du réceptable séminal

canal du réceptable séminai

Figure 17: Appareil génitale de 1’Helix aspersa (Bonnet et al, 1990).




Partie expérimentale

8/

Figure 18: Schéma en coupe de 1’anatomie d’un escargot (Zaafour, 2014).

1 : Coquille. 2 : Foie. 3 : Poumon. 4 : Anus. 5 : Pore respiratoire. 6 : (Eil. 7 : Tentacule. 8 :
Cerveau. 9 : Conduit salivaire. 10 : Bouche. 11 : Panse. 12 : Glande salivaire. 13 : Orifice
génital. 14 : Pénis. 15 : Vagin. 16 : Glande muqueuse. 17 : Oviducte. 18 : Sac de dards.
19 : pied. 20 : Estomac. 21 : Rien. 22 : Manteau. 23 : Cceur. 24 : Canal déférent.

1.1.1.3. Physiologie d’Helix aspersa
1.1.1.3.1. Activité saisonniere

L’escargot est un poikilotherme : il ne peut réguler sa température corporelle. Il s’est
donc adapté, en climat tempeéré aux variations thermiques saisonniéres selon trois rythmes

d’activités annuels marqués par trois états physiologiques :

L’un se caractérise par un ralentissement du métabolisme et intervient lors des basses
températures hivernales : I’hibernation. L’autre s’étend entre le printemps et 1’automne. Il
se caractérise par une reprise de 1’activité locomotrice, le déclenchement de la croissance

des jeunes et la reproduction des adultes.

Durant les périodes seéches et chaudes, 1’escargot présentera également une période de
vie ralentie, appelée estivation. Contrairement a 1’hibernation, I’estivation est un état de

résistance ponctuel qui disparait lorsque les conditions climatiques redeviennent favorables.




Partie expérimentale

I1 a été montré que I’hibernation est constante en durée et en période dans une région
donnée indépendamment des variations thermohydrométriques, ce qui laisse supposer que

la photopériode regle 1’activité saisonniére de I’escargot.

1.1.1.3.2. Activité journaliére
Il a été établi un modele théorique du rythme d’activité nycthéméral de 1’escargot en

condition de photopeériode « jour long » :

e Phase d’activité : c’est la premicre phase, elle débute a la tombée de la nuit et a une
durée supérieure a 6 heures.

e Phase d’inactivité : relative a une durée inférieure a 18 heures.

e Autre phase d’activité : ne concernant pas tous les individus, se produit avant le
lever du jour.

L’activité des escargots est étroitement liée a ’hygrométrie ; un taux de 100% d’actifs

est rare et ne s’observe que pendant des nycthémeéres pluvieux (Belhaouchet, 2014).

1.1.1.4. Hibernation et estivation

Une absence prolongée d'humidité provoque l'estivation d’Helix aspersa (Besnaci,
2016), (L’état de vie ralentie durant lequel le métabolisme de I’animal est diminué)
(Belhaouchet, 2014). L'animal se fixe alors sur un support en fermant I'ouverture de sa
coquille par un voile de mucus solidifié : I'épiphragme. Il reprend son activité lorsque les
conditions environnementales sont plus favorables. Lorsque la température moyenne devient
inférieure a 15° C, les escargots se mettent en hibernation en se "collant" sur un support ou
en s'enfouissant dans le sol ou la litiere et secretent un épiphragme d'hiver. Dans une
atmosphére humide, le processus d'hibernation s'effectue en dessous de 5° C. Le
raccourcissement de la durée de jour semble avoir également une action sur la mise en
hibernation (Besnaci, 2016).

—
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Figure 19: Escargot en hibernation avec son épiphragme (a droite) Helix aspersa avec son
épiphragme calcifié (a gauche) (Zaafour, 2014).

1.1.1.5. Reproduction
Les escargots terrestres sont hermaphrodites protandres (d’abord males puis femelles),

leur reproduction a lieu au printemps et en été, ils s’accouplent une ou plusieurs fois avant
la ponte. En ce qui concerne 1’Helix aspersa, les deux escargots se positionnent téte-béche
pour que leurs orifices génitaux soient en vis-a-vis et permettent 1’introduction réciproque

des pénis. L’accouplement peut durer plus de 12h (Druart, 2011).

Figure 20: Accouplement de I’escargot Helix aspersa (Pierre-Emmanuel, 2014).

La fécondation a lieu au niveau de la chambre de fertilisation, une quinzaine de jours
apres I’accouplement. Les ovocytes fécondés sont alors entourés d’albumen secrété par la
glande & albumen, qui constitue les réserves nutritives pour le développement embryonnaire,

puis d’une coque calcaire. Pour pondre, I’escargot creuse avec sa téte une cavité de 2-3 cm
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de profondeur dans le sol, et y dépose une ponte constituée en moyenne d’une centaine
d’ceufs. La durée du ponte est d’environ 36h. A une température de 18-20°C, les ceufs vont
se développer pendant 12 a 15 jours avant d’éclore. Ensuite les jeunes éclos remontent
ensuite en surface, ce qui prend 4 a 5 jours supplémentaires avant de pouvoir les apercevoir
(Salmi, 2018).

1.1.1.6. Croissance

La croissance de 1’escargot correspond a une prise de poids pouvant atteindre jusqu’a 14
g en conditions contr6lées favorables (photopériode 18 h de lumiere par 24 h, 20°C et 80-
90% d’humidité) et a un accroissement de la coquille en longueur, mais également en

épaisseur. La croissance des escargots est caractérisée par 4 phases (Druart, 2011) :

» Phase infantile « jeunes éclos » : durant laquelle le tractus génital est non-
différencié chez des animaux de 0,02 a2 0,6 g.

» Phase juvénile : relative a un tractus génital qui s'organise et a une gamétogenése
active. La masse est comprise entre 0,6 et 6,0 g.

» Phase de maturation sexuelle : ou phase subadulte durant laquelle les glandes
annexes femelles se développent. Elle concerne des escargots non bordés (absence
d’épaississement du péristome) de plus de 6 g.

» La phase adulte a croissance nulle : durant laquelle les animaux sont aptes a se
reproduire. 1ls sont alors bordés et pesent entre 6 et 14 g (Besnaci, 2016).

En milieu naturel, la croissance est beaucoup plus longue et dure de 1 a 2 ans selon les

conditions climatiques. La durée de vie en milieu naturel est en moyenne de 3-4 ans (Druart,
2011).

1.1.2. Matériel chimique
Notre matériel chimique correspond a une préparation commerciale des nanoparticules

métalliques a base d’oxyde de fer (Fe203) (figure 08) et de silice (SiO2) (figure 09)

—
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Figure 21: Oxyde fer.

2. Méthodes

Figure 22: Oxyde de silice.

2.1. Conditions d’élevage et application de traitement

Les escargots utilisés dans ce travail sont des juvéniles de poids moyen de (0.84 £+ 0.50g),

collecté dans la région de Guelma (Nord-Est Algérien). Les conditions d’élevage des

escargots sont les suivantes :

— Photopériode de 18h de lumiére/24 avec une température (20 + 2°C).

— Les escargots sont répartis dans des boites en plastique transparentes avec un

couvercle perfore et chaque boite contient une éponge mouillée pour maintenir de

I’humidité.
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— Une boite de pétrie contenant de la nourriture (farine de blé) est placée au fond de la
boite.

— Lesboites sont nettoyées régulierement chaque trois jour (Coeurdassier et al, 2001 ;
Gomot, 1997).

Figure 23 : Mode d’¢levage

Apres 15 jours d’adaptation aux conditions de laboratoire, Les animaux sont traités par
addition de concentrations croissantes de NPs d’oxyde métalliques dans 1’alimentation
(500,1000, 5000,10000, 15000ug/g de farine). Nous avons retenu un lot témoin et 15 lots
traitées par I’oxyde de fer, le dioxyde de silice et leur mixture a raison de 10 escargots par
lot (cing lots pour chaque traitement). Pendant les quatres semaines de traitement, le

nettoyage et le changement de nourriture est effectué chaque trois jours, Tableau (03).

Figure 23: Exposition des escargots Petit-Gris & I’alimentation contaminée.
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Tableau 4: Mode de traitement et doses utilisées

Type de Concentration en pug/g ] Nombre des
_ Numéro de lot o
traitement d’aliment sec escargots traites
Témoin 0 1 (Témoin) 10
500 (Grara et al, 2015) 1 10
) 1000 2 10
Traités par
5000 3 10
I’oxyde de fer
10000 4 10
15000 5 10
500 1 10
) 1000 2 10
Traités par le
) N 5000 3 10
dioxyde de silice
10000 4 10
15000 5 10
_ 500 1 10
Traités par le
1000 2 10
I’oxyde de fer
5000 3 10
et
) - 10000 4 10
dioxyde de silice
15000 5 10

2.2. Mesures des parametres physiologiques

Le parametre étudie est :
Le poids frais de I’escargot (coquille + tissus mous)

Est mesuré a I’aide d’une balance de précision. Cet essai est recommandé pour évaluer
les effets des NPs métalliques (Fe203, SiO>, et leurs mixtures) de fagon hebdomadaire sur les
escargots juvéniles Helix aspersa, avant et pendant la durée du traitement. Les pesées sont

toujours effectuées avant le nettoyage de 1’enceinte d’essai (Grara et al, 2012 a).
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Figure 24: mesure du poids de 1’escargot Helix aspersa.

2.3. Prélévement de ’hémolymphe

Pour étudier les parameétres biochimiques

L’escargot posséde un appareil circulatoire ouvert avec lacunes (hemoceele), formé du
cceur d’ou partent une artére antérieure qui va irriguer la cavité palléale et une artere
postérieure médiane qui se dirige vers les visceres. Le vaisseau antérieur est atteint apres
avoir pratiqué une fenétre dans la coquille, préalablement nettoyée a 1I’eau distillée, au niveau
de ’emplacement du cceur (Letellier, 2010). L’hémolymphe est ensuite prélevée a 1’aide
d’une pipete pasteur. Ainsi environ 300 pl d’hémolymphe est obtenu a partir de chaque
escargot (Ataillia, 2017).
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Figure 25: Prise d’hémolymphe dans I’artére antérieure d’un escargot petit-gris.

2.4. Analyse statistique
Les moyennes + 1’écart type (m+s), avec un niveau significatif de p < 0.05, sont
calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test ‘t’de Student et 1’analyse de la
variance a deux criteres de classification ont permis de mettre en évidence les différences
entre les groupes étudiés au cours des tests effectués sur le poids frais des escargots.
Tous les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement

des données version 13.31.
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Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1. Effets des nanoparticules (Fe203, SiO2, et leurs mixtures) sur I’évolution du poids
moyen
1.1.1. Effet des nanoparticules de dioxyde de silice sur I’évolution du poids moyen des
escargots Helix aspersa en fonction du temps

La figure (25) relative a 1’évolution du poids moyen des escargots Helix aspersa
traités par les NPs d’oxyde de silice ne montre pas une différence significative (P>0,05) chez
les traités par les différentes concentrations par rapport aux témoins pendant les 04 semaines

de traitement.

D’aprés le tableau de 1’analyse de la variance a deux critére de classification (temps,
dose), il ressort un effet temps hautement significative (p<0,01) alors qu’aucun effet dose et

interaction temps/dose n’a été observé (p>0,05).
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Figure 26: Evolution du poids moyen des escargots juvéniles d’Helix aspersa traités par

différentes concentrations des NPs du SiO2en fonction du temps (mz s, n=3).
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Tableau 5: Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, dose) du poids
moyen des escargots juvéniles d’Helix aspersa traités par les NPs de dioxyde de silice

pendant une période de quatre semaine (m % s, n=3).

Temps 4 0.42090 0.10523 4.50 0.003**

Dose 5 0.10090 0.02018 0.86 0.511INS

Interaction Temps/Dose 20 0.06635 0.00332 0.14 1.000 NS
Erreur résiduelle 60 1.40283 0.02338 - -
Totale 89 1.99098 - - -

Ddl : Degré de Liberté ; SCE : Somme des Carrées des Ecarts ; CM : Carré Moyen ; F o : Test de
Fisher ; P : Seuil de Signification (NS p> 0,05 non significative ; “p < 0,05 significative, **p<0,01 hautement

significative, ™"p < 0,001 trés hautement significative).
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1.1.2. Effet des nanoparticules d’oxyde de fer sur I’évolution du poids moyen des
escargots Helix aspersa en fonction du temps

La figure (26) représente les variations du poids moyen des escargots juvéniles
d’Helix aspersa traités par les NPs d’oxyde de fer, 1’analyse statistique montre une
diminution significative du poids moyen chez les escargots traités par les concentrations
10000ug/g avec (p=0.039) et 15000 pg/g avec (p=0.015) a la troisieme semaine, ainsi que
chez les traités par la concentration 5000pug/g avec (p=0,039) a la quatrieme semaine et ce

toujours par rapport aux témoins.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, dose) montre un
effet temps trés hautement significative (p=0,000) et un effet dose significative (p=0,015),

alors qu’aucune interaction temps/dose n’a été observé (p=0,777) (tableau 6).
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S 1,4 -
§ B Témoin
o 1,2
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> m 1000
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[ |
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02 - m 15000ug/g
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Figure 27: Evolution du poids moyen des escargots juvéniles (Helix aspersa) traités par
différentes concentrations de NPs de Fe203 en fonction du temps (m £ s, n=3).

Fkk

* significative (p<0,05), **hautement significative (p < 0,01), ™™ trés hautement significative (p < 0,001)
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Tableau 6: Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, dose) du poids
moyen des escargots juvéniles d’Helix aspersa traités par les NPs d’oxyde de fer pendant

une période de quatre semaine (m £ s, n=3).

Temps 4 067807  0.16952 9.33 0.000 ***
dose 5 028196  0.05639 3.10 0.015 *
Interaction 20 026617  0.01331 0.73 0.777 NS
temps/dose

Erreur résiduelle 60 1.09013 0.01817 - -

Totale 89  2.31633 - = -

Ddl : Degré De Liberté ; SCE : Somme des Carrées des Ecarts ; CM : Carré Moyen ; F o5 : Test de
Fisher ; P : Seuil de Signification (NS p > 0,05 non significative ; *p < 0,05 significative, ** p < 0,01 hautement

significative, ™"p < 0,001 trés hautement significative).
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1.1.3. Effet des mixtures nanométriques sur 1’évolution du poids moyen des escargots
Helix aspersa en fonction du temps

Concernant, 1I’évolution du poids moyen des escargots exposés aux mixtures Figure
(27) nous constatons une diminution significative chez les escargots exposés aux
concentrations 5000ug/g, 10000ug/g et 15000ug/g a la deuxiéme et a la quatriéme semaine
par rapport aux escargots témoins. Cependant a la troisieme semaine de traitement cette
diminution est hautement significative a la concentration 5000ug/g, trés hautement
significative a la concentration 10000ug/g et enfin devient significative a la concentration

15000ug/g et ce par rapport aux escargots témoins.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, dose) montre un
effet temps, dose et une interaction temps/dose trés hautement significative (p < 0,001)
(tableau 7).

H Témoin

B 500pg/g

m 1000pg/g
H 5000ug/g
m 10000pg/g
m 15000ug/g

Poids moyen des escargots en (g)

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

Figure 28: Evolution du poids moyen des escargots juvéniles d’Helix aspersa traités par
différentes concentrations de mixtures nanométrique en fonction du temps (m + s, n=3).
* significative (p<0,05) ; **hautement significative (p<0,01) ; ***treés hautement significative
(p=<0,001)




Résultats et Discussion

Tableau 7: Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, dose) du poids

moyen des escargots juvéniles d’Helix aspersa exposés aux mixtures nanométrique

(dioxyde de silice et oxyde de fer) pendant une période de quatre semaine (m + s, n=3).

temps 4

dose 5
Interaction temps/dose 20
Erreur résiduelle 60
Totale 89

0.96070

0.89487

0.78494

0.79870

3.43920

0.24017

0.17897

0.03925

0.01331

18.04

13.44

2.95

0.000 ***

0.000***

0.001***

Ddl : Degré De Liberté ; SCE : Somme des Carrées des Ecarts ; CM : Carré Moyen ; F o5 : Test de

Fisher ; P: Seuil de Signification (NS p > 0,05 non significative ; *p < 0,05 significative, ** p < 0,01 hautement

significative, ™"p < 0,001 trés hautement significative).
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2. Discussion

La santé environnementale a toujours été menacée par la bioaccumulation des
polluants dans I’écosystéme terrestre, affectant sa qualité et sa sécurité (Carbone et Faggio,
2019). La majorité de ces polluants sont toxique et difficilement biodégradables. Leur
utilisation excessive peut entrainer des risques et quelques fois des conséquences néfastes

pour I’environnement (Ait-Hamlet et al, 2019).

L’¢tude de la réponse biologique des organismes vivants aux divers polluants,
présente dans 1’environnement, constitue un outil de diagnostic qui peut jouer de systéme
d’alarme d’une contamination (Chabanchaouche, 2017).Plusieurs expériences a été réaliser
sur des animaux pour determiner la toxicité des polluants, cette raison tous les études sur
les bioindicateurs convergent vers I’idée que les gastéropodes dont les escargots sont des
excellents modeéle biologique pour toutes les études toxicologique d’un milieu (Boucenna,
2010). Dans notre étude, nous avons choisi un matériel biologique 1’escargot petit-gris Helix
aspersa connu comme un bioindicateur efficace et susceptible de fournir une réponse
précoce sur la toxicité et/ou a ’adaptation des escargots aprés une exposition a des

conditions controlées.

Notre travail de recherche s’intéresse a I’effet des nanoparticules métalliques Fe203,
SiO2 et de leurs mixtures sur 1I’évolution du poids moyen des escargots juveniles Helix
aspersa, exposés a des concentrations croissantes de ces molécules nanométrique (500,
1000, 5000,10000 et 15000 ug/g) par voie digestive pendant une durée de quatre semaines.
D’apres les résultats obtenus, le poids moyen des escargots Helix aspersa ne semble pas
affecté par les NPs de dioxyde de silice durant les quatre semaines de traitement. Alors
qu’une diminution du poids moyen est notée dés la troisiéme semaine chez les traités par les
NPs d’oxyde de fer et a partir de la deuxieme semaine chez les escargots exposés aux
mixtures particulierement aux plus fortes concentrations pour les deux types de traitement

par rapport aux témoins.

Cette perte de poids peut étre due a la réduction de la consommation alimentaire que
nous avons constatée particulierement chez les animaux exposés aux fortes concentrations
d’oxyde de fer et des mixtures par rapport aux témoins. Bendokhane et al, (2013) donnent
les mémes explications sur la diminution de la masse corporelle chez les animaux traités par
les différentes concentrations des nanoparticules métallique (ZnO, Fe;O3 et Al,O3). Mais
selon les études de Besnaci, 2016 la diminution de la consommation alimentaire chez les

—
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traitées par des concentrations croissantes de nono-oxyde de fer, pourrait s’expliquer par le
fait que ces animaux sont capables de réguler la quantité de métaux dans leur masse
corporelle par conséquence a une diminution de la consommation alimentaire aux fortes
doses des nanoparticules. En outre les travaux de Salmi, 2018montrent que la diminution de
la masse corporelle chez les animaux traités par les différentes concentrations de CdSe, de
Novaluron et de leur mixture constitue un premier indice de toxicité. Djatita en 2019
explique aussi la diminution de poids moyen des escargots traités par I’herbicide Cossack
P©D) surtout aux plus fortes concentrations par rapport aux témoins par la répulsion de la

nourriture et I’inhibition de la synthése de I’hormone de croissance.

Les résultats de notre étude sont similaires a celle trouvés par Grara et al, (2015) qui
ont révélé une diminution de la masse corporelle chez les animaux traités par les différentes
concentrations de NPs de ZnO. Ainsi que les travaux de Chabanechaouche, (2017). Ont
observeé apres la période de traitement, une perte de poids chez les escargots sous I’effet des

pesticides Methonate, Aceplan, Glyphosate par rapport aux escargots témoins.

De méme, Ait-Hamlet et al (2019). a détecté un changement physiologique chez les
escargots : Helix aspersa traités par ingestion de thiaméthoxame, detéfluthrine et de leurs
mixtures. Les travaux de Belhaouchet (2012). Sur la toxicité de Spinosad chez les escargots

Helix aspersa ont dans le méme sens de nos résultats.
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Conclusion

Les nanoparticules d'oxyde métalliques ont attiré beaucoup d'attention en raison de
leur grand potentiel dans plusieurs applications cliniques biomédicales et in vivo. Malgré la
large gamme d'applications, il y a un grave manque d’informations sur l'impact toxique de

ces nanoparticules sur les humains et I’environnement.

Aujourd’hui, de nombreuses €études de ces particules sont mise en évidence sur des
animaux pour la connaissance réelle de la toxicité des nanoparticules métalliques, parmi ces
derniers les gastéropodes terrestres, sont connus par leur pouvoir accumulateur et peuvent
répondre a la pollution d’une manicre sensible et mesurable, ils sont donc employés comme

des sentinelles de la pollution environnementale dans les sols.

Cette étude montre 1’intérét de 1’Helix aspersa comme espéce modéle de gastéropodes
pulmoné terrestre pour 1’évaluation de la toxicité des nanoparticules d’oxyde métalliques a

travers des biotests au laboratoire.

On peut conclure, que 1’espéce Helix aspersa est sensible a la présence des
nanoparticules métalliques d’oxyde de fer, de dioxyde de silice et de leurs mixtures et cette
sensibilité se manifeste par une perturbation de 1’évolution du poids moyen chez les

escargots exposés aux plus fortes doses de NPs d’oxyde de fer et les mixtures.
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Perspective

En vue de compléter notre travail il serait important d’étudiées :

*0

¢ Toxicité chronique des NPs de puits le stade juvénile jusqu’au stade adulte.

+«+ Dosage biochimique et enzymatique au niveau de I’hémolymphe.

X/
L %4

Effets subcellulaire par le suivi des mitochondries.

X/
L %4

La charge électrique au niveau du cceur.
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