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Résume

Résumé

Dans le but d’étudier les effets toxiques de deux molécules nanométriques a base d’oxyde
de fer (Fe,0s), de dioxyde de silice (Si0;) et de leurs mixture (Fe,O3+Si0;) sur des organismes bio
accumulateurs et bio indicateurs de pollution de I’environnement terrestre 1’escargot Helix aspersa,
pendant une phase compléete de leur cycle de vie c’est la phase embryonnaire, nous avons effectué
un travail de recherche au sein du laboratoire de toxicologie par le suivie de développement des
ceufs des témoins et des traités avec des concentrations croissantes de ces deux molécules
nanométriques et leurs mixture (0.5mg/ml, Img/ml, Smg/ml, 10mg/ml, 15mg/ml) dés le premier
jour de la ponte jusqu’a 1’éclosion. Dans ce cadre nos observations sont basées sur la forme des

ceufs, la couleur de la coquille et les retards d’éclosion.

Les résultats obtenus mettent en évidence une sensibilité de la phase embryonnaire vis-a-vis
les nanoparticules d’oxydes métalliques (Fe,O3, SiO; et leurs mixture), cette sensibilité se manifeste
d’un c6té chez les traités avec les différentes concentrations des molécules nanométriques par des
déformations de la membrane de I’ceuf et une accumulation des molécules a 1’arrieére de la coquille
et d’un autre coté par un retard d’éclosion observé chez les ceufs traités avec les concentrations les
plus élevé des nanoparticules de Fe,Os et SiO,,mais chez les ceufs traités avec les différentes

concentrations de la mixture est bien marqué.

Mots clés : Nanoparticules, Oxyde de fer, Dioxyde de silice, Helix Aspersa, Bioaccumulation,

embryotoxicité, éclosion.



Abstract

Abstract

With the aim of studying the toxic effects of two nanometric molecules based on iron oxide
(Fe,03), silica dioxide (Si0;) and their mixture (Fe,O; + SiO,) on bio accumulators and
bioindicators of pollution terrestrial environment snail Helix aspersa, during a complete phase of
their life cycle it is the embryonic phase, we carried out a research work in the laboratory of
toxicology by the follow-up development of the eggs of the witnesses and treated with increasing
concentrations of these two nanoscale molecules and their mixture (0.5mg / ml, Img / ml, Smg / ml,
10mg / ml, 150mg / ml) from the first day of egg-laying to hatching. In this frame our observations
are based on the shape of the eggs, the color of the shell and the delays of hatching.

The results show a sensitivity of the embryonic phase vis-a-vis the nanoparticles of metal
oxides (Fe203, Si02 and their mixture), this sensitivity is manifested on the one hand in the treated
with the different concentrations of the nanometric molecules by deformations of the egg membrane
and accumulation of molecules at the back of the shell and, on the other hand, by a delayed hatching
observed in eggs treated with the highest concentrations of Fe203 and SiO2 nanoparticles , but in

eggs treated with different concentrations of the mixture is well marked.

Key words: Nanoparticles, Iron Oxide, Silicon Dioxide, Helix Aspersa, Bioaccumulation,

Embryotoxicity, Outbreak.
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Introduction

Le développement des nanomatériaux et leur emploi a I’échelle industrielle sont en plein
essor depuis une dizaine d’années. En effet, les propriétés physico-chimiques de ces matériaux
permettent leur utilisation pour des applications variées, allant de la fabrication de produits
alimentaires ou cosmétiques, au développement d’outils pour I’électronique ou encore les sciences
biomédicales. Parmi ces matériaux, les nanoparticules de métaux et d’oxydes métalliques suscitent
de plus en plus d’intérét (Sarah, 2013). De plus, [’utilisation industrielle de nanoparticules
entraine €galement la production de déchets dont la libération dans I’environnement pourrait
s’avérer difficile a contrdler, et dont les conséquences sont pour I’instant mal connues (Sarah,
2013). Dans le domaine environnemental, les nanoparticules sont des objets prometteurs capables
d’apporter des solutions a un grand nombre de problémes comme la dépollution des eaux profondes

(Lowry et Johnson, 2004) et des sols (Wei-xian et al., 2003).

En raison de leur introduction potentielle dans le sol, ainsi que le milieu aquatique,
l'inclusion d'un ensemble de tests d'écotoxicité dans la caractérisation des risques des NPs est
nécessaire. Récemment, plusieurs chercheurs ont mis l'accent sur 1’étude de leurs impacts sur
les organismes terrestre (Scott-Fordsmand et al., 2008; Hu et al., 2010; Unrine et al, 2010 a;
b; Lapied et al, 2010) particulierement les mollusques gastéropodes terrestre sont treés souvent
utilisés comme organismes révélant la contamination des milieux (Vaufleury et al, 2013).
Ainsi que la position des escargots dans les réseaux trophiques favorise leur role potentiel de
vecteur de contaminants biologiques et chimiques et ils sont considérés comme bioaccumulateurs

et bioindicateurs de pollution (Grara et al., 2012).

L’objectif de ce travail vise a évaluer 1’embryotoxicité des nanoparticules d’oxydes
métalliques (Fe,O3, SiO; et de leurs mixture) chez un bioindicateur de pollution, I’escargot Helix

aspersa par le suivi de 1’aspect des ceufs.
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1. Définitions
1.1. Nanosciences

Les nanosciences étudient les propriétés des objets de taille inférieure a quelques
centaines de nanomeétres (nm). Elles s’intéressent a I’étude des phénomenes et manipulation de
matériaux a 1’échelle atomique, moléculaire et macromoléculaire, ou les propriétés (physico-
chimiques) différent sensiblement de celles qui prévalent a une plus grande échelle (Desforges,

2004).
1.2. Nanotechnologie

Les nanotechnologies constituent un champ de recherche et de développement
multidisciplinaire qui repose sur la connaissance et la maitrise de I’infiniment petit. Elles
regroupent, plus précisément, I’ensemble des techniques qui permettent de fabriquer, de manipuler

et de caractériser la matiére a 1’échelle nanométrique (Monfort et Lecomte, 2008).
1.3. Nanoparticule

Une nanoparticule est un assemblage de quelques centaines a quelques milliers d'atomes,
formant un objet de taille nanométrique (1 a 100 nm). Cette définition exclut donc les objets dont la
plus petite dimension est comprise entre 100 et 1000 nm. Ces nanoparticules, bien que de taille
nanométrique, sont désignées comme submicrométriques. A titre de comparaison avec les structures
organiques naturelles, les nanoparticules se situent principalement dans la gamme de taille

correspondant aux protéines (Ungeller, 2005).
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Figure 01: Gamme de tailles des nanoparticules comparées a celles des principales structures

chimiques et biologiques (Ungeller, 2005).
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2. Sources des nanoparticules
On distingue troi :
2.1. Source naturelle

Les nanoparticules d’origine naturelle résultant essentiellement de phénomeénes de
nucléation et de condensation des gaz et de vapeurs dans 1’atmospheére (des éruptions volcaniques,
des aérosols marins, de 1’érosion des sols et des feux de foréts) (Jankowsda et Lukaszewsda,

2013).
2.2. Source anthropique

Les nanoparticules d’origine anthropogénique non-intentionnelle issues des procédés
chauds tels que le soudage ou encore de la combustion des moteurs (Jankowsda et Lukaszewsda,

2013).
2.3. Source anthropogénique
Les nanoparticules d’origine anthropogénique intentionnelle ou nanoparticules
manufacturées (Jankowsda et Lukaszewsda, 2013).
3. Procédés d’élaboration des nanomatériaux
On distingue deux voies de production des nano-objets :

3.1. La voie ascendante « bottom-up » permet d’assembler la matiére atome par atome,
pour construire des molécules (Ayed, 2007).

3.2. La voie descendante « top-down » consiste a fractionner un matériau classique jusqu’a
obtenir la dimension voulue. Ainsi dans le secteur de 1’électronique, se sont développés, par
miniaturisation, d’abord des composants micrométriques, puis des composants nanométriques

(Ayed, 2007).
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Figure 02: Approche ascendante et approche descendante (Ayed, 2007).

4. Types des nanoparticules

11 existe deux types des nanoparticules :
4.1. Nanoparticules organiques

4.1.1. Les polymeres organiques

De nombreux polymeéres organiques courants peuvent étre produits dans des
dimensions nanométriques. Le chlorure de polyvinyle ou le latex ainsi produits, par exemple,
peuvent étre, dans certaines conditions, solubilisés ou modifiés chimiquement. Compte tenu qu’ils
peuvent étre congus hydrophiles ou hydrophobes, leur utilisation peut étre trés diversifiée. Avec
différents groupements réactifs de surface, on peut utiliser abondamment dans le domaine médical
et biomédical comme moyen d’acheminer les médicaments, dans les thérapies, pour des bio-essais
ou encore comme agent de contraste en imagerie (Tomalia, 2004; Icon, 2008). Dans le passé, ils
sont utilisés comme encre, comme agent de chélation métallique dans les résines échangeuses
d’ions, dans les recouvrements, les cosmétiques ou encore comme modificateur de viscosité ou

comme agent de réhabilitation environnementale (Icon, 2008).
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4.1.2. Nanoparticules d’inspiration biologique

Les NPs d’inspiration biologique sont treés diversifiées mais regroupent normalement
des structures dans lesquelles une substance biologique est encapsulée, emprisonnée ou absorbée a
la surface. Ces structures, largement étudiées dans le domaine médical et pharmacologique (Icon,

2008; Hansen, 2009).
4.2. Nanoparticules inorganiques
4.2.1. Les points quantiques

Les points quantiques sont typiquement composés de combinaisons d’¢léments des
groupes Il et IV ou des groupes III et V du tableau périodique. Ils ont été ¢laborés sous forme de
semi-conducteurs, d’isolants, de métaux, de matériaux magnétiques ou d’oxydes métalliques. Le
nombre d’atomes des points quantiques peuvent varier de 1000 a 100 000 atomes (Aitken et al.,
2004). La flexibilit¢ des points quantiques et les propriétés optiques associées permettent
d’envisager des applications dans des domaines tel le codage optique multi-couleurs dans 1’étude
d’expression génétique, dans des écrans a haute résolution et a haute vitesse et en imagerie
médicale. Plusieurs points quantiques sont modifiés afin d’en produire des vecteurs de

médicaments, des outils diagnostics ou des piles solaires non-organiques (Akerman et al., 2002;

Michalet et al., 2005).
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Figure 03: Représentation schématique et visuelle d’un point quantique (Aitken et al., 2004).

4.2.2. Les métaux

La majorité des métaux ont ét¢ ou peuvent étre produits dans des dimensions
nanométriques. Parmi ceux-ci, les NPs d’or sont particulierement étudiées et démontrent un spectre
de résonance optique dans le visible qui est sensible aux conditions environnementales, a la taille et
a la forme des NPs. Leurs propriétés uniques permettent d’envisager une série d’applications,

notamment comme marqueur optique pour le diagnostic médical ou comme agent de traitement
5
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contre le cancer. L’argent nanométrique est aussi produit en bonne quantité et il est utilisé surtout
pour ses propriétés antimicrobiennes (Icon, 2008; Hansen, 2009). Le platine, le palladium et le
rhodium nanométriques sont utilisés dans les convertisseurs catalytiques. Le fer, le nickel et le
cobalt comme catalyseurs notamment pour la synthése de nanomatériaux carbonés, 1’aluminium
comme combustible, le fer comme métal dopant et le cuivre en ¢lectronique. Des nanofils
métalliques d’or, de cuivre, de silicium, de cobalt, capables d’étre conducteurs ou semi-conducteurs
électriques, ont également été mis au point et pourraient étre utilisés pour le transport des électrons
en nanoé¢lectronique. Enfin, d’autres nanofils ont été élaborés a base de différents métaux, oxydes,
sulfures et nitrures. La composition du cceur des nanoparticules est trés variée : il peut s’agir

d’assemblages organiques ou inorganiques (C. Kumar, 2006).
4.2.3. Les oxydes métalliques

Plusieurs oxydes métalliques de dimensions nanométriques ont été créés mais les plus
courants, car produits a grande échelle, sont probablement la silice, ’oxyde de titane et I’oxyde de
zinc. 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 (Si02), des crémes solaires (TiO2,
Zn0) et de pigments pour la peinture (TiO2). D’autres oxydes métalliques sont ¢galement produits
dont les oxydes de cérium, de fer, de cuivre, de zirconium, d’aluminium, de nickel, d’antimoine, de

baryum, de manganese de méme que des nano-argiles (Icon, 2008).
5. Domaines d’utilisation des nanoparticules

Les nanotechnologies trouvent de nombreux domaines d’application, depuis les années
90, les nanoparticules sont utilisées dans trés nombreux domaines : ¢€lectronique, revétement,
textiles, article de sport, cosmétique, pharmaceutiques, agroalimentaire, automobiles, chimie,

optique, etc. Aujourd’hui elles sont présentes dans plus d’un millier de produits (Monfort, 2008).
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Nanoparticules : Applications
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Figure 04 : Quelques applications des nanoparticules (Monfort, 2008).

5.1. Dans les cosmétiques

Les nanoparticules sont utilisées dans les produits cosmétiques : dans les rouge a lévres
pour améliorer leur tenue, dans les parfums pour intensifier leur arome, dans les crémes hydratantes
pour qu’elles soient fluides, dans les dentifrices pour les rendre plus épais, etc.

Avant, les industriels de cosmétique utilisaient des microparticules de poudre de silice
ou de fer dans les crémes solaire pour réfléchir les UV. L’inconvénient, c¢’est que ces crémes solaire
¢taient difficiles a étaler et laissaient des traces blanches sur la peau. Pour pallier a ce probléme,
certaines marques utilisent le dioxyde de fer et I’oxyde de silice sous forme de nanoparticules.
Grace a leur petite taille, ils conferent la fluidité et la bonne tenue aux crémes solaires, et ne laissent

plus de traces blanches sur la peau (Ostiguy et al., 2008).
5.2. Dans ’alimentation

Les nanoparticules sont également présentes dans notre alimentation. Elles peuvent
modifier la couleur, I’odeur, le gout, la fluidité, la texture, la conservation, leur tracabilité et leur
recyclage. Par exemple, les nanoparticules d’oxyde de silice(E5551) améliorent les émulsions. Elles
sont ajoutées dans le sel, les soupes, les laits, le chocolat, les crémes en poudre. Quant au dioxyde
de titane sous forme nano il est utilisée comme agent blanchissant, pour le glacage, mais aussi pour
I’emballage de bonbon afin d’empécher 1’oxygeéne et I’humidité d’altérer le produit et ainsi

accroitre sa durée de conservation (Bazzi, 2002).
5.3. Dans les vétements

L’industrie textile recourt parfois aux nanotechnologies pour améliorer ses produits
(propriétés thermiques, anti-plis) et leur résistance a I’eau, au feu ou a I’abrasion. C’est le cas de

7
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certains vétements de sport et de certaines chaussettes dont des nanoparticules métalliques, 1’argent
notamment, sont intégrées aux fibres afin de donner des propriétés bactéricides au tissu et de lutter

contre les mauvaises odeurs (Deckers, 2008).
5.4. Dans le domaine médical

Dans ce domaine, les nanotechnologies ont permis de grandes innovations telles que
I’¢laboration de nouveaux types de prothéses plus résistantes mais aussi biocompatibles. La
médecine actuelle fonde donc d’immenses espoirs dans les applications des nanotechnologies,
notamment pour le traitement du cancer, en permettant de trouver une alternative a la
chimiothérapie, lourde et éprouvante (Johnston et al., 2009).

En 2012, des chercheurs britanniques ont mis au point un test a base des nanoparticules
d’or qui permet de dépistée a I’ceil nu les premieres stades d’une maladie ou d’une infection,

comme le cancer de la prostate ou le VIH (Johnston et al., 2009).
5.5. Dans le domaine environnemental

Dans le domaine environnemental, les nanoparticules manufacturées sont des objets
prometteurs capables d’apporter des solutions a un grand nombre de problémes comme la
dépollution des eaux profondes (Lowry et al., 2004) et des sols (Wei-xian et al., 2003), le
traitement des eaux de consommation (Ngomsik et al, 2005), le controle de la pollution (Racuciu
et al., 2009) ou encore le recyclage des déchets. Dans ces applications, les nanoparticules sont
utilisées en tant que membranes nanostructurées et sous forme de suspensions liquides pour la

dépollution des eaux profondes (Wei-Xian et al., 2003; Lowry et al., 2004).
5.6. Dans d’autres domaines d’applications

Les nanoparticules sont également utilisées pour booster les performances des lecteurs
de DVD, des pneus de voitures, des raquettes des tennis, des machines a laver,... etc. Les
industriels pharmaceutiques les exploitent aussi comme vecteurs pour transporter les principes
actifs des médicaments vers les cellules cibles (Vetrone et al., 2009).

Depuis le ler janvier 2013, les fabriquant sont obligées de déclarer I’identité, les
quantités, et les usages des substances a 1’état nano-particulaire produites, distribuées ou importées
en France. Cela permettra de mieux connaitre les substances mises sur le marché (Vetrone et al.,

2009).
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6. Les Effets des nanoparticules
6.1. Effets sur ’Homme
6.1.1. Voies d’entrée dans I’organisme

L’Homme peut entrer en contact avec les nanoparticules de trois fagons : en les
touchant (voie cutanée), en les ingérant (voie digestive) ou en les respirant (voie respiratoire). Cette
derniére est probablement la plus conséquente et donc la plus étudiée (Hillyer et Albrecht, 2001;
Win and Feng, 2005).

Les nanomatériaux peuvent franchir des barricres cellulaires telles que la peau, c’est le
cas de ceux que I’on peut trouver dans les crémes solaires. Les barrieres cellulaires seront plus ou
moins faciles a franchir en fonction de I’environnement dans lequel la personne se trouve (taux
d’humidité, température, pression, etc.) ainsi que 1’état dans lequel se trouve sa peau (Ostiguy et
al., 2006).

La voie respiratoire est la voie privilégiée en exposition directe, certains nanomatériaux
par leurs propriétés physiques (nanotubes de carbone) peuvent, s’ils sont inhalés, pénétrer en
profondeur dans les poumons (Hillyer et Albrecht, 2001).

La voie indirecte d’exposition aux nanomatériaux est la voie digestive. Il est possible
d’étre confronté aux nanomatériaux lorsque 1’on mange ou I’on boit des aliments contaminés

(Ostiguyet al., 2006).
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Figure 05 : Différentes voies d’entrée des nanoparticules dans I’organisme (Ostiguy et al., 2006).

9



Chapitre I : Syntheése Bibliographique

6.1.2. Effets sur la santé humaine

6.1.2.1. Effet direct des nanoparticules

Les recherches restent des études sur des modeles biologiques alternatives et ne
représentent pas forcément la réalité¢ des effets sur I’homme. Elles montrent que les nanoparticules
peuvent étre responsables de pathologies, principalement au niveau des organes directement
exposés mais aussi dans tous les autres organes. Cependant, il faut noter que la nature et I’intensité
des effets dépendent des caractéristiques des nanoparticules. De plus les études sont la plupart du
temps réalisées avec de fortes concentrations en nanoparticules (Ostiguy et al., 2008). Enfin a
I’heure actuelle, il manque beaucoup d’informations pour pouvoir établir une liste exhaustive des
effets des nanoparticules manufacturées sur la santé humaine en fonction de leur nature et/ou de

leurs caractéristiques (Ostiguy et al., 2006).
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Figure 06 : Principaux effets des nanoparticules sur la santé humaine décrivent dans la littérature

(Ostiguy et al., 2008).

6.1.2.2. Effet indirect des nanoparticules

» Induction du stress oxydant

Les molécules nanométriques peuvent également avoir des effets moléculaires
indirects dus a la production importante de formes réactives de 1’oxygeéne (ROS) qui sont
potentiellement préjudiciables pour I’intégrité de certains compartiments cellulaires. Le stress
oxydant correspond a I’ensemble des effets néfastes liés aux formes réactives de 1’oxygene (ROS).

Les ROS dérivent de I’oxygene moléculaire (O,) par réduction électronique univalente (radical

10
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superoxyde O,e-), divalente (peroxyde d’hydrogene H,O,) ou trivalente (radical hydroxyde OHe)
(Aust et Thomas, 1985).

6.2. Effets sur I’environnement

L'intensification des activités humaines, notamment industrielles et agricoles et la
consommation croissante de 1'énergie fossile ont contribué¢ au cours de ces dernieres décennies a la
contamination des agro-écosystémes par les nanoparticules métalliques (Chabicovsky et al., 2014).
Ces derniers représentent un groupe hétérogeéne d'éléments chimiques. Certains d'entre eux, comme
le fer et le cuivre, sont considérés comme essentiels pour la nutrition et les activités métaboliques de
I'organisme vivant, tandis que d'autres, tels que le silicium, ne sont jusqu'a présent pas reconnus

comme remplissant une fonction chez les étres vivants (Yang et al., 2005; Zhang et al., 2010).
> Voies de contamination de ’environnement

Peu d’étude ont été publiées sur la contamination, le devenir et la stabilité¢ des
nanoparticules manufacturées dans 1’environnement. Récemment une modélisation du devenir des
nanoparticules dans I’environnement a été réalisée (Notten et al., 2006).

La contamination des milieux solide et aquatique par les métaux provoque
I’accumulation de ces derniers dans les plantes, via un transfert sol-plante et chez les humains et les
animaux, a travers la chaine alimentaire (Khan et al, 2005; Khan et al, 2008). L’accumulation
des métaux sous forme nanométrique chez les humains et les animaux induit des mutations au
niveau de I’ADN, en donnant naissance a différents types de cancers (Yang et al., 2005), ainsi
qu'un retard dans la croissance et une inhibition des métabolismes cellulaires. Par exemple,
I’arsenate dissodium (I’analogue chimique du phosphate) inhibe la phosphorylation oxydative alors
que le plomb se lie aux groupements prosthétiques et inhibe la formation du complexe de I’héme
(Schroder et al., 2009).

Le risque majeur des nanoparticules métalliques est leurs persistances pour une longue
durée. Par exemple, la silice est retenue dans le sol de 150 a 5000 ans et garde une concentration
¢levée pour plus de 150 ans dans le sol apres contamination (Yang et al., 2005). L’effet commun de
tous les nanoparticules métalliques est la production des especes réactives d’oxygene (Zhang et al.,

2010).
7. Les Nanoparticules d’oxydes métalliques

Plusieurs oxydes métalliques de dimensions nanométriques ont été créés mais les plus
courants, car produits a grande échelle, sont probablement la silice, ’oxyde de titane et ’oxyde de

zinc. Ils sont utilisés tels quels ou enrobés, principalement dans le domaine de la rhéologie, des
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plastiques et du caoutchouc en tant qu’agents actifs et d’additifs (SiO2), des crémes solaires (TiO2,
ZnO) et de pigments pour la peinture (Ti02).

D’autres oxydes métalliques sont également produits dont les oxydes de cérium, de fer,
de cuivre, de zirconium, d’aluminium, de nickel, d’antimoine, d’yttrium, de baryum, de manganése

de méme que des nano-argiles (Ung, 2005).
7.1. Les Nanoparticule d'oxyde de fer
7.1.1. Généralités

Les oxydes de fer sont trés répandus dans la nature. On les trouve dans la crolte
terrestre (roche, minerai), dans l’eau (érosion par l’eau, riviéres ...) et dans les organismes
biologiques (corps humain, animaux, plantes). Ils ont été utilisés trés tot par ’homme : déja, au
temps de la préhistoire, les peintures rupestres contenaient des pigments d’oxydes de fer (Wei et al.,
2009).

Ensuite, ils ont été utilisés dans d’autres domaines (physique-chimie-biologie). Les
composés du fer ont beaucoup d’applications. Les pigments contenant de 1’oxyde de fer sont
employés dans les enduits et comme colorants dans la céramique, le verre, les plastiques, le
caoutchouc etc. Il existe 16 oxydes de fer que 1’on peut classer en deux catégories : les hydroxydes

et les oxydes (Bulpitt et Aeschlimann, 1999).
7.1.2. Les Propriétés
7.1.2.1. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des oxydes de fer (hématite, magnétite et

maghémite) a 1’état massif sont rassemblées dans le (Tableau 01).

Tableau 01 : Propriétés physico-chimiques des oxydes de fer (Cornell et Schwertmann, 2003).

Oxyde de fer Couleur Masse molaire Température de Masse volumique
(g.mol™) fusion (°C) (kg.m™)
Hématite Rouge a noir 160 1350 5260
Magnétite noir 232 1583-1597 5180
Maghémite marron 160 - 4870

7.1.2.2. Propriétés structurales

La structure cristalline de I’hématite est de type rhomboédrique. Elle est constituée par
des ions oxygéne occupant un arrangement hexagonal (ABAB) avec des ions Fe’" occupant des
sites octaédriques (Figure 07). Les paramétres de maille de I’hématite sont a = 5,034 A et ¢ = 13,75

A (Teja et Koh, 2009).
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Y e

Figure 07 : Structure cristalline de I’hématite (Cudennec et Lecerf, 2005).

7.1.3. Domaine d’utilisation
7.1.3.1. Applications biomédicales

Dans les applications biomédicales, la taille et les propriétés physico-chimiques des
nano-oxydes de fer sont importantes car cela peut fortement affecter le temps de résidences des
nanoparticules dans le sang et leur biodisponibilité (Zheng et al., 2008).

Généralement, afin de limiter 1’adsorption de protéines et de prolonger le temps de
résidence des particules dans les organismes, les nano-oxydes de fer sont enrobées de molécules
organiques. Cet enrobage a pour but de fonctionnaliser les nano-oxydes afin de les rendre
reconnaissables par les cellules cibles uniquement. Ainsi, il a été démontré sur des rat (Cimato et
al., 2004), que des nanoparticules magnétiques étaient capables de délivrer des substances
médicamenteuses directement dans des tumeurs cérébrales (Cimato et al., 2004).

Celiule avec des
nécepleurs spécifiques

MNano-oxyde

_ - _
o ? e
O— O — —eo( e

Nano-oxyde de Fe
fonctionnalisé

Nanoparticules reconnues
par les cellules ciblas

Figure 08 : Schéma illustrant la fonctionnalisation des nano-oxydes de fer et leur reconnaissance

par des cellules cibles (Cimato et al., 2004)
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7.1.3.2. Applications catalytiques

De nombreuses recherches portent sur 1’utilisation de nanoparticules d’oxyde de fer
(magnétite, maghémite et hématite) comme catalyseur dans plusieurs réactions chimiques en raison
de leur grande réactivité de surface. Ces nanoparticules sont utilisées dans le procédé Fischer
Tropsch et les procédés d’oxydation des alcools, du formaldéhyde, du CO et des particules de suie
produites par les véhicules a moteur diesel (Mahajan et al., 2003 ; Khedr et al., 2006 ; Li et al.,
2008 ; Xue et al., 2009 ; Zhang et al., 2009 ; Wagloehner et al., 2014, Shaikh et al., 2014, Tu et
al., 2015).

7.1.3.3. Applications décoratives et cosmétiques

Les nanoparticules d’oxyde de fer (magnétite et hématite) offrent un pouvoir de
coloration élevé. Elles sont donc souvent utilisées dans la synthése de pigments pour la peinture de
céramique (Sreeram et al., 2006 ; Dengxin et al., 2008 ; Pailhé et al., 2008 ; Fouda et al., 2012 ;
Shen et al, 2013 ;Mufti et al., 2014). Les nanoparticules d’hématite ont également montré une
efficacité¢ dans les produits cosmétiques comme dans les crémes solaires (Truffault et al., 2010,

Piccirillo et al., 2014).
7.1.3.4. Applications environnementales

Les nanoparticules sont également utilisées sous forme de suspensions liquides pour la
dépollution des eaux profondes. C’est le cas des nanoparticules de fer métal qui sont injectées dans
des aquiferes situés en sous-sols de sites pollués américains. Grace a leurs propriétés catalytiques,
elles convertissent certains contaminants organiques en composés non toxiques. Les suspensions de
nano-oxydes de fer sont également étudiées pour le traitement des eaux de surface et des effluents

(Auffan et al., 2007).

2 Usine de traitement
¥ des eaux de surface

Arsenic

B RS e
: 1;'.!03; .
b B e

o s * Nano-adsorbants

e

Figure 09: Différentes utilisations des nanoparticules manufacturées dans les applications

environnementales (Lowry et al., 2004).
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7.1.4. Les effets toxiques

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 (Grazyna et al., 2009). Dans la plupart de
leurs applications, les nanoparticules d’oxyde de fer sont en contact avec les cellules voire le milieu
intracellulaire. C’est notamment le cas des nanoparticules de magnétite dont la toxicité vis-a-vis des
cellules humaines a ét¢é démontré (Anonyme, 2010). Les nanoparticules d’oxyde de fer utilisées a
des fins biomédicales (Elsaesser et Howard, 2011) sont généralement fonctionnalisées en surface
via (http://www.sciencedirect.com; Jean et al, 2005; Parak et al, 2003). Le greffage de
composés organiques (http://www.sciencedirect.com; Jean et al, 2005; Parak et al,
2003).Cette couche organique limite les contacts directs entre le fer des nanoparticules et les
composants cellulaires. les nanoparticules peuvent étre internalisées ou adsorbées en surface des

cellules et induire des effets toxiques (Helixe et al., 1998).

1= Stabilité colloidale et
propriélés de surface

‘ nH
force ionigue

3- Interactions avec les
organismes vivants
2- Interactions avec la matiare
arganique el minérale
L

arganigue
o

Cytotaxicité / Génotoxicite

Figure 10 : Les différentes interactions d’oxyde de fer (Grazyna et al., 2009).

7.2. Les nanoparticules de silice

7.2.1. Généralité

La silice est la forme naturelle de dioxyde de silicium (SiO2), elle entre dans la
composition de nombreux minéraux et représente de ce fait 75% de 1’écorce terrestre. Elle existe
sous deux formes cristallines et amorphes. Les silices amorphes peuvent étre divisées en 2

catégories, les silices naturelles (terre de diatomée) et les silices fabriquées intentionnellement (les
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silices amorphes synthétiques). Les silices amorphes synthétiques ont de nombreuses applications
industrielles. Ils peuvent étre utilisées comme agents de renforcement ou épaississants dans divers
systémes (€lastomeres, résines, peintures et encres) ou dans la clarification de la bicre et du vin, ils
entrent dans la composition de nombreux produits de consommation tels que les produits

cosmétiques, pharmaceutiques et les pates dentifrices (Barbé et al., 2004).
7.2.2. Les domaines d’utilisation
7.2.2.1. Application médicale

Concernant les applications médicales, les nanoparticules de silice sont actuellement
¢tudiées pour leurs applications en imagerie mais aussi en thérapie en les utilisant comme agent de

vectorisation (Watson et al., 2014; Amoudru, 1991; Nelson et al., 2010).
7.2.2.2. Application alimentaire

La silice est utilisée en alimentaire pour différentes propriétés. Elle peut étre
employée par exemple comme antiagglomérant ou modificateur de viscosité pour la sauce tomate,
mais aussi les sauces vinaigrées. Cet additif est autorisé et employé depuis plusieurs dizaines
d’années. Il existe plus d’une quarantaine de produits nanosilice commerciaux ayant la fonction
d'agent antiagglomérant ou encore d’agent fluidisant dans différentes applications alimentaire (Xie

etal., 2010).
7.2.2.3. Autre application

Les applications de la silice sont nombreuses, on la retrouve par exemple dans les

semelles de chaussures, les pneumatiques et le papier (Lahmani et al., 2009).
7.2.3. Les effets toxiques

Les nanoparticules de silice peuvent induire une toxicité au niveau cellulaire suite a une
exposition par différentes voies. Elles peuvent entrainer des dommages membranaires (Borm et al.,
2006) qui se traduit par des modifications morphologiques (http://www.sciencedirect.com) et
ultra-structurales (Barnes et al., 2008).

De nombreuses études indiquent qu’une exposition a des particules de silice provoque
un stress oxydant dans les cellules, résultat de la surproduction d’especes réactives de 1’oxygene et
de la peroxydation des lipides de la membrane cellulaire (Liu et al., 2001 ; Cho et al, 2009 ;
Christen et Fent, 2012; Napierska et al., 2010). Ils peuvent avoir un effet néfaste sur le systéme
antioxydant présent dans les cellules, en diminuant par exemple le niveau intracellulaire de
glutathion, qui joue un role essentiel dans les mécanismes redox impliqués dans les mécanismes de

défense contre le stress oxydatif (Simon-Deckers, 2008).
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Les nanoparticules de silice, dont la taille varie de 20 a 400 nm, n’induisaient pas de
génotoxicité significative (Barillet et al, 2010) mais pouvaient entrainer une inhibition de la
réplication, de la transcription, et de la prolifération cellulaire (Simon et al., 2007).

La forme cristalline de silice a fait 1’objet de nombreuses études puisque ce type de
particules est a 1’origine de la silicose, une affection pulmonaire causée par 1’exposition chronique
par inhalation a des particules de silice cristalline. La silice cristalline a été classée comme
cancérigéne par 1’agence internationale de recherche sur le cancer en 1997
(http://www.dowagro.com).

Enfin, les nanoparticules de silice peuvent avoir un effet néfaste sur le développement

embryonnaire (Jugan et al., sd).
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Matériel & Méthodes

Tous les bio essais de cette étude ont été réalisés au Laboratoire de Toxicologie, du

département de Biologie, Université Larbi Tébessi, Tébessa.
1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre travail est I’escargot petit gris : Helix aspersa .
L’escargot Helix aspersa communément appelé Petit-Gris, est un mollusque gastéropode pulmoné
appartenant a I’ordre des stylommatophores, famille des helicidae, sous-famille des helicinae

(Beaumont et Cassier, 1998).
1.1.1. Intéréts de ’utilisation de I’escargot en écotoxicologie

Les escargots juvéniles et adultes d’H. aspersa sont utilisés dans de nombreuses études
¢cotoxicologiques. En effet, de par leur place au sein de I’écosystéme terrestre, les escargots sont
capables d’intégrer des sources multiples de contamination (sol, atmosphere, végétaux) par diverses
voies : digestive, respiratoire et/ou cutanée. Les capacités de résistance et d’accumulation des
métaux ont été¢ démontrées chez ces escargots (Scheifler et al., 2002a,b).

Les petit-gris sont des bioindicateurs d’exposition et d’effets de polluants métalliques
(Gomot, 1997 ; Coeurdassier et al., 2000, 2002a ; Scheifler et al., 2002a,b ; Fritsch et al, 2011)
ou organiques (Coeurdassier et al., 2002b, 2001 ; de Vaufleury et al., 2006 ; Regoli et al., 2006).
H. aspersa a également permis de suivre les transferts des divers polluants (organiques, métalliques,
radionucléides) dans des chaines trophiques (Gomot-de Vaufleury et Pihan, 2000 ; Scheifler et
al., 2002b, 2003, 2006 ; Scheifler, 2002 ; Hispard et al, 2008b), ou encore d’évaluer les
cinétiques de transfert milieu-escargot (Gimbert et al., 2006, 2008).

1.1.2. Ecologie de I’escargot

L’escargot Petit-Gris est trés répandu en Europe, en particulier dans les régions
méditerranéennes et océaniques. Il colonise les milieux anthropisés et peut €tre considéré comme
une peste dans les jardins. On le retrouve également dans les dunes, les bois, les rochers, les haies
mais également dans les zones cultivées (Kerney et al., 2006).

1.1.3. Régime alimentaire

Il a un régime alimentaire non spécialis¢ compos¢ de plantes (herbacées, graminées,
légumes de culture, lichens, certaines céréales, champignons) (Barker, 2001 ; Chevalier et al.,

2001). L’escargot mastique ses aliments a 1’aide d’une langue rapeuse appelée radula. Le sol fait
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¢galement partie de son alimentation, et constitue un apport en calcium indispensable a la formation

de sa coquille et influengant sa croissance (Gomot et al., 1989 ; Dallinger et al., 2001).
1.1.4. Morphologie d’Helix aspersa

L’escargot Helix aspersa possede une coquille spiralée pouvant contenir tout son corps.
Lorsqu’il est en extension, seul le pied apparait, la masse viscérale étant retenue dans la coquille par

le muscle columellaire (Daguzan, 1981).

Figure 11: Le petit gris (Helix aspersa).

1.1.5. Anatomie de I'escargot

Le corps d'un escargot consiste en un pied unique, une téte et une masse viscérale
enroulée placée dans la coquille.

Le mouvement a lieu grace a l'expansion et l'extraction de muscles dans le pied, des
glandes de mucus sur le reste du corps protégeant l'escargot contre la perte d'eau. Deux paires de
tentacules placées sur la téte. La paire supérieure porte les yeux. La coquille est sécrétée par un
épais pli de peau, appelé le manteau, cette derniere est reliée au corps par un puissant muscle qui est
attaché au columella, la contraction de ce muscle permet a I'escargot de se retirer dans sa coquille.
A lintérieur de la coquille, se trouve la cavité du manteau, qui contient le cceur, le rein et le

poumon, la Figure (12) montre 1’anatomie d’Helix aspersa.
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Légende : (1.coquille - 2. foie - 3. poumon - 4. anus - 5. pore respiratoire - 6. ceil - 7.tentacule
- 8. cerveau - 9. conduit salivaire - 10. bouche - 11. panse -14. pénis - 15. vagin - 16. glande
muqueuse - 17. ovaire - 18. sac de dards - 19. pied - 20. estomac - 21. rein - 22. manteau -

23.cceur - 24. canal déférent)

Figure 12 : Anatomie de I’escargot (Daguzan, 1981).

1.1.6. Rythme d'activité

L'activité des escargots petit-gris est préférentiellement nocturne. Elle se synchronise avec
la photopériode naturelle et débute au coucher du soleil avec un maximum six heures apres celui-ci
(Chevallier, 1992). Les trois facteurs qui influencent cette activité sont I'hygrométrie du milieu (air
et sol), la température et l'intensité lumineuse (Chevallier, 1982). Les escargots sont actifs si
I'humidité relative de l'air est supérieure a 80% et si la température minimale nocturne n'est pas

inférieure a 9° C (Chevallier, 1982).
1.1.7. Estivation et hibernation

Le Petit-Gris est surtout actif la nuit et en période humide. Le jour ou lorsqu’il fait trop
sec, il entre en estivation en se fixant contre une paroi et en obturant sa coquille d’un voile
blanchatre, I’épiphragme. A partir du mois d’octobre en Europe, 1’escargot hiberne en s’enfouissant
dans le sol. Sa coquille est alors obturée par un épiphragme épais. Il reprend généralement son
activité au printemps quand les températures avoisinent les 12-14°C (Marasco et Murciano, 2003;

Kerney et al., 2006).
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1.1.8. Croissance

Quatre phases de croissance ont été définies en fonction de la taille et de la masse des
animaux mais aussi de leur différenciation sexuelle:

* Phase infantile durant laquelle le tractus génital est non-différencié chez des animaux de
0,022a0,6 g.

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

* Phase de maturation sexuelle ou phase préadulte 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.

Ils sont alors bordés et pesent entre 6 et 14 g (Gomot, 1997).
1.1.9. Longévité

Helix aspersa aspersa est un adulte a deux (02) ans mais peut vivre plus de cinq (05) ans.
Dans la nature, il dépasse rarement 1'age de trois (03) ans. Sa mort est souvent due a des prédateurs
ou a des parasites. En captivité, sa longévité est bien plus longue et va de 10 a 15 ans. Certains

individus ont vécu plus de trente (30) ans (Taylor et al., 1991).
1.1.10. Reproduction et ponte

La période de reproduction commence au début du mois de mai et dure jusqu'a la mi-
septembre. L'accouplement implique une fécondation réciproque par échange de spermatophores
entre les deux partenaires. Cette régle n'est cependant pas absolue et certains individus se
comportent soit comme male soit comme femelle. L'autofécondation n'a été que trés rarement
constatée chez les escargots du genre Helix et jamais pour H. aspersa aspersa. La durée entre
l'accouplement et la ponte varie en fonction des conditions du milieu. En conditions optimales, elle
est d'une dizaine de jours mais ce délai peut atteindre un voire deux mois suivant les conditions
d'environnement. (Daguzan, 1981; Chevallier, 1982).

Le temps d’accouplement est variable et peut durer plus de 12 heures. La fécondation a lieu
au niveau de la chambre de fertilisation, une quinzaine de jours apres I’accouplement. Les ovocytes
fécondés sont entourés d’albumen (secrété par la glande a 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 2-4 cm de profondeur dans le sol, et y dépose une ponte constituée
en moyenne d’une centaine d’ceufs. La ponte peut durer jusqu’a 36 heures. A une température de

18-20°C, les ceufs vont se développer en 12 a 15 jours avant d’éclore. Ensuite les jeunes éclos
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remontent ensuite en surface, ce qui prend 4 a 5 jours supplémentaires avant de pouvoir les

apercevoir (Baurand, 2014).

Figure 13 : 1'accouplement des Figure 14 : Les ceufs d 'Helix
escargots

aspersa dans le sol

1.1.11. Développement embryonnaire

Peu de données sont disponibles sur le développement embryonnaire d’H. aspersa, mis a
part une étude sur la différenciation du systéme nerveux au cours de I’embryogenése du jour 8 a
I’éclosion (Ierusalimsky et Balaban, 2001). L’embryon passe du stade une cellule lors de la ponte
au stade morula aprés 2 a 3 jours de développement par une segmentation totale (stades 2, 4, 8, 16,
32 cellules...). A la fin du stade morula, ’embryon a I’aspect d’une mire, une cavité appelée
blastoccele apparait. Apres 4 jours de développement, deux podles se distinguent avec apparition de
I’ébauche de I’orifice buccal appelé blastopore. Apreés 6 a 7 jours de développement, I’embryon
atteint le stade larvaire qui est caractérisé par le début de I’organogenése. A ce stade, on distingue
les ébauches du pied, de la bouche, du ceeur et de I’anus. Apres 12 jours, I’embryon ressemble a un
petit escargot adulte avec la présence d’une coquille, du manteau, des 4 tentacules dont 2 portent les
yeux, d’un pied bien individualisé. Les derniers jours de développement permettent a I’embryon de
terminer la différenciation de ses organes et le développement de sa coquille. La phase
embryonnaire s’achéve aprés une quinzaine de jours (suivant la température d’incubation) lorsque
I’éclosion produit un jeune escargot présentant un reste de substances de réserves dans le tube

digestif qui seront résorbées dans les jours qui suivent I’éclosion (Baurand, 2014).
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1.2. Matériel chimique

Le matériel chimique utilisé¢ dans cette expérimentation est une préparation commerciale de
nanoparticules a base d’oxyde de fer (Fe,Os;:Hématite), de dioxyde de silice (SiO,) et de leurs

mixture.

Figure 15 : Les nanoparticules Figure 16 : Les nanoparticules de

d’oxyde de fer en poudre. dioxyde de silice en poudre

2. Méthodes
2.1. Condition d’élevage

Un ¢élevage a ét€ mis en place suivant les recommandations de Gomot-DeVaufleury (2000)
dans des conditions contrélées de température (20 + 2°C) et de lumicre (photopériode de 16h).

Les adultes reproducteurs sont placés dans des boite en plastiques transparents a couvercle
perforé pour la pénétration de 1’air pour maintenir I’oxygénation, et chaque boite contient une
éponge mouillé pour maintenir d’humidité, 1’alimentation (farine de bl¢) est fournie dans des boites
de Pétri (Figure 17). Le nettoyage des boites et le changement de nourriture se fait un jour sur
deux. Dans ces mémes boites nous avons placé des pots remplis de terreau pour que les escargots

apres accouplement puissent pondre leurs ceufs a I’intérieur du terreau (Figure 18).

Figure 17 : L’¢levage des escargots Figure 18 : Escargot Helix aspersa

en cours de ponte
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2.2. Mode de traitement

Le traitement est réalisé pendant la phase embryonnaire, dés le 1% jour de la ponte nous
avons partagé les ceufs en 3 groupes de 6 lots:
-lots Témoins dont le papier n’est imbibé qu’avec de 1’eau distillé (ED).
-Slots traités (C1,C2,C3,C4,C5)par 5 concentrations différentes respectivement (0.5mg/ml, 1mg/ml,
Smg/ml, 10mg/ml, 15mg/ml) des nanoparticules (Fe,O3, SiO; et de leurs mixture). Le tableau 02
résume la distribution des groupes.

Tableau 02: Répartition des groupes selon les lots et le type de traitement (Grara et al., 2015).

Les types de traitement Nombre
de NP exposé Les Lots Des ceufs NP en mg/ml
Témoin 13 ED
Fe,0; Cl1 13 0.5
Cc2 13 1
C3 13 5
C4 13 10
C5 13 15
Témoin 13 ED
SiO, Cl 13 0.5
C2 13 1
C3 13 5
C4 13 10
C5 13 15
Témoin 13 ED
Fe, 05,810, Cl 13 0.5
C2 13 1
C3 13 5
C4 13 10
C5 13 15

Des boites de Pétri ont été préparées pour 1’incubation des ceufs comme suit : On met dans
chaque boite 3 couches de papier absorbant (Whatman) et on les impreégne par des solutions sus
citées, les tubes sont bien agités pour obtenir des solutions homogenes surtout avant chaque
utilisation. La ponte a été partagée en 3 groupes de 6 lots et chaque lot renferme 13 ceufs, qui ont
été placés dans chaque boite et on les incube dans des conditions favorables pour I’éclosion comme

dans les figures ci-dessous.
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2.3. Mode d’incubation des ceufs de la ponte avant éclosion

* le groupe Oltraité par des NPs de Fe,0O3

e -

Figure 19: Lot témoin Figure 20: Lot traité par CI des
NPs de F6203

Figure 21: Lot traité par C2 des Figure 22: Lot traité par C3 des
NPs de Fe, O3 NPs de Fe, O3

Figure 23: Lot traité par C4 des Figure 24: Lot traité par C5 des
NPs de Fe;05 NPs de Fe,05
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* pour le groupe 02 traité par des NPs de SiO; :

Figure 25: Lot témoin Figure 26: Lot trait¢ par C1 des
NPs de SiO;

Figure 27: Lot traité par C2 des Figure 28: Lot traité¢ par C3 des
NPs de SiO, NPs de Si0,

Figure 29: Lot traité par C4 des Figure 30: Lot trait¢ par C5 des
NPs de SiO, NPs de SiO,
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* le groupe 03 traité par la mixture nanométrique (Fe;03:Si0,)

Figure 31: Lot témoin Figure 32 : Lot traité par CI des

NPs de mixture

Figure 33: Lot traité par C2 des Figure 34: Lot traité par C3 des

%

NPs de mixture NPs de mixture

Figure 35: Lot traité par C4 des Figure 36: Lot traité¢ par CS5 des

NPs de mixture NPs de mixture
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Nous avons suivi les ceufs pendant la phase embryonnaire, les photos ont été prises a partir
de 5%, 10, 14°™, 20°™ et 22°™jour d’incubation et comme les ceufs sont opaques, les
observations sont beaucoup plus sur la forme des ceufs et la couleur de la coque pour les traitées par
les nanoparticules d’oxyde de fer et de la mixture car ont une couleur vif (couleur rouille), et leur
accumulation est facilement observée. Mais chez les traitées par de dioxyde de silice nos
observations basés beaucoup plus sur la forme des ceufs. Les embryons ont été observés avec une
loupe binoculaire (optika) nous avons utilisé un appareil photo de condor plume p6 pour prendre

des photographies en méme temps.
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1. Résultats
1.1. Effet des nanoparticules de Fe,O3; Pendant la phase embryonnaire

Nous avons observé quelques modifications a partir du 5°™ jour, et a cet effet nous avons
pris des photos le 5™, le 10°™, le 14°™, le 20°™ jour, ainsi qu’au 22°™%jour.

> Au 5™ jour d’incubation

Au 5°™ jour d’incubation des ceufs : Nous constatons:
- Chez le lot témoin un ceuf blanc et brillant de forme réguli¢re (Figure 37).
- Des traces de la molécule sont observées chez les traités par les concentrations C1 et C2 (Figure
38 et 39).
- Aux concentrations C3, C4 et C5 : Des déformations de la membrane et des traces de la molécule
avec une couleur rouille sont observées et qui devient plus remarquable pour les traités par les

concentrations C4 et C5 (Figure 40, 41 et 42).

Figure 37 : (Euf témoin observé au Figure 38:(Euf du lot trait¢ par C1 des
5™ jour NPs de Fe,03 observé au 5™ jour

Figure 39:(Euf du lot traité par C2 des Figure 40:(Euf du lot traité par C3 des
NPs de Fe,03 observé au 5™ jour NPs de Fe,03 observé au 5™ jour

z = s
Figure 41:Euf du lot traité par C4 des Figure 42:Euf du lot traité par C5 des
NPs de Fe,03 observé au 5™ jour NPs de Fe,O; observé au 5™ jour.
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> Au 10°™ jour d’incubation
Au 10°™ jour d’incubation: Nous constatons :
- Chez le lot témoin les mémes observations du 5™ jour (Figure 43).
- Des traces de la molécule sont observées aux concentrations C1 et C2 (Figure 44 et 45).
- Déformations de la forme de I’ceuf (membrane irréguliere), avec accumulation de la molécule sur
toute la surface des ceufs (couleur rouille) chez les lots traités par les concentrations C3, C4 et C5

(Figure 46, 47 et 48).

[}

Figure 43: Euf témoin observé au Figure 44:(Euf du lot traité par C1 des
10°™ jour de NPs Fe,0; observé au 10°™ jour

Figure 45:(Euf du lot traité¢ par C2 des Figure 46:(Euf du lot traité¢ par C3 des
NPs de Fe,03 observé au 10°™ jour NPs de Fe,Os observé au 10°™ jour

Figure 47:(Euf du lot trait¢ par C4 des Figure 48:(Euf du lot trait¢ par C5 des
NPs de Fe,Osobservé au 10°™ jour NPs de Fe,O3 observé au 10°™ jour
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> Au 14°™ jour d’incubation
Au 14°™ jour d’incubation : Nous constatons :
- Chez le témoin toujours les mémes observations ceufs blancs et brillants (Figure 49).
- Aux concentrations Clet C2 : Des traces de la molécule sont observées (Figure 50 et 51).
- Aux concentrations C3, C4 et C5 : des déformations sous forme de gonflement qui correspondent
a une accumulation de la molécule avec une coloration rouille intense est trés remarqué chez les

traités par C5 (Figure 52, 53 et 54).

Figure 50:Euf du lot traité par C1 des
14°™ jour NPs de Fe,03 observé au 14™™ jour

e
Figure 51:Euf du lot traité par C2 des Figure 52:Euf du lot traité par C3 des
NPs de Fe,05 observé au 14°™ jour NPs de Fe;O3 observé au 14°™ jour

Figure 53:(Euf du lot traité par C4 des Figure 54:(Euf du lot traité par C5 des
NPs de Fe,03 observé au 14°™ jour NPs de Fe,03 observé au 14°™ jour
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> Au 20°™jour d’incubation

Au 14°™ jour d’incubation : Nous constatons :

- Chez les témoins et les traités par les concentrations C1 et C2, les ceufs sont sur le point d’éclore

(Figure 55, 56 et 57).
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- Chez les lots traités par C3, C4 et C5 : les ceufs non éclos (Figure 58, 59 et 60).

Figure 55:(Euf t¢émoin observé au
20°™ jour

Figure 57:(Euf du lot traité par C2 des
NPs de Fe,Os0bservé au 20°™ jour

Figure 59:(Euf du lot traité par C4 des
NPs de Fe,O3 observé au 20°™ jour
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Figure 56:(Euf du lot traité par C1 des
NPs de Fe,Os observé au 20°™ jour

Figure 58:(Euf du lot traité par C3 des
NPs de Fe,Os observé au 20°™ jour

Figure 60:(Euf du lot traité¢ par C5
des NPs de Fe,0;0bservé au 20™
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> Au 22°™ jour d’incubation
Au 22°™ jour d’incubation : Nous constatons
- Une coquille transparente pour l’escargot jeune éclos du lot témoin avec l’apparition des
yeux (Figure 61).
- Chez les traités par Clet C2 : Une couleur rouille concentré un peu en arriere de la coquille de
I’escargot jeune éclos (Figure 62 et 63).
- Aux concentrations C3, C4 et C5: les ccufs restent non éclos avec une déformation de la

membrane est notée chez les lots traités par C4 et C5 (Figure 64, 65 et 66) .

Figure 62:(Euf du lot traité par C1 des
NPs de Fe,Osobservé au 22°™ jour

Figure 61:(Euf t¢tmoin observé au
22 jour

Figure 64:(Euf du lot traité par C3 des
NPs de Fe,O;3 observé au 22°™ jour

Figure65:(Euf du lot traité par C4 des
NPs de Fe,03 observé au 22°™ jour
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Figure 66:(Euf du lot traité par C5 des
NPs de Fe,O3 observé au 22°™ jour
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1.2. Effets des nanoparticules de SiO; Pendant la phase embryonnaire
> Au 5™ jour d’incubation
Au 5™ jour d’incubation : Nous constatons :
- Chez le témoin : ceuf blanc et brillant avec une forme réguliére (Figure 67)
- Des traces de la molécule ont été observées sur toute la surface des ceufs traités par Clet C2
(Figure 68 et 69).
- Des déformations de la membrane des ceufs ont été remarqués chez les traités par les

concentrations C3, C4 et C5 (Figure 70, 71 et 72).

Figure 68:(Euf du lot traité par C1 des
NPs de SiO, observé au 5™ jour

Figure 69:Euf du lot traité par C2 Figure 70:(Euf du lot traité par C3 des
des NPs de SiO, observé au 5™ jour NPs de SiO; observé au 5™ jour

Figure 71: (Euf du lot traité par C4 Figure 72: (Euf du lot traité par C5 des
des NPs de SiO, observé au 5™ jour NPs de SiO, observé au 5™ jour
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> Au 10°™ jour d’incubation

Au 10°™ jour d’incubation : Nous constatons

- Les mémes observations de 1’ceuf du 5°™°

Chapitre 111 : Résultats et discussion

jour chez le témoin (Figure 73).

- Des traces de la molécule sont observées chez les traités par C1 et C2 (Figure 74 et 75)

- Des gonflements au niveau de la membrane des ceufs chez les lots traités par C3, C4 et C5 (Figure

76, 77 et 78).

Figure 73:(Euf témoin observé au
10°™ jour

Figure 75: (Euf du lot traité par C2
des NPs de SiO, observé au 10°™ jour

Figure 77: (Euf du lot traité par C4
des NPs de SiO, observé au 10°™ jour
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Figure 74: (Euf du lot traité par C1
des NPs SiO, observé au 10°™ jour

Figure 76: (Euf du lot traité par C3
des de NPs SiO, observé au 10°™ jour

Figure 78: (Euf du lot traité par C5
des NPs SiO, observé au 10°™ jour
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> Au 14°™ jour d’incubation
Au 14°™ jour d’incubation : Nous constatons :
- Chez le lot témoin : un ceuf de forme réguli¢re (Figure 79).
- Une légere déformation de la forme des ceufs chez les traités par C1 et C2 (Figure 80 et 81).

- Aux concentrations C3, C4 et C5: L’augmentation de I’accumulent in-situ des nanoparticules

Si0; est plus marquée (Figure 82 , 83 et 84).

Figure 79:(Euf témoin observé au Figure 80: (Euf du lot traité par C1
14°™ jour des NPs de SiO, observé au 14°™ jour

Figure 81: (Euf du lot traité par C2 Figure 82: (Euf du lot traité par C3
des NPs de SiO, observé au 14°™ jour des NPs de SiO, observé au 14°™ jour

Figure 83: (Euf du lot traité par C4 Figure 84: (Euf du lot traité par C5
des NPs de SiO; observé au 14°™ jour des NPs de SiO; observé au 14°™ jour
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> Au 20°™ jour d’incubation
Au 20°™ jour d’incubation : Nous constatons
- Chez le témoin et les traités par les concentrations C1, C2 et C3: Les ceufs sont sur le point
d’¢éclore (Figure 85, 86, 87 et 88).

- Aux concentrations C4 et C5 : Les ceufs non éclos (Figure 89 et 90).

Figure 86: (Euf du lot traité¢ par C1 des
NPs de SiO, observé au 20°™ jour

20°™ jour

Figure 87: (Euf du lot traité par C2 des
NPs de SiO, observé au 20°™ jour

Figure 89: (Euf du lot traité par C4 des
NPs de SiO, observé au 20°™ jour
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Figure 88: (Euf du lot traité par C3 des
NPs de SiO, observé au 20°™ jour

R =

Figure 90: (Euf du lot traité par C5
des NPs de SiO, observé au 20°™ jour
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> Au 22°™ jour d’incubation
Au 22°™ jour d’incubation : Nous constatons
- L’apparition des yeux chez les naissins du lot témoin avec une coquille transparente (Figure 91).
- Aux concentrations C1, C2 et C3 :I’accumulation des nanoparticules de SiO; se localise en arriere
de la coquille des jeunes éclos (Figure 92, 93 et 94).
- Chez les traités par C4 et C5 : les ceufs sont sur le point d’éclore (Figure 95 et 96).

e
e

g
< .

i

Figure 91:(Euf témoin observé au
22°™ jour

Figure 92: (Euf du lot traité par C1 des
NPs de SiO, observé au 22°™ jour

ey

Figure 94: (Euf du lot traité par C3 des
NPs de SiO, observé au 22°™ jour

Figure 95: (Euf du lot traité par C4 des
NPs de SiO, observé au 22°™ jour
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Figure 96: (Euf du lot traité par C5 des
NPs de SiO, observé au 22°™ jour
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1.3. Effets des nanoparticules de mixture Pendant la phase embryonnaire
» Au 5™ jour d’incubation
Au 22°™ jour d’incubation : Nous constatons
- Chez le témoin: ceuf blanc et brillant avec une forme réguliere (Figure 97).

- Des traces des molécules sont marquées sur les membranes des ceufs chez les lots traités par C1 et
C2 (Figure 98 et 99).

- Chez les traités par C3, C4 et C5: Des déformations de la membrane des ceufs suite a

I’accumulation des nanoparticules Fe,Os et SiO,sous forme de gonflement (Figure 100,101 et 102).

Figure 97:(Euf t¢émoin observé au Figure 98:(Euf traité par C1 des NPs
5" jour de mixture observé au 5 jour

Figure 99: (Euf traité par C2 des NPs Figure 100: (Euf traité par C3 des

de mixture observé au 5 jour NPs de mixture observé au 5™ jour

Figure 101: (Buf traité par C4 des Figure 102: (Euf traité par C5 des
NPs de mixture observé au 5™ jour NPs de mixture observé au 5™ jour
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> Au 10°™ jour d’incubation
Au 10°™ jour d’incubation : Nous constatons
- Chez le témoin : I’ceuf est de forme régulicre (Figure 103).
- Chez les traités par les différentes concentrations : des traces des molécules sont observées, des
déformations sous forme de gonflement qui correspondent a une accumulation des molécules in

situ qui deviennent plus remarquable chez les traités par les concentrations les plus élevé (Figure

104, 105, 106, 107 et 108).

10°™ jour

Figure 105: (Euf traité par C2 des NPs
de mixture observé au 10" jour

Figure 107: (Euf traité par C4 des NPs
de mixture observé au 10°™ jour
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Figure 104: (Euf traité par C1 des NPs
de mixture observé au 10°™ jour

Figure 106: (Euf traité par C3 des NPs
de mixture observé au 10" jour

Figure 108: (Euf traité par C5 des NPs
de mixture observé au 10°™ jour
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> Au 14°™ jour d’incubation
Au 10°™ jour d’incubation : Nous constatons:
- Les mémes observations du 10 chez I’ceuf témoin (Figure109).
- Aux concentrations C1, C2, C3, C4 et C5 : Les ceufs accumulent les nanoparticules Fe, O3 et SiO,
sous forme de gonflements avec une déchirure au niveau de la membrane de I’ceuf est noté chez le

lot traité par C5 (Figure 110, 111, 112, 113 et 114 ).

Figure 109 : (Euf t¢émoin observé au
14°™ jour

Figure 111: (Euf traité par C2 des NPs
de mixture observé au 14°™ jour

< -

Figure 113: (Euf traité par C4 des NPs
de mixture observé au 14°™ jour
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Figure 110: (Euf traité par C1 des NPs
de mixture observé au 14°™ jour

=S

Figure 112: (Euf traité par C3 des NPs
de mixture observé au 14°™ jour

Figure 114: (Euf traité par C5 des NPs
de mixture observé au 14°™ jour
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> Au 20°™ jour d’incubation
Au 10°™ jour d’incubation : Nous constatons:
- Chez le t¢émoin : un ceuf sur le point d’éclore (Figure 115)
- Chez les traités par C1, C2 et C3: les ceufs non éclos (Figure 116, 117 et 118).
- Aux concentrations C4, CS5 : les ceufs sont sur le point d’éclore avec élimination compléte de la

membrane de I’ceuf (Figure 119 et 120).

Figure 116: (Euf traité par C1 des NPs
0°™ jour

2(tme ] our de mixture observé au 2

Figure 117: (Euf traité par C2 des NPs Figure 118: (Euf trait¢ par C3 des NPs

. , . . : : eme :
de mixture observé au 20" jour de mixture observé au 207 jour

S
-

Figure 119: (Euf traité par C4 des NPs Figure 120: (Euf traité par C5 des NPs

de mixture observé au 20" jour de mixture observé au 2

0™ jour
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> Au 22°™ jour d’incubation
Au 10°™ jour d’incubation : Nous constatons:
- L’apparition des yeux chez les jeunes eclos du lot témoin avec une coquille transparente (Figure
121)
- Chez les traités par C1, C2, C3, C4 et C5: Les ceufs sont encore sur le point d’éclore et ils ont une

couleur rouille di a I’accumulation des nanoparticules de Fe,Os (Figure 122, 123, 124, 125 et 126).

Figure 122: (Euf traité par C1 des NPs

22 four de mixture observé au 22™ jour

i =~
=% SRS

Figure 123: (Euf traité par C2 des NPs Figure 124: (Euf traité par C3 des NPs

de mixture observé au 22" jour de mixture observé au 22" j

jour

=

=

Figure 125: (Euf traité par C4 des NPs Figure 126: (Euf traité par C5 des NPs
de mixture observé au 22°™ jour de mixture observé au 22°™ jour
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2. Discussion

Les nanoparticules sont produites dans le cadre des nanotechnologies, qui ont des champs
d’application multiples et en plein essor (Boczkowski et Lanone, 2010), elles peuvent se retrouver
dans tous les compartiments environnementaux (eau, sol, air) ce qui peut toucher I’ensemble des
especes de la chaine alimentaire (Angélique, 2008) et malgré les bénéfices potentiels conséquents
dans de nombreux domaines, des inqui¢tudes sont émises quant a 1’éventuelle toxicit¢ humaine et
environnementale des nanoparticules (Boczkowski et Lanone, 2010).

L’évaluation du risque environnemental et écotoxicologique des NPs font intervenir
’utilisation des bioindicateurs de pollution environnementale, dont les gastéropodes terrestres,
particuliérement 1’escargot Helix aspersa, font I’objet de ces travaux de recherche, car ces especes
sont sensibles aux variations physicochimiques de leur milieu, notamment la température, (Bride et
Gomot, 1991), les fréquences ¢lectromagnétiques (Regoli et al., 2005) et a toute forme de pollution
urbaine (Russell et al., 1981), mais ils sont également sensibles vis-a-vis des xénobiotiques variés
tels que les hydrocarbures (Ismert et al., 2002) ,les ¢léments traces métalliques (Manzl et al.,
2004). Ou encore les NPs manufacturées de ZnO (Grara N et al., 2015).

Aux cours des dernieres années plusieurs auteurs ont examiné, s’il existe une différence de
sensibilisé entre les stades de vies embryonnaire et adulte (Sobral et al, 2001). En général et
surtout chez certaines espeéces aquatiques (escargots, poissons), les stades précoces (larves,
embryons) sont plus sensibles que les stades juvéniles ou adultes (Gomot, 1998 ; Pietrock et al.,
2008). Cependant, les mécanismes impliqués dans la mise en place des effets toxiques a différents
niveaux d’organisation biologique chez I’embryon ne sont pas connus. En effet la mesure des effets
embryotoxiques classiquement réalisée est le succés d’éclosion apres 15 a 20 jours d’exposition
(Druart et al., 2012). A cette fin nous avons utilisé les ceufs d’escargot terrestre Helix aspersa pour
¢valuer la toxicité des nanoparticules d’oxyde métallique (Fe,Os, SiO; et de leur mixture) sur
I’avancement d’une étape compléte de cycle de vie de I’escargot, c’est la phase de développement
embryonnaire (de la ponte jusqu’a I’éclosion). Trés peu de travaux ont été trouvés concernant la
toxicité des nanoparticules Fe,Oset Si0, c’est ce qui nous a laissé prudent quant a I’explication de
nos résultats.

Les résultats des observations des ceufs traitées du 5™ jour jusqu’au 22°™ jour montrent,
une déformation et un gonflement de la membrane des ceufs traités avec différentes concentrations
des nanoparticules d'oxyde de fer, de dioxyde de silice et de leurs mixture ; ceci peut étre expliqué
par la pénétration de ces molécules a travers la membrane, ce qui leurs permet de s'accumuler dans

les cellules, nos résultats sont confirmés par 1'étude de Gimbert qui a montré que, souvent les
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xénobiotiques de nature métallique pénetrent facilement a l'intérieur de la cellule, ils peuvent
s’accumuler et générer des processus cytotoxiques, ainsi que les travaux réalisée par besnaci et al.
(2016) sur le développement embryonnaire des ceufs d’Helix aspersa traités par les nanoparticules
d’oxyde de fer.

Selon Marigomez et al. (2002) le transfert des éléments métalliques, a travers les
membranes plasmiques cellulaires, s'effectue principalement par diffusion passive ou par des
mécanismes nécessitant une énergie telle que le transport par des protéines membranaires,
spécifiques ou non, ou par endocytose des molécules. Ils peuvent s'agglomérer et résider dans le
cytoplasme ou atteindre le noyau a travers des pores nucléaires (Asharani et al., 2009). IIs peuvent
¢galement étre déposés dans divers organites, tels que le lysosome, la matrice mitochondriale et le
réticulum endoplasmique (Geiser et al, 2005 ; Greulich et al., 2011 ; AshaRani et al, 2009 ;
Vanwinkle et al., 2009). De nombreux rapports ont montré leur existence dans le compartiment
endolysosomal (AshaRani et al., 2009).

Concernant 1’accumulation des nanoparticules a 1’arriere de la coquille n’est pas un hasard,
car cette partie c’est le site d’emplacement de I’hépatopancréas, les travaux de Oberdorster et al.
(2005) montrent que les nanoparticules pouvaient franchir ces barriéres de protection, se distribuer
dans I’organisme et s’accumuler dans certains organes, principalement lors des expositions
respiratoires ou digestives. Ainsi, chez Helix pomatia, suite a une exposition au Cd (Berger et al,
1995), 85% a 95% de cet ETM est retrouvé dans 1’hépatopancréas (Dallinger et Rainbow, 1993).
Une étude récente a démontré que I’exposition in vivo d’oxyde métallique provoque une inhibition
des activités des nucléotidases dans 1’hépatopancréas d’ H. aspersa (Gimbert et al., 2006).

Alors que les résultats de suivi des retards d’éclosion chez H. aspersa apporte des
informations supplémentaires sur la perturbation du processus de développement et/ou de 1’éclosion
comme cela a déja été évoqué chez Danio rerio ou M. cornuarietis (Hallare et al., 2005 ; Schirling
et al., 2006).les résultats de Shih et al. (2016) ont montré clairement que les agrégats de TiO2
pourrait avoir un impact sur l'efficacit¢ d’éclosion des embryons de poisson zebre traités avec
différentes concentrations de ces NPs (10, 20, 60, 120 mg/L) dans un mode d’essai par lots,
I’éclosion a été inhibée a la capacité d'adsorption de TiO2 la plus élevée.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Barjhoux et al., 2012) réalisées sur des
pontes d’escargots exposées a des concentrations de 2 a 6 mg/L de Cd pendant 20 jours et qui
induit des retards d’éclosion jusqu’a 4 jours, une réduction du poids frais chez des jeunes éclos et
une diminution significative du taux d’éclosion ont été également rapportés chez les embryons
exposés a cette méme concentration. D’autres espéces de limnées sont €galement utilisées en

embryotoxicit¢ comme chez L. palustris qui des expositions au Cd engendrent des retards
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d’éclosion (Coeurdassier et al, 2003). Alors que Yoo et al. (2016) ont exposé des embryons de
poisson zebre a différentes concentrations de NPs d’Ag (30, 60, 120 et 240 nM) a 72 h, le
taux d'éclosion n'a pas été significativement différent entre les groupes (témoin: 90%; NPs d’Ag
240 nm: 89%). Iglesias et al. (2002) ont montré des effets toxiques d’herbicides, de fongicides et de
molluscicides sur les embryons de limaces grises (Derocerasreticulatum) en mesurant les retards
d’éclosion et le taux de mortalité.

Druart et al. (2010 ,2012) ont montré que: Un transfert important du Cd du milieu
d'exposition aux ceufs a été souligné, affectant particulicrement l'albumine et les anomalies de
I'embryogenése dépendaient de la substance et de la concentration pris en considération chez les

embryons non éclos.
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Conclusion & Perspectives

Conclusion

La production de nanoparticules (NPs) est réalisée a une échelle industrielle et elle connait
une croissance exponentielle depuis quelques années. La production et 1’utilisation des

nanomatériaux est en plein essor, ce qui entraine leur déversement dans I’environnement.

Les gastéropodes terrestres Helix aspersa sont été utilisés car ce sont des indicateurs de la
qualité des écosystémes terrestres, ils sont connus par leur pouvoir accumulateurs et peuvent
répondre a la pollution d’une maniére sensible et mesurable. IlIs sont donc employés comme des
sentinelles de la pollution environnementale dans les sols contaminés par des polluants métalliques
et organiques. Nous avons choisi d’évaluer la toxicité potentielle des nanoparticules (d'oxyde de fer,
dioxyde de silice et de leur mixture) pendant la phase embryonnaire chez H. aspersa. En effet, cette
phase est une excellente phase pour évaluer la toxicité de nos molécules, plusieurs parametres
peuvent étre mesurés : Les déformations des membranes et I’accumulation des molécules ainsi que
le succes d’éclosion.

Concernant les résultats trouvés dans ce travail, nous avons mis en évidence que les NPs
métalliques (d’oxyde de fer, dioxyde de silice et de leur mixture) a des effets embryotoxiques sur le
modele biologique choisi (H. aspersa). Ses effets se manifeste avec des différentes formes pendant
la phase embryonnaire, d’une part sur les ceufs avant éclosion par déformation de la membrane et
accumulation des molécules chez les traitées par les nanoparticules d’oxyde de fer et de la mixture.
D’un autre part chez les traitées par les NPs de dioxyde de silice on peut observer seulement la
déformation des ceufs car. Alors que les retards d’éclosion sont marqués chez tous les groupes des

traités.
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Perspectives
En perspectives, il sera souhaitable de développer cette recherche par :
- Réaliser une étude histologique des ceufs.
- Observation des embryons par le microscope électronique.
- La mesure des concentrations en Fe,O3 et SiO, dans les différents compartiments de I’ceuf

(albumen, coque).
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