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CDNB: 1-Chloro2, 4-di nitrobenzene

CdSe: Cadmium Sélénium

CeOx-NPs :Nanoparticules d’oxyde de cérium

CHUV : Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

CL : Concentration Létale

CNT : Nanotube de carbone

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigéne

CSEM : Centre Suisse d'Electronique et de Microtechamiqu
CSST :Commission de la Santé et de la Sécurité du Travail
Cu : Cuivre

D : Dose

DO : Densité Optique

DRX : Diffraction des Rayons X

DTNB : Acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique

EC : Effective Concentration

ED : Eau Distillée

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

ENM : Engineered Nanomaterial



EPFL : Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne
ETM : Elément Trace Métallique

FexO3 NPs: Nanoparticules d’oxyde de fer

FETAX : Frog Embryos Test Teratogenesis Assay Xenopus
GPx: Glutathion peroxydase

GS-DNP. 1-S-Glutathionyl 2-4 Dinitrobenzene

GSH : Glutathion réduit

GSSG: Glutathion oxydeé

GST : Glutathion-S-transférase

IL-8 : Interleukine 8

IR : Infra Rouge

ISO : Organisation Internationale de Normalisation
LDH : Lactate déshydrogénase

LMS : Laboratoire de magnétisme et spectroscopie
LOEC : La plus faible concentration ayant un effet

LPO : Lipide peroxydation

MDA : Malondialdehyde
MMP : Potentiel de Membrane Mitochondriale
NMs : Nanomatériaux

NOEC : Concentration sans effet observé

NOM : Natural Organic Matter

NPs: Nanopatrticules

OECD: Organization for Economic Co-operation and Depeient
ONOQO' : Peroxynitrite

ONOONH : Acide peroxynitreux

P : Seuil de signification

Pb: Plomb

PEC : Concentrations prévisibles dans I'environnement

pH : Potentiel Hydrogéne
PNEC : Concentration prévisible sans effet sur I'envirement

PVD : Dépots physiques en phase vapeur
REACH: Registration Evaluation Authorization and restoic of CHemicals



RNS: Reactive Nitrogen Species

ROS: Reactive Oxygen Species

-S°: Radicaux éthyles

SD: Déviation standard

-SH : Radicaux éthyles

SiO2NPs: Nanoparticules d’oxyde de silice

SnO2-NPs: Nanoparticules d’oxyde d’étain

SOD: Syperoxyde dusmutase

SPION : Super Paramagnetic Iron Oxides Nanopatrticls
SSA: Acide sulfosalicylique

T : Témoin

TBA : Acide thiobarbiturique

TCA : Acide trichloracétique

TiO2NPs: Nanoparticules d’oxyde de titane

USPION Ultrasmall Super Paramagnetic Iron Oxides Nanapart
UV : Ultraviolet

Zn : Zinc

ZnO NPs Nanoparticules d’'oxyde de zinc

a-Fe2O3 . Hématite

y-Fe203: Maghémite
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| y a plein de place en bas « There is plenty of rabthe bottom », cette phrase est de

Richard Feynman (prix Nobel de physique 1965), éaaa cours d’'une conférence de

presse en 1959, il a introduit a la communauténsiigue des nouvelles pistes de
recherche. Ces nouvelles directions ouvrent laipidiss de stocker I'information ou de créer
de nouveaux objets dans l'univers de l'infinimeatip Mais les instruments nécessaires pour
cela n’existaient pas encqearrouturou, 2005; Obadia, 2008). Il nous propdsg ordinateurs
plus performants, des moyens de communication ralpisles, des traitements meédicaux plus
efficaces, un environnement plus propre, un cadreie plus agréable, c’est le nhano monde
(Larrouturou, 2005).

Actuellement, la nanotechnologie est considéréenuerta principale technologie du XX
siecle impliquant l'utilisation de nouveaux dispidsi pour étudier la matiere a I'échelle
moléculaire ou supramoléculaire : les échelles at@rstiques de la gamme des
nanotechnologies sont de 1 a 100 nanomeétres (nmegsAéchelles, la matiere acquiert des
propriétés inattendues. lls sont considérés comeneodveaux composés chimiques dont les

caractéristiques et les toxicités sont differelfieskalakos, 2003).

Elle est capable d'offrir des solutions aux prokdsncontemporains a travers des matériaux
plus petits, plus légers, plus rapides et pluzaties. Les nanoparticules métalliques occupent
une importance croissante dans les processus imalisisgt dans la recherche biomédicale.
Cependant, les réponses cellulaires a ces namapesti (NPs) peuvent conduire a des
phénomenes toxiques qui sont encore peu claidsient étre étudiés en détail et cas par cas
(Triboulet etal., 2014).

Les données toxicologigues actuelles sur les NPg sncore insuffisantes. Cependant,
plusieurs études montrent que les NPs peuventneémans le corps a travers plusieurs voies,
pulmonaire, cutanée ou intestinale (Tinklalet2003; Hagens etl., 2007; Mavon edl., 2007;
Buzea etl., 2007); elles ont des effets toxiques systémi@kie=uter efal., 2001; Berry edl.,
2003; 2004; Chen dl., 2006; Wang eal., 2006) ; leurs utilisations exigent comme toute
nouvelle technologie des études d'impact sur l#ésaes humains et des animaux. A I'heure
actuelle, il n'y a pas de réglementation sur |dilisation, et leur impact a long terme sur
I'environnement et les humains est encore peu. €a&pendant, la communauté scientifique
s’est concentrée trés tot sur ce sujet et elleranoencé a chercher des réponses (Simon
Deckers, 2008).



En raison de leur introduction potentielle dansdgk ainsi que le milieu aquatique, l'inclusion
d'un ensemble de tests d'écotoxicité dans la éisation des risques des NPs est nécessaire.
Récemment, plusieurs chercheurs ont mis l'accent'dwde de leurs impacts sur les
organismes terrestre (Scétbrdsmand eal., 2008; Hu etl., 2010; Unrine e&l., 2010 a; b;

Lapied etal., 2010) et la littérature sur ce sujet reste it

Parmi les oxydes métalliques, notre étude a partboxyde de fer. La petite taille des partcules
lui confere des propriétés avantageuses, en pigticnagnétique (Wang «il., 2011) les
rendant utiles dans de nombreuses applicationssi,Adlans I'ordre du nanométre, certaines
structures d'oxyde de fer tel que la magnétite@keou de maghémitey{FeOz) présentent
des propriétés superparamagnétiques. Il a expoggrama potentiel pour leurs applications
comme matériaux catalytiques, absorbantes damaiterhent des eaux usées, des pigments,
des floculants, des revétements, capteurs de gazangeurs d'ions, des dispositifs
d'enregistrement magnétiques, dispositifs de stpekke données magnétiques, des toners et
des encres pour la xérographie, I'imagerie panayste magnétique, bioséparation et medicine
(Jolivet etal., 2002; 2003; Riviere &tl., 2005; Mohapatra et Anand, 2010) . Bien que te fe
soit un élément essentiel pour la vie, une augnientde la concentration en milieu cellulaire
peut générer la formation des ROS (Albertalgt1983).

Cependant, dans la plupart de leurs applicati@ssNPs d'oxyde de fer sont en contact avec
les cellules ou le milieu intracellulaire. Done#t probable que les interactions NPs d’oxyde
de fer/cellules ne sont pas négligeables. C'asidades NPs de magnétite dont la toxicité envers
des cellules humaines a été démontré (Berl.e003, Berry etl., 2004 a, b). Les NPs
d'oxyde de fer utilisées a des fins biomédicalegp{& etal., 2005 a, b) sont généralement
fonctionnalisées a la surface cellulaire par ggdfavec des composés organiques (Goetze et
al., 2002, Lacava dl., 2002, Chunfu eal., 2004, Xu etl., 2005, Kim etal., 2005), cette
couche organique limite le contact direct entreclmmposants cellulaires et les NPs de fer qui
peuvent induire des inflammations tissulaires entact direct. Comme indiqué, la nature du

revétement joue un réle important dans les effeti®giques des NPs.

Il est cependant possible que la plupart des NPsepgésentent pas un réel danger pour
'homme et l'environnement, mais en absence de éesntoxicologiques précises et

spécifiques, le principe de précaution doit étngligné (Zeyons, 2008).
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1/ LES NANOMATERIAUX

1.1/ Définitions, origine et applications

1.1.1/ Définitions

Au sens strict une nanoparticule est un assemhlageme dont au moins une des dimensions
est dans le domaine nanométrique (1 nm 2 0. La limite admise est inférieure & 100 nm car
c’est en général l'ordre de grandeur des longuearsctéristiues des processus physico-
chimiques (Fig. 1). En dessous de ces valeurspregriétés changent a cause des effets de
confinement ou parce que la surface joue un r@pgrdérant (Pitkethly, 2003).

Selon la norme ISO/TS 27687:2008, les nano-objetst sléfinis comme des matériaux
comportant au moins 1 dimension externe nanométrige cette définition découlent celles des
NPs (3 dimensions externes <100 nm), nanofibreglif2ensions externes < 100 nm) et
nanofeuillets (1 dimension externe <100 nm). Pdesinanofibres, on distingue par ailleurs les
nanofils (électriquement (semi)-conducteurs), nalpes (creux) et nanotiges (pleines). De
maniere plus générale, les nano-objets rentrerg @anatégorie des matériaux nano-structurés,
définis comme possédant une structure interne osudace a I'échelle nanométrique (norme
ISO/TS 80004-4:2011Biola-Clier, 2016).
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Figure 01 : Positionnement de la taille des NPs sliechelle du vivant et des matériaux

(Commisseriat a 'Energie Atomique, 2005).




Alors que les différentes définitions des NMs stadent plutdt bien sur le critére de taille, on
note de subtiles différences dans les éventuetesaatiteres (Lévestam at., 2010; Rauscher et
Roebben, 2014; Roebben &t, 2014). En Europe, dans le cadre du reglemeatifrelux
produits cosmeétiques (N°1223/2009), indique queN®s sont insolubles ou biopersistant et
manufacturés intentionnellement. Par ailleurs kndién du seuil a partir duquel un mélange de
particules de tailles diverses est considéré comamoparticulaire reste trés floue a I'échelle
internationale, ce qui pose probleme pour la rdgulade ces produits. Selon la
recommandation de la Commission Européenne en 2@1hanomatériau est un « matériau
naturel, formé accidentellement ou manufacturéteswant des particules libres, sous forme
d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au mbhgo des particules, dans la répartition
numérique par taille, présentent une ou plusieur®lsions externes se situant entre 1 nm et
100 nm »Biola-Clier, 2016).

1.1.2/ Origine et applications

Notre environnement contient de nombreux NMs derdies origines. On distingue les NMs
naturels (issus d’incendies de foréts, d'éruptiovaicaniques, virus, etc.), des NMs
anthropogéniques (issus de l'action de 'Homme) g@brster etal., 2005). Ces derniers
peuvent étre des sous-produits d’activités humaidagrses (incinérateurs, moteurs a
combustion, friture, etc.) ou avoir été crees itiemellement pour leurs propriétés intrinseques.
On estime que les concentrations de nano-objets l@anambiant vont de 10 000 particules/mL
(en pleine nature ou dans un environnement de bxiyéa700 000 particules/mL sur le tarmac
des aéroports, en passant par quelques dizaineslltes de particules/mL a proximité des
routes, 600 000 particules/mL dans les boulangerie$400 000 particules/mL au niveau des
postes de soudage (Tardifadt, 2008; Meier eal., 2015).

Si ’THomme cherche a créer des NMs, c’est parcelsgprésentent des caractéristiques trés
intéressantes sur le plan industriel et ouvrenptates a de vastes domaines d’applications (Tab.
1) (ANSES, 2014). En effet I'échelle nanométriqgumnfére a ces matériaux des propriétés
parfois absentes a des échelles plus grandes. I[€’eat par exemple pour les nano-catalyseurs
dont le pouvoir de catalyse provient en grandeigoae 'immense surface d’échange procurée
par I'échelle nanométrique, car plus le diamétnd’ nanoparticule est petit, plus la proportion
de molécules en surface est élevée (Oberdorsédr, 2005).
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Tableau 1 : Exemples d’applications de NMs manufaatrés (ANSES, 2014).

Manomatériaux

Applications

Exemples de produits finis

MNango-oxydes

Matériaux nanometalligues

Mairs de carbone
Matériaux nanoporeus

Manotubes de carbone

Manomatériaux massifs

Dendriméres

Quontum dots

Fullerénes

Manafils

Matériaux composites structurauy —
Composants anti-UV — Polissage
mécanochimigue des substrats dans la
microélectronique — Applications
photocatalytigues, BTP

Secteurs antimicrobiens etfou de la
catalyse — Couches conductrices des
écrans, les capteurs ou encare les
matériaux énergétiques

Transports, BTP, imprimerie

Agrogels pour isolation thermique
dans les domaines de I'électronigue,
de I'optique et de la catalyse —
Domaine biomedical pour des
applications de type vectorisation ou
encore implants

Manocompaosites conducteurs
glectrigues — Matériaux structuraus —
nanoglectronique, biomédical
Transports, BTP, équipements sportifs

Domaines médical et cosmeétique

Applications optoglectronigues
(&crans)

Sport (nanocompaosites) et
cosmetiques

Electronique, optoélectronigue,
photovoltaique

Additifs alimentaires, peintures,
cosmétiques, encres, pneumatiques

Pansements, films alimentaires,

revétements [réfrigérateur]), plans de

travail, vitres ou murs autonettoyant, vatements,
matérigux en contact de

denrées alimentaires, emballages

alimentaires ingérables

Preurnatiques, encres, peintures
Membranes de filtration de 'eau,
peintures, colles, fertilisants

Raqguette de tennis, écran souple,
pare-chocs, phares, batteries,
preumatigues

Revétements durs — Composants
structuraux pour Findustrie

aéronautique, I'automahbile, les

conduites pour les industries

pétroliéres et gazigres, le domaine

sportif ou encore le secteur

anticorrasion

Administration de médicaments, détection
rapide

Cellules photovoltaigues, encres et
peintures pour applications de type
miarquage anti-contrefagon

Mascaras, crémes de beauté, balles de golf

Applications dans les couches
conductrices des &crans ou encore
les cellules solaires ainsi gue les
dispositifs Slectronigues

Cependant cette réactivité accrue ne se limiteapamonde inerte mais s’étend également au

monde vivant et il peut aussi bien en découleraati®n bénéfique que des effets toxiques. D’ou

la nécessité de caractériser I'effet des NMs ssiisistemes biologiques et en particulier sur la

santé humaine (Biola-Clier, 2016).

1.2/ Cycle de vie des nanomatériaux et rejet danghvironnement

L'utilisation croissante de NMs souléve des

intgations quant a leur

rejet dans

I'environnement au cours des différentes étapedede cycle de vie, depuis la production

jusqu’au retraitement (Fig. 2).
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Figure 2 : Cycle de vie des NMs manufacturés dan®hvironnement, ENM : Engineered
Nanomaterial (Sun etal., 2014).

Som etal., (2010) ont souligné I'importance de considéeecycle de vie des NMs pour chaque
produit afin d’obtenir une évaluation fiable desgaes environnementaux associés. En effet, la
forme sous laquelle seront rejetés les NMs dépeddrdiétape du cycle de vie du produit
concerné (Nowack etl., 2012) : (i) purs lors de la production, (ii) asigs a d’autres composes
lors de leur utilisation, (iii) associés a des cosgs environnementaux lors de leur entrée dans

les écosystemes.

Dans ce contexte, de nombreuses études ont ét@immgour étudier le vieillissement et les
transformations des nano-produits au cours dedgtle de vie (Mitrano edl., 2015). Plusieurs
travaux ont mis en évidence que des NMs pouvaigatréjetés de maniére involontaire dans
I'environnement suite a leur utilisation dans desdpits couramment utilisés comme les
peintures, les textiles ou les cosmétiques (Labilld., 2010; Nowack edl., 2012). Le relargage
de TiQx-NPs a partir des peintures appliquées sur desiéagaxtérieures a été montré par Kaegi
etal., (2008) qui ont mis en évidence un transfert alecentrations importantes (3,5 107 7iO
particules/L de taille inférieure a 100 nm) vers keaux de surfaces dans des conditions
météorologiques naturelles. Il a été égalemenmeéstjue 75 a 95% des NMs contenus dans les
cosmeétiques et cremes solaires (e.g.21@OZnO) étaient libérés dans I'environnement saite
une douche ou une baignade (Kellerakt 2013). Ces différents exemples suggerent que les
NMs entrent involontairement dans les écosystemeaataues et terrestres ou ils constituent des

pollutions chroniques (Biola-Clier, 2016).
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Il existe également des cas ou I'environnement eegiosé de maniere volontaire a des
nanoproduits, en particulier dans le cadre d’aesvliées a I'agriculture ou a la remédiation des
écosystemes pollués. En effet, en agronomie degplydus de nanofertilisants et nanopesticides
sont proposeés sur le marché pour augmenter leemats de production végétale et lutter
contre des phytopathogénes (Liu et Lal, 2015; 8eetial.,, 2015). Les NMs présentent
également une grande efficacité pour la remédialiesm écosystémes contaminés aux métaux
lourds, polluants organiques et substances bialegiqvirus, bactéries, antibiotiques). lls sont
ainsi utilisés pour le traitement des eaux usées,d#chets industriels ou de I'air (Huaakt
2012; Khin efal., 2012).

De plus, ces travaux montrent que les sols etites de stockage constituent les réceptacles
environnementaux majoritaires alors qu’une fractimaucoup plus faible est rejetée dans les
écosystemes aquatiques et dans l'air (Gottschald.eP009; Keller efal., 2013; Sun eal.,
2014) (Fig. 3).
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Figure 3 : Flux global des NMs en 2010 (tonne/an)guis leur production a leur utilisation
et jusqu’a leur éventuelle élimination ou rejet das I'environnement(Keller et al., 2014).

Les NMs peuvent atteindre les sols via les eawesusgilisées pour l'irrigation et surtout a
travers I'épandage de boues de stations d'épuratitisées comme fertilisants des champs
agricoles dans certains pays, dont la France (Kasal., 2009; Sun eal., 2014; Yang e#l.,
2014). De plus, I'estimation de la production mahelide NMs est encore mal évaluée (Piccinno
et al.,, 2012). Il est donc tres probable que les comagahs prédites par ces modeles sous-

estiment fortement les concentrations réelles dartains sols agricoles (Biola-Clier, 2016).
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1.3/ Modes et voies d’exposition

Le comportement et les effets des NPs dans I'osgamidépendent de la forme a laquelle celui-
ci est exposé d’'une part, et d’autre part de la da pénétration des NPs, ces deux aspects étant
étroitement liés. En effet, les NPs peuvent segmtés sous la forme de particules libres dans
I'air, susceptibles de pénétrer préférentiellemlest voies respiratoires (Triboulet, 2013). En
revanche, intégrées a la composition de produitsufaaturés ou employées a des fins
biomédicales, elles se présentent sous forme sotdéfiee ou liquide, impactant alors
directement la peau ou les voies digestives (Cadals, 2008; Crosera etl., 2009; Li etal.,

2010; Frohlich et Roblegg, 2012) (Fig. 4).
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Figures 4 : Voies d’exposition de I'hnomme aux NP®( rouge) et le devenir dans le corps
humain (bleu) (Buzea etl., 2007).

De plus, certains produits manufacturés, tels gaevétements, pourraient libérer des NPs dans
I'environnement, susceptibles de contaminer les sbl'eau (Gottschalk et Nowack, 2011). Ceci
souleve des questions supplémentaires quant &$immmn par 'Homme d’espéces animales ou
végétales issues des environnements contaminés,pguiraient constituer une source
d’exposition indirecte (Gaiser at., 2009). Par ailleurs, si les tissus atteints sastularisés ou
proches des systemes vasculaire ou lymphatiqualisémination systémique des NPs et
I'atteinte de nombreux autres organes et tissusamt pas a exclure (Li el., 2010). En

particulier, de nombreuses recherches s’intéresséntoxicité des NPs sur le systeme nerveux
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central ainsi qu’'a leur réle potentiel dans leshphkigies neurologiques (Yang, 201%imko et
Mattsson, 2010; Bondy, 2011). D’autres études déraphégalement que certaines NPs sont
capables de traverser la barriere placentaire, iSadtl ainsi un risque d'altération du
développement feetal (Kulvietis a&it, 2011).

Quelle que soit la voie d’exposition, il convientgalement de distinguer les expositions dites

aigues de celles dites chroniques.

1.4/ Propriétés des NPs pouvant influencer leur tasité

1.4.1/ Taille, forme et composition chimique

La taille régit tout d’abord la profondeur d’atteindes NPs dans l'organisme. Lors d’une

exposition par voie aérienne, plus les particuted petites, plus leur progression dans les voies
bronchiques est facilitée, leur permettant ainaitdindre les alvéoles pulmonaires. De méme,
dans le cas d’'une exposition par voie cutanéeildef taille des particules pourrait favoriser leur

passage a travers la couche cornée, soit par m@e bu intracellulaire, soit via les pores dans

glandes cutanées et follicules pileux. Leur progjgsdans I'épiderme puis le derme serait ainsi

facilitée, et ce jusqu’a atteindre la circulati@mguine (Fig. 5) (Triboulet, 2013).
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Figure 5: Voies d’entrée hypothétiques des NPs a travers [geau (d’apres Valenzuela et
Simon, 2012).

Les NPs peuvent traverser la couche cornée (a)vpa intracellulaire, (b) par voie
transcellulaire, ou (c) via les pores situés a imd@ des follicules pileux (voie
transappendagéale), pour atteindre I'épiderme elend et les vaisseaux sanguiAs. niveau

cellulaire, la taille détermine également l'effigdacet la cinétique d’internalisation des NPs par
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les cellules. Plusieurs mécanismes peuvent étreemigu : la phagocytose (les trées grosses
particulest 20um), la pinocytose et la macropinocytose (sppefaux fluides extracellulaires,
mais aussi parfois de particules de I'ordre deqjues centaines de nanometres a quelgoede
diamétre) et I'endocytose (les NPs de taille ifére a 200 (Fig. 6) (Jiang &, 2008; Petros et
De-Simone, 2010). Les interactions des NPs ave@ietines du milieu sont a considérer
(Hervé-Bazin, 2006) : plus les particules sont gegsplus les protéines du milieu de culture sont
susceptibles d’avoir de points de fixation a leunface, ce qui engendre des modifications des
propriétés de la surface de NPs (notamment la ehaffectant leurs propriétés toxicologiques.
La fixation des NPs sur les récepteurs membranagefnction de leur taille et sans doute aussi
de leur structure. Cette fixation peut déclenchesr phénomeénes d’internalisation, mais pourrait
aussi induire une activation des cascades de sgtiah cellulaire ou des synthéses protéiques
(ex. chlatrine) (Jiang etl., 2008).

a Phagogtosis b Macropinocytosis 1 pm)

¢ Caveolar-mediated andocytosis d Clathrin-mediated endocytosis @ Clathrin-Indepandent and
(-0 nm) (-120 nm) caveolin-independent
Extraceliular fluid endocytosis (-90 nm)

Figure 6 : Modes d’internalisation cellulaire des NPs en fonction de leur taille (d’apres
Petros et De-Simone, 2010).

La surface active spécifique joue en effet un téle aussi important. Exprimée en m2/g, elle est
déterminée en fonction de la forme des particidesle leur nombre par unité de masse. Ainsi,

pour une masse donnée, une diminution de la taillejegré de porosité important ou encore
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une forme complexe, augmentent la surface spéeifigudonc la réactivité des NPs vis-a-vis

des systémes biologiques (Fubinakt 2010).

Enfin, la forme des NPs, qui peut étre tres vagiabkt aussi a prendre en compte. Il semblerait
en effet que celle-ci joue également un réle surimgtique d’internalisation des NPs par les
cellules (Triboulet, 2013). Par exemple, des NPdaime sphérique sont internalisées plus
rapidement et en plus grande quantité que descpiadi sous forme de nanotubes de diametre
equivalent (Chithrani etl., 2007). Des études réalisées sur différentesdemie NPs de Tiet

de ZnO montrent que les nano-sphéres sont cepemdaims toxiques et plus facilement
éliminées que des nanotubes de diamétre équivdsiao et Huang, 2011; Porteradt, 2012).

La composition chimique des NPs est elle aussivaéable étant donné que tous les groupes de
matériaux ou presque sont concernés, bien queRassn\talliques soient les plus représentées.
Ceci contribue a rendre les études toxicologiquiisitbs, puisque chaque groupe est associé a
une chimie de surface particuliere capable d'infaer la toxicité des NPs de facon spécifique

(Triboulet, 2013). Cependant, certaines NPs a ligsenétaux s’'avérent plus toxiques que

d’autres types de particules, en particulier les N&@mprenant du cuivre et du zinc (Karlsson et

al., 2008; Lanone «tl., 2009).

1.4.2/ Hydrophilie et charge

Les charges superficielles portées par les NPpadiculier métalliques, ont un fort impact sur
leur interaction avec les cellules. En effet, uat ée charge élevé favorise I'adsorption des
protéines membranaires. Les interactions les mitted sont cependant observées avec les NPs
chargées positivement, qui peuvent se lier auxiugésnégatifs présents a la surface des cellules,
tels que des acides sialiques. L’internalisatiorceléype de particules est donc favorisée (Fubini
et al., 2010; Frohlich, 2012). De plus, les NPs fortetmieydrophiles semblent étre les plus
toxiques vis-a-vis de différents types cellulair&n particulier, elles pourraient induire une
réaction inflammatoire et réduire les capacitésitdinalisation des cellules, notamment la
phagocytose (Fubini, etl., 2010). L’état de charge est également étroitéri€rau potentiel
redox des NPs, en particulier métalliques, ain& ¢gur capacité de dissolution sous une forme
ionique du métal correspondant. Il peut étre détegrpar la mesure du potentiel zeta (mV), qui
correspond a la différence de potentiel existanteedla surface de la particule et les couches
stationnaires du milieu dans lequel elle est d&geer Il est fonction de la distance entre la
surface des particules et les points du milieu id@nés (Fig. 7). La charge et le potentiel zeta

jouent également sur I'état de dispersion ou dgafién des NPs (Eidi, 2011).
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Figure 7 : Charges de surface et potentiel zeta @pres Wikipédia, Février 2012).

1.4.3/ Stabilité, agrégation et agglomération

Un agrégat est un groupe de particules dont lasiohé&eleve de forces déan der Wagl de
forces électrostatiques ou des force développéetepdensions de surface facilement rompus
notamment par sonication (Cronholm adt, 2011), par opposition a un agglomérat ou les
particules sont plus fortement liées et ne peudemic plus se séparer. Une liaison forte se
formant entre les particules primaires d'un agglameést suffisamment solide pour résister aux
actions du fluide utilisé (Fig. 8) (Witschger et bFas, 2005). La formation
d’agrégats/agglomérats est un facteur important pguit transformer les NPs en structures
micrométriques, donc en modifier considérablementdmportement : sédimentation, dépots

dans les voies aériennes et phagocytose par lasphages.

Agglomeérat

15-300 nanomeétres B5-500 ranométres 1-100+ rmicromitres

Figure 8 : Agrégation et agglomération. (D’aprés [&Commission de la Santé et de la
Sécurité du Travail (CSST), Service du répertoiredxicologique, Noir de Carbone, 2006).
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Ce phénoméne diminue la surface de contact et redds interactions avec I'environnement
ainsi que la toxicité (Eidi, 2011). Ceci peut étéea la disparition de groupements réactifs tels
que cela a été observé avec des NPs de; T@berdorster, 2001. Les mécanismes
d’internalisation des NPs sont également altérétaidule la modification de la surface et de la
charge (AFSSET, 2006).

L’inclusion dans une matrice ou un liquide, ou eeckutilisation d’agents d’enrobage (tensio-

actifs par exemple), peuvent permettre de stabikeseNPs (Witschger et Fabries, 2005).

2/ NANOTOXICOLOGIE ETIECONANOTOXICOLOGIE

Afin de mieux répondre aux interrogations soulevgas l'utilisation croissante des NMs, la
nanotoxicologie se développe parallelement aux teahaologies, et vise a en étudier les risques
éventuels sur I'environnement et la santé. Ainaihsdle domaine de la recherche, I'évolution
croissante des nanotechnologies est associé®il la ine augmentation du nombre de journaux
spécialisés sur le « nano-monde » (Fig. 9 a),ustedaugmentation du nombre de publications de
nanotoxicologie, domaine qui n’existait pas il ym@core dix ans (Fig. 9 b). Ainsi, les données
sur la toxicité potentielle des NPs vis-a-vis dgstéames biologiques ne cessent de s’'accroitre
(Triboulet, 2013).

180

(a)

—s— New journals launched (per year)

W Nanoloxicology (b)
@  Nanotechnology 10000

—a— New journals launched (cumulative)
-8~ Current journals {(cumulative)

—a— Journals in JCR ‘nanoscience and nanotechnology'
category

1401

1004

Number of journals
publications per vear

It 1

F & & F &

1985 1990 1995 2000 2005 201C 0?9
Year »

Figure 9 : Evolution du nombre de journaux sur lesnanotechnologies et leurspplications
(a) et du nombre de publications relatives a la tagité des NMs sur la santé et
I'environnement (b) (d’apres Grieneisen, 2010 (agt Sauer efal., 2011 (b)).
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Cependant, si la nanotoxicologie générale prend ples en plus dampleur, la
nanoécotoxicologie se développe beaucoup moinsleamnt, et peu de données concernent
encore l'impact des NPs manufacturées sur I'envieoment et les écosystemes (Kahru et
Savolainen, 2010). De plus, la majorité des étudegoncernent que certains types de NMs,
notamment les nanotubes de carbone, les fuller€asgent, et le dioxyde de titane (Mueller et
Nowack, 2008; Kahru et Dubourguier, 2010), et pemment et dans une moindre mesure les
NPs & base de cuivre ou de zinc (Kahru et lvask2P(Fig. 10).

2

[X1 AND toxicity
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1000 o7
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Figure 10 : Données disponibles sur les effets toxies et écotoxiques de plusieurs types de
NPs en Avril 2009 (d’'aprés Kahru et Dubourguier, 2Q0).

Pourtant, le relargage non contrdlé et non intenigb de nanomatériaux manufacturés dans
I'environnement est désormais un fait établi. Hetetelui-ci peut se produire aussi bien lors de
I'utilisation par les consommateurs de produitstenant des NPs (Triboulet, 2013). Les NMs
peuvent ainsi contaminer les efflux industriels les eaux de traitement des déchets,
I'atmosphere via les gaz d’'incinération, et lessall'issue du dép6t des éléments contenus dans

ces gaz ou au contact des eaux contaminées (GalkstiNowack, 2011).

2.1/ Devenir des nanomatériaux dans les sols

2.1.1/ Transformations des nanomatériaux dans lesls

Le fort ratio aire de surface/volume des NMs entailine forte réactivité et des propriétés
physico-chimiques trés dynamiques dans un conexteonnemental (Lowry el., 2012). De
ce fait, ces polluants émergents peuvent subirodebreuses transformations lorsqu’ils sont en
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contact avec les composés et les organismes duCsal.transformations sont susceptibles
d’affecter leur devenir, leur mobilité et leur toité dans les sols (Pan and Xing, 2012). Les NMs
peuvent subir 4 grands types de transformations tdanvironnement (Fig. 11). Ces différents

processus peuvent conduire a des modificationsrétagion (homo- et hétéroagrégation), a la
dissolution de certains NMs et au vieillissemerd darobages (coating) qui peuvent leur étre
associés (Simonin, 2015).

Actuellement, les techniques disponibles pour ¢éreser les NMs sur la base de leur taille,

charge et composition chimique ne sont applicalbje'®n phase aqueuse (Dynamic Light

Scattering, microscopie €électronique a transmissiohalayage, microscope a force atomique,
EXAFS...) (Tourinho etl., 2012).
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Figure 11 : Schéma de synthese représentant lesmisformations chimiques (Lowry etal.,

(@), physiques (b), biologiques (c) et les interargiavec les macromolécules que le NMs

2012)

subissent dans I'environnement, NOM : Natural Orgafatter, ROS : Reactive Oxygen

Species, CNT : Carbon Nanotube.
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Plusieurs facteurs environnementaux sont bien commur modifier 'hnomoagrégation (Fig.
11b), les plus étudiés étant le pH et la forceqoai(Cornelis eal., 2014). En particulier, ces
facteurs influencent les charges de surface. Urie Fmmoagrégation est observée au pH proche
du point isoélectrique du nanomatériau et égalerpent une force ionique élevée jusqu’a la
concentration critique de coagulation. Dans ce Kagrégation n’augmente plus a cause de la
diffusion (Darlington etl., 2009; Thio etl., 2011; Cornelis «l., 2014).

Le processus physique susceptible d’étre le plusrach dans les pores du sol est
I'nétéroagrégation (Fig. 11b et 11d) (Cornelisakt 2011; Zhou eal., 2012). Cette hypothese
est supportée par le fait que les hétéroagrégatslttédes naturels sont beaucoup plus fréquents
dans les sols que les homoagrégats (Bufflal.etLl998). L’hétéroagrégation est un phénomene
beaucoup plus difficile a étudier expérimentalemgué I'’homoagrégation, particulierement
dans les sols car il existe une trés grande vadiétéolloides ou particules (matiére organique,
argile, limon...) pouvant potentiellement interaguea les NMs (Simonin, 2015). En milieu
aquatique, les argiles de type montmorillonite anegnt une déstabilisation des NPs en
suspension, qu’elles soient chargées positivementnégativement (Ag et TKD et les
interactions NPs-argile sont dépendantes du pHeeladforce ionique (Zhou etl., 2012).
Cornelis etal., (2011) ont montré que du phosphate dissous [tos\ealsorber en surface de
CeQ-NPs, mais aussi qu'une hétéroagrégation pouvaiir dieu avec des argiles dans des
conditions représentatives du sol. Dans une étadec&e, les Ag-NPs chargées négativement
s’adsorbaient préférentiellement sur les sitesuifase en bordure des feuillets d’argile (oxyde
de fer ou d’aluminium) qui sont chargés positivem@ornelis etal., 2011). En plus des
processus d’homo- et hétéroagrégation, certains pddsent aussi subir une dissolution (Fig.
11a)( Simonin, 2015). Les NMs constitués de métaux dsselaB (eg : Ag, Zn) sont plus
susceptibles de se solubiliser dans I'environnenoantils forment des oxydes métalliques
partiellement solubles et ont une forte affinitée@ves ligands inorganiques et organiques
sulfurés (Lowry efal., 2012). La dissolution des NMs entraine le relgegd’ions métalliques
connus pour étre toxiques vis a vis des organisinesol. Toutefois, ces données sont encore
tres limitées a cause des difficultés techniquesr pgéparer les fractions dissoutes et
nanoparticulaires a partir des sols (Simonin, 20¥&jori Antisari etal., (2013) ont observé une
faible dissolution des CePDFe04 et SNnQ-NPs dans un sol de texture équilibrée. En revanche
des Ag et ZnO-NPs peuvent se solubiliser de mamsigraficative (Kool etal., 2011; Shoults-
Wilson etal., 2011; Rousk &dl., 2012; Diez-Ortiz eal., 2015), mais ce processus est limité par
la présence d’un enrobage (Coutrislet2012).
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La modification des NMs suite aux activités biobpges est inévitable dans les sols en raison de
la production de métabolites par les plantes etliesoorganismes ou a l'ingestion par la faune.
Ces transformations, qui concernent les NMs, sotamment associées aux réactions redox en
lien avec I'activité biologique (Lowry edl., 2012). Il est vraisemblable que la biotransfdrama

la plus courante soit l'adsorption de biomacromoalés a la surface des NMs (forme
d’hétéroagrégation, Fig. 11c). La biodégradatios N&s a base de carbone est possible mais
dépend du type de sol et des enzymes disponibiteslda pores du sol (Peterserlet 2011). |l

a également été montré que les enrobages des NIMésupour limiter leur homoagrégation et
favoriser leur stabilité, comme le citrate, peuvéiné facilement dégradés, en particulier par des

ROS produites par des champignons (Navared. e2011).

2.1.2/ Transport des hanomatériaux dans les sols

Depuis une dizaine d’années, un grand nombre ddétadété consacré au transport des NMs en
milieu poreux afin de prédire leur devenir dansdagx souterraines et les sols.

En utilisant des systemes simplifiés, plusieurdeias environnementaux affectant la mobilité
des NMs ont été identifiés, en particulier la foroeique de la solution, le pH, la présence
d’acides organiques, la concentration et la taile NMs ou la vitesse de I'eau (Lecoanetlet
2004; Espinasse at., 2007; Darlington eal., 2009; Solovitch eal., 2010; Wang eal., 2012).

Le transport des NMs augmente fortement lorsqu&-cesont stables en suspension (Wang et
al., 2012). Ces conditions sont réunies lorsqu’ilst Saiblement agrégeés (taille < 300 nm), que
la force ionique de la solution est faible, en preg d’acides humiques ou fulviques, ou de
surfactants. La vitesse de I'eau est égalemene@dpe en compte : généralement, plus le flux
d'eau est important, plus le transport de NPs pgtortant (Lecoanet et Wiesner, 2004;
Chowdhury etal., 2012; Jeong et Kim, 2009). De maniere généiladecte observé que la taille
des NMs augmentait suite a leur transport dan®li@anoe suggérant des processus d’homo- et
d’hétéroagrégation (Fig. 12— processus 3 et 6, dFanal., 2009; Wang etal.,, 2012).
Logiquement, les NMs de plus petite taille ont d=gpacités de transport plus grandes
(Darlington etal., 2009; Ben-Moshe «dl., 2010). Darlington eal., (2009) ont montré que les
NPs de 200nm avaient une mobilité beaucoup plugitapte que les agrégats de plus grande
taille due au processus de filtration et a la sédiation (Fig. 12— processus 5 et 8). Différentes
études ont mis en évidence que la mobilité des WiPait fortement d’'un nanomatériau a un
autre (Lecoanet and Wiesner, 2004; Lecoanel.e2004; Ben-Moshe «dl., 2010; Tian eal.,
2010). Les NMs a base de carbone (ex: fulleree@)bgent particulierement peu mobiles
comparés aux NMs métalliques, sans doute a causeidges forte hydrophobicité qui empéche
leur dispersion dans I'eau et donc leur mobiligagiJetal., 2008; Tian eél., 2012).
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Figure 12 : Schématisation des processus clés déhénant le transport des colloides et NMs
en milieu poreux (Cornelis etal., 2014).

1. Génération de colloides. 2. Lessivage des NMdogoagrégation. 4. Dispersion. 5. Sédimentaton.
Hétéroagrégation. 7. Exclusion de taille. 8. Filtra (Straining). 9. Déposition. 10. Transport cechif

Un nombre limité de publications concernant le gfart des NMs dans les sols naturels est
disponible a I'’heure actuelle (Sunatt, 2015). Il a été montré que les ZnO-NPs ont uobilité
plus faible dans un sol que dans du sable, la corat®n et la force ionique étaient aussi tres
différents. Dans le sable, le transport du ZnO dimait lorsque la concentration appliquée
augmentait, alors que le phénoméne inverse étsitreé dans le sol (Sunadt, 2015).

Deux études portant sur le transport des>MPBs ont montré une mobilité différente comme
résultat (Fang edl., 2009; Nickel etl., 2015). Dans I'étude de fangat, (2009), le transport
du TiC, était influencé par la teneur en argile et ladaanique de la solution du sol, donc plus

faible.

Ces études pionniéres suggerent que les NMs ortréméible mobilité dans les sols naturels et
donc qu’il existe un faible risque de transportcde contaminants hors du site pollug, que ce soit

verticalement vers les eaux souterraines ou |laié@ht vers des sites voisins (Simonin, 2015).

2.2/ Biodisponibilité et toxicité des nanomatériauxians les sols

2.2.1/ Biodisponibilité des nanomatériaux dans lesols

Les NMs peuvent avoir des temps de résidence ldags les sols et subir de nombreuses
transformations. Les plantes et les organismes @u (microorganismes, mésofaune et

macrofaune) seront donc exposés a ces contami@iaetgents. Selon la définition de Semple et
al., (2004), la biodisponibilité d’'un composé dans $els est définie en écotoxicologie comme
Suit : « un composeé biodisponible est liboremenpalisble pour traverser la membrane cellulaire

d’'un organisme a partir du milieu ou l'organisme tseuve a un temps donné » et la
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bioaccessibilité est définie ainsi : « le compos@adressible est librement disponible pour
traverser la membrane cellulaire d’un organismeaugdelenvironnement, si I'organisme a acces
a ce composé. Toutefois, le composé peut étreésiniiné physiquement de I'organisme ou
seulement biodisponible aprés un certain tempsapis ces définitionda bioaccessibilité
englobe donc ce qui est actuellement biodispondblee qui est susceptible de le devenir
(Semple etl., 2004). Dans les sols, on s’attend donc a cdajaencentration biodisponible en
NMs soit plus faible que la concentration totale,fdit du grand nombre de surfaces réactives
pouvant immobiliser les NMs et de transformatiorauy@ant affecter leur biodisponibilité
(Cornelis etal., 2014).

Evaluer la fraction biodisponible et bioaccessitdss NMs est un défi encore plus grand qui
nécessite des développements méthodologiques iamporet donc les données a ce sujet sont
quasi inexistantes (Vittori-Antisari etl., 2013). Toutefois, lorsque la toxicité des NMpase
sur la dissolution de métaux comme dans le casAdedu du Zn, la recherche de la fraction
biodisponible des éléments traces dissous estefgCibrnelis etal., 2014). De nombreuses
études ont montré que les NMs étaient retrouvés tEmracines ou les feuilles de différentes
plantes (Rico etl., 2011), dans les tissus d’invertébrés (Tourinh@alge 2012) ou dans des
champignons mycorhiziens (Whitesideatt, 2009), illustrant leur biodisponibilité réellems

les sols.

2.2.2/ Toxicité des nanomatériaux dans les sols

I'adsorption de NPs a la surface des cellules, déggolution et des stress oxydatifs induits par la
production de ROS (Nel ell., 2006; Handy edl., 2008; Jiang eal., 2008; Simon-Deckers et
al., 2009; Li etal., 2012) sont les principaux mécanismes sur ldsgapose cette toxicité.

Un paramétre sans doute clé pour leur toxicitd’agtégation, car elle réduit I'aire de surface
« disponible » et donc leur réactivité (Hotzelet 2010). L'agrégation pourrait donc réduire leur
toxicité lorsqu’elle est associée a des processusutface, comme I'émission de ROS et la
dissolution (Lowry etl., 2012). D’autre part, I'hétéroagrégation entraine augmentation de la
taille effective des NMs, ce qui pourrait limitexukr ingestion par certains organismes ou le
passage a travers une paroi et/ou membrane cedlyBourinho etal., 2012). Ainsi certains
paramétres physicochimiques du sol identifiés pfaworiser ou limiter I'hétéroagrégation
pourraient étre de bons indicateurs de la biodigildé des NMs. Une force ionique élevée et la
présence d'argile semblent étre des conditionsrédoles a une forte hétéroagrégation des NPs et
conduirait donc a de faibles biodisponibilité etitité (Shoults-Wilson eal., 2011). Cependant
en présence de matiére organique dissoute, il a oBtgervé une augmentation de
I'écotoxicité/accumulation associée a une augmiemate la mobilité dans les sols (Cornelis et

al., 2014). L’évaluation de la biodisponibilité et ldetoxicité des NMs et des facteurs du sol les
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influencant en est encore a ses balbutiements. dliamtion des méthodologies pour
caractériser les NMs dans des conditions enviroengaes proches du sol et le développement
des protocoles permettant d’évaluer la fractiordisiponible/bioaccessible des NPs en milieux
hétérogénes complexes et I'évaluation de l'infleenies propriétés du sol (teneur en argile,
limon, sable) force ionique et teneur en matierganigue sur I'écotoxicité des NMs sont
nécessaires car il semble probable que ces facéffiateront leur biodisponibilité et toxicité
(Simonin, 2015).

2.3/ Evaluation du risque écotoxicologique

Classiquement, la démarche d’évaluation du risgqvé@nemental d'une substance chimique a
priori se compose de 3 grandes étapes (TechniddaGee Document on Risk assessement, EC
2003a, b; Ramade, 2007).

L’évaluation de I'exposition, qui a pour objet dé&tekminer les concentrations prévisibles
dans I'environnement (PEC). Elle est généraleméterchinée pour chacun des compartiments
des écosystéemes : l'air, I'eau, le sol... Plusiewastdurs sont pris en compte lors de la
détermination d’'une PEC comme le type de substardessquantités émises, la nature des
milieux récepteurs... (Baurand, 2015).

L’évaluation des effets, qui va permettre de déteemune concentration previsible sans
effet sur I'environnement (PNEC). Cette phase cam@rdeux parties : l'identification du
danger qui correspond aux différents processudegguels on détermine si une substance est
intrinsequement dangereuse pour I'hnomme ou I'emviesnent et la détermination d’une relation
dose-réponse entre les concentrations de la sulestdres effets induits sur les individus de la
population exposée. Pour ce faire, on utilise desdsais (tests monospécifiques effectués la
plupart du temps en laboratoire), qui permettentcdeactériser la toxicité de la substance
considérée chez des organismes de niveaux troghiquigds (bactéries, champignons, végétaux,
animaux). Chez les animaux, les tests portent géaréent sur la survie, le comportement, la
croissance, la reproduction, le succes d'éclosiansar le développement embryonnaire.
Classiquement, les parameétres écotoxicologiquesrrdétés sont la concentration sans effet
observé (NOEC), la plus faible concentration ayamt effet (LOEC), ou encore les
concentrations efficaces induisant une inhibiti@n X % par rapport aux traitements témoins
(CEXx). Suivant le type de bioessais réalisés (éi@n de la toxicité aigué, ou chronique, en
conditions contr6lées oin situ), le nombre de modéles biologiques considérésnmore le
modéle d’étude utilisé, un facteur d’extrapolati@riable est appliqué aux données de toxicité
pour estimer les concentrations sans effet. Lauvale PNEC est ainsi calculée en divisant la
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plus faible NOEC obtenue a l'issue des bioessaislgpdacteur d’extrapolation sélectionné
(Baurand, 2015).

L’évaluation du risque (rapport PEC/PNEC) qui cepend a la probabilité que la
substance considérée soit présente dans I'envino@mea une concentration toxique pour les
organismes vivants. Pour les substances chimigues, rapport est supérieur a 1, il existe alors
un risque pour I'environnement. L'approche expéritaie utilisée lors de I'évaluation du risque
des produits chimiques, qui est souvent baséeesibidessais de toxicité aigué portant sur une
seule phase du cycle de vie des organismes, resiguable. Elle ne rend pas compte
notamment de la variabilité des réponses biologiqies individus dans I'espace et dans le
temps (Ramade, 2007). Un individu au stade adudiepas les mémes réponses biologiques
gu’un juvénile ou encore qu'un embryon en courgléeeloppement. Il est donc important de
disposer de bioessais d’écotoxicité renseignantesueffets des substances chimiques a divers

stades du cycle vital voir sur I'intégralité deayele (Ducrot, 2013).

2.3.1/Evaluation du risque toxicologique des nanopicules

2.3.1.1/ Modéles : sélection et utilisation

Les études de nanoécotoxicologie disponibles awedtudient le comportement et les effets de
NPs sur des organismes considérés comme modeélas Ipotiassification des composés
chimiques, notamment du point de vue du dispodifsécurité européen REACH. Il s’agit
d’organismes situés a différentes échelles de #nehalimentaire : bactéries des sols ou des
eaux Escherichia, Bacillus, Vibrio.), levures $accharomycés algues, protozoaires ciliés,
mollusques, crustacéeBdphnig, poissons, nématode€genorhabditiy mais aussi insectes et
plantes. Les stratégies d’études doivent par adlénclure des tests de caractérisation des NPs
étudiées, des essais vivo, et des essaitn vitro (cellulaires et acellulaires) (Kahru et
Dubourguier, 2010; Peralta-Videaatt, 2011; Kahru et Ivask, 2012).

Les modeles animaux a visée toxicologique chezriikh®, quant a eux, sont essentiellement des
rongeurs, bien que la pertinence de ce type de leodé été remise en cause pour les études de
toxicitt de NPs administrées par voie digestivetamment du fait des différences
morphologiques et fonctionnelles importantes avdorhme (Frohlich et Roblegg, 2012). Les
études réalisées rapportent notamment une augmnoendat la mortalité, une perte de poids chez
certaines especes, et une accumulation importagentetaux dans I'organisme, sous forme
particulaire ou ionique, en particulier au niveaufdie, du pancréas, de la rate, des reins, ou
parfois du cerveau, suggérant des difficultés diigation de ces matériaux (Aillon at, 2009;
Shaw et Handy, 2011; Frohlich et Roblegg, 2012). Aweau tissulaire et cellulaire, une
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déstabilisation des membranes, ainsi que des pleémesde stress oxydant et d’'inflammation

sont également rapportés (Valanakt 2009).

Les modeles cellulaires utilis@s vitro pour des études de nanotoxicologie sont constpaés
une grande variété de lignées continues diploidedeocellules primaires, parmi lesquelles des
cellules nerveuses, pulmonaires, hépatiques, saegjui épithéliales ou endothéliales,
phagocytaires, ou encore cancéreuses. Certainedesétisont aussi menées sur des
microorganismes H.coli...), ou des levuresS(cerevisiag Le choix du type cellulaire est
souvent orienté a partir de données ou d’obsemaiiovivo. Il peut aussi étre fonction du type
de NPs et des applications envisagées. Les comglitle culture (contenants, milieux, présence
ou non de sérum...) et d’exposition aux NPs (fornosed durée) sont aussi tres variables (Jones
et Grainger, 2009). La présence des macrophagesdéanombreux tissus et organes, et leur
réle majeur dans la défense innée de I'organismeaeticulier leur forte capacité phagocytaire,
en font un modele de choix pour de nombreuses gtndétro, la toxicité des NPs étant souvent
liée a leur internalisation par les cellules (Oloester etal., 2005; Lanone «tl., 2009).

Cette diversité de modeéles et de conditions d'&ymgmet d’élargir les données sur la toxicité
des NPs. Cependant, elle contribue également alprapleur exploitation, notamment dans
un cadre réglementaire. En effet, les résultatervBs peuvent différer fortement d’une lignée
cellulaire a une autre. De plus, les lignées imalisges sont généralement dérivées d’'un type
cellulaire, et les différences avec le type d’ar@gipeuvent rendre contestable I'application
vivo de certains résultats obteninsvitro (Hughes etl., 2007). Les cultures primaires peuvent
ici constituer une alternative a [l'utilisation dégnées, mais l'isolation du type cellulaire
souhaité et son maintien dans des conditions dereuh vitro peuvent s’avérer difficiles et
requiérent souvent l'utilisation de milieux compdsx Il apparait donc ici que les deux types de
modéles devraient étre utilisés de facon compléamentpour une meilleure estimation des

effets cytotoxiques des nanomatériaux (Jones en@g 2009).

Plusieurs bioessais d’embryotoxicité standardisés gdisponibles au niveau Francais (AFNOR)
et Américain (ATSM) sur chez les amphibiens dorddgeloppement embryonnaire est I'un des
mieux connus. Un bioessai standardisé, nommé FETAXg Embryos Test Teratogenesis
Assay Xenopyaitilise les embryons du xénop@nopus laeviet permet de mesurer les effets
tératogenes des substances chimiques (Daviesaeh&ne 1995; ASTM E1439-98, 1998). Plus
récemment, Herkovits et Pérez-Coll (2003) ont déwa¢ un bioessai nommé AMPHITOX. Il
comprend 4 tests utilisant des embryons d’amphsbigBufo arenarum pour évaluer
I'embryotoxicité de substances chimiques en serftasar la survie ou les malformations de
développement. Ce bioessai a été standardisé &na2@CEtats-Unis (ASTM STP1443, 2003).
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De nombreux parametres de mesure des effets taxigudifférents niveaux d’organisation
biologique sont disponibles a différents stadesrgormaires chez des organismes aquatiques,
les embryons de poisson zéelanio rerio sont trés utilisés pour évaluer 'embryotoxicitgsd
NPs (Zhu etal., 2009; Asharani l., 2011; Aerle eal., 2013; Park eal., 2013), les embryons
d’huitre (Ringwood etl., 2010) aussi sont utilisés. Peu de données ssporibles afin de
caractériser les effets toxiques des NPs cheztdeles embryonnaires d’organismes terrestres
(Baurand, 2015).

2.3.1.2/ Les déterminants de la toxicité des NPs

Les NPs favorisent la formation de pro-oxydantgat#ksant I'équilibre entre la production de
ROS dans la membrani (vitro etin vivo) et mécanismes de réparation de cette perturbation
(Curtis etal., 2006; Kabanov, 2006). Par exemple, les fullesémalrosolubles (C60) induisent

la formation du radical superoxyde{Q) la peroxydation lipidique et sont trés cytotaxeg.

Les kératinocytes traitées avec des nanotubes mberea présentent une augmentation de la
génération de ROS, une peroxydation des lipideg souffrance mitochondriale et des

modifications morphologiques (Kabanov, 2006).

La plupart des études de toxicité des NPs metteréveence I'association entre I'exposition
aux nanomatériaux et la production de ROS, enquéigr dans le cas des NPs métalliques,
notamment du fait de leur nature chimique (Parklet2008; Karlsson edl., 2008; Sharma et
al., 2011). Les métaux qui les composent peuvent féet énterférer avec les métaux
intracellulaires et perturber leur homéostasie (K€tal., 2012). Certaines études suggérent de
plus que ces perturbations seraient en partie eayssr la dissolution partielle des NPs en ions
métalliques (Song etl., 2010; Xia efal., 2008). Cependant, si les ions présentent urieité®x
qui leur est propre et sont en effet capables deergé des ROS au niveau cellulaire, ils
n’expliquent par toujours la toxicité des NPs (Midar etal., 2009; Shaw et Handy, 2011).

Ainsi, plusieurs études rapportent l'activation dellules présentatrices d’antigenes (CPA)
associée a la production de cytokines pro-inflanoimes (IL-1, IL-6, IL-13, IL-17, IL-25, MIP-

1, IFN-g, TNFe...) et de composes chimio-attracteurs (Kangl., 2005; Palomaki edl., 2010;
Royetal., 2011).

L’inflammation a aussi été observée sur d’autrgesycellulaires, tels que des kératinocytes ou
des cellules épithéliales pulmonaires (cellules pbagocytaires), résultant également en la
production d’interleukines et de TNEF¢(Rothen-Rutishausetal., 2007; Yazdietal., 2010).

Le suivi morphologique et les observations macrmetroscopiques permet de déterminer les

malformations ou les retards de croissance etéfatu développement si a lieu les battements
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cardiaques et les stades de développement somtusilis8s. La mortalité, I'inhibition ou I'arrét
d’éclosion et le taux d’éclosion sont possible iiser en embryotoxicité. La recherche de bio-
marqueurs enzymatiques ainsi que les effets té&atsy(Baurand, 2015).

3/ LES NANOPARTICULES DE FER

Depuis quelgues années, nous assistons a I'émergkasc nanotechnologies, qui lorsqu’elles
rencontrent le vivant, se nomment nanobiotechnetog{Auffan, 2007). Les champs de
recherche et d'investigation se développent darf$éreints domaines : la recherche
pharmaceutique et médicale (NPs comme vecteurssdicaments (Chen at., 2013; Lv efal.,
2013), la destruction de tumeurs par chauffage lele (flang et Hainfeld, 2013), I'utilisation de
NPs comme agent de contraste pour I'imagerie panréance magnétique (Ohnaaét 2013) et

la recherche dans le domaine des nanotechnologigmenementales (dépollution des eaux
(Jiang etal., 2012; Mueller eal., 2012) et des sols (Machadoaét 2013), le traitement des eaux
de consommation (Chai ak, 2013), le recyclage des déchets (Lea.e2009).

3.1/ Nano-fer et leurs utilisations

Les NPs de fer sont souvent utilisées dans difféerdomaines de recherches : cosmétologie,
électronigue, nanomédecine, remédiation environnéate

Il existe plusieurs types de NPs de fer en fonatieloxyde qui les compose, la présence de fer
métallique ou encore des adjuvants ou autres méaubii sont associés. Parallelement, a ces
NPs manufacturées, des NPs de fer peuvent étmuvers dans I'environnement suite a des

rejets industriels d’industries métallurgiqgues paemple. Le tableau 2 présente les différentes
NPs de fer que I'on peut retrouver dans I'environaet suite a des retombées atmosphériques
ou a leur relargage (volontaire ou accidentelle)sdienvironnement. Les nano-maghémites

(FeO3) et les nano-magnétites @ekr) peuvent aussi se retrouver dans l'environnemeént e
notamment dans I'atmosphére suite a des éruptioltanviques, elles peuvent aussi étre émises
par les rejets atmosphériques d’industii@anivet, 2013). Les NPs de fer fabriquées par le
MCMC de Thiais sont représentatives des NPs quvgrduétre émises dans I'atmosphére par

des industries métallurgiques de par leur modeabedation (Hervé-Bazin, 2007).
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Tableau 2 : Synthése et utilisation des différenttypes de NPs Fg3 (Canivet, 2013).

Types de nanoparticules
de fer

Utilisation

Références

Nano-maghémites - Fe203

Nano-magnétites - Fes0a

Nanoparticles zero valent
iron - nZVI

Superparamagnetic iron
oxide nanoparticles -
SPION*

Dépollution des eaux par adsorption de microcystine-LR
(MC-LR) dans les eaux

Dépollution de l'arsenic (IIT, V) dans les eaux

Dépollution de I'As(V) dans les eaux de boisson
Application dans I'imagerie de diagnostic et de thérapie du
cancer

Utilisation de nanoparticules magnétiques (MNP) & base
d'oxyde de fer comme sondes sensibles pour l'imagerie par
résonance magnétique et les applications thérapeutique
Dépollution du chrome dans les eaux usées

Dépollution d'ibuproféne présent dans les sols

Dépollution du Cr(VI) dans les eaux

Dépollution des eaux par dégradation du lindane en solution
aqueuse

Utilisation pour de I'imagerie par résonnance magnétique
Utilisation comme vecteurs de médicaments

Utilisation comme agent de contraste pour le diagnostic de
tumeurs

Nanomédecine : Utilisation des propriétés magnétiques

Gaoetal, 2012

Tang et al, 2011
Tuutijarvi et al., 2012
Mody et al, 2010

Xu et Sun, 2013

Lin etal., 2013
Machado et al., 2013
Petalaetal, 2013

San Roman et al, 2013

Hilger et Kaiser, 2012
Wahajuddin et Arora, 2012
Chengetal, 2013

Santhosh et Ulrich, 2013

uniques, grice a laquelle elles présentent une excellente
efficacité de ciblage tumoral, ce qui ouvre la voie a un
traitement personnalisé du cancer efficace

3.2/ Toxicité

Bien que le fer soit un élément essentiel & lawie augmentation de sa concentration en milieu
cellulaire peut générer la formation de ROS (Aketal., 1983). Or, dans la plupart de leurs
applications, les NPs d'oxyde de fer sont en cdntaec les cellules voire le milieu
intracellulaire. Il est donc probable que les iatdions NPs d’oxyde de fer/cellules ne soient pas
anodines.

C’est notamment le cas des NPs de magnétite ddokieité vis-a-vis des cellules humaines a
éte démontré (Berry al., 2003; 2004). Les NPs d’oxyde de fer utiliséeles fins biomédicales
(Gupta etal., 2005) sont généralement fonctionnalisées eraseirvia le greffage de composés
organiques (Kim eal., 2001; Goetze &tl., 2002; Lacava dl., 2002; Chunfu eal., 2004; Xu et

al., 2005; Kim etal., 2005). Cette couche organique limite les costdatects entre le fer des
NPs et les composants cellulaires.

Chez les souris, l'injection intra péritonéale d/dr de fer, provoque une inflammations dans la
cavité péritonéale, (Lacava &t, 2002). Aussi, l'injection intraveineuse desBg provoque des
effets génotoxique observés aprés une semainelziméme espece (Sadeghianakt 2005).
Parallelement, Kreuter al., (2001) ont démontré sur des rats, que des Nigaétigues étaient
capables de délivrer des substances médicamenttitsetement dans des tumeurs cérébrales.

Il est nécessaire de comprendre le mécanisme afaces NPs d'oxyde de fer contre les
bactéries, mais a ce jour. Quelques études ontéséigyue la cause premiere de la fonction

antibactérienne peut étre de la perturbation déiMiee de la membrane cellulaire. Une autre
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possibilité pourrait étre I'induction d'especescti#as de I'oxygene intercellulaires, notamment

le peroxyde d'hydrogéne £8,), un agent oxydant fort nocif pour les cellulestbaennes.

Des travaux ont montré une forte affinité entre MBs et la membrane externeEdoli.
L’adsorption des NPs est certainement contrbléedear attractions électrostatiques. Mais le
résultat le plus intéressant concerne I'étroitatieh existant entre la sensibilité a I'oxydatiasd
NPs a base de fer et leur cytotoxicité :

Les nano-maghémites (Felll - forme oxydée) : sbimhuement stables au contacEcdtoli

et n'induisent aucune toxicité significative.

Les nano-magnétites (Fell/Felll - forme interméaipi leur surface s’oxyde en maghémite

au contact d.coli via une désorption du Fell de leur structure. Uyietoxicité apparait a

partir de 0.7 g/L de ROsa.

Les nzZVI (Fe® - forme réduite) : elles sont entidemt oxydées en Iépidocrocite (Felll) et

magnétite (Fell/Felll) dans I'eau et au contad.doli. Dés l'introduction de 0.07 g/L de Fe°

70% de cytotoxicité apparait.
Dans un deuxieme temps, les études se sont plaksies sur les effets des hanomatériaux sur
le métabolisme des végétaux. Le principal critdralié a été la photosynthése (Racuciu and
Creanga, 2007c; Racuciu and Creanga, 2007b; RaandiCreanga, 2009; Racuciuaét 2009;
Lin etal., 2009a). Par exemple, des études menées sus digétaux (mais, pavot, chélidoine,
courgette) ont montré une diminution de la teneuctdorophylle A et B apres une exposition a
des NPs de fer (F@s, FeO4) (Cotae and Creanga, 2005; Racuciu and Crean@ac28acuciu
and Creanga, 2007b; Racuciu and Creanga, 2009cRastal., 2009).
D’autres études ont mis en évidence une perturbatio réseau de microtubules chez
Arabidopsis thalianaapres exposition a des NPs de Fi@Vang etal., 2011b) ou a des
fullerenes (Liu etl., 2010). Une autre étude a montré que les gramotlen exposés a des NPs
de Pd (Speranza et., 2010) induit une toxicité tres apparue. Desoaittes cultivées sur du
sable sont exposées a des NPs d®F0 nm), les résultats montrent une accumulatiiivle

de NPs dans les plantules mais significative.
4/ INTERET DU MODELE BIOLOGIQUEIET BUT DUITRAVAIL

4.1/ choix et intérét

Pour évaluer les effets toxicologiques causés panobiotique, il est nécessaire de disposer de
modele biologique représentatif du milieu étudié. gens écologique général, un bioindicateur
peut étre défini comme un organisme ou un groupegdhismes pertinents pour déterminer

qualitativement et quantitativement I'état de I'eomnement (Franzle, 2006).
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Plus récemment on s’est intéressé en milieu teeresstla faune du sol et notamment aux
escargots (mollusques, Gastéropodes, Pulmonégont reconnus comme les indicateurs
écologiques pertinents (Berger et Dallinger 1993t€l etal., 1999), car :

* lIs représentent une bio masse significativeean de la communauté des invertébrées des sols
(Dallinger etal., 2001).

* lIs occupent une situation privilégiée a l'inecé sol-plante-atmosphére, et ils integrent des

sources et voies de contaminations multiples (Bag@01).

lIs possedent des capacités de bioaccumulation riages pour de nombreux polluants
métalliques (Viard edl., 2004), et organiques (Sverdrupakt 2006). lls présentent des réponses
physiologiques (inhibition de croissance et de adpction, mortalité) (Martje, 2005) et
biochimiques (Regoli &dl., 2006) quand ils sont exposés aux contaminants.

* lIs constituent un élément de réseaux trophiquegntribue au transfert des polluants du sol et
/ou des plants aux prédateurs (Beeby, 1985; Ladk@uslopkin, 1996; Scheifler etl., 2002).

* Le choix préférentiel de cette espece est praleipent lieé a sa distribution mondiale,
traduisant ses capacités d’adaptation a des biptiee sols et des climats variés et a sa facilité
d’élevage (Gomot et Deray, 1987).

Les stades juvéniles et adultesHd’ aspersasont utilisés dans de nombreuses études
écotoxicologiques. En effet, de par leur placeain de I'écosystéme terrestre, les escargots sont
capables d'intégrer des sources multiples de cdn&ion (sol, atmosphére, végétaux) par
diverses voies : digestive, respiratoire et/ou roéga Les capacités de résistance et
d’accumulation des métaux ont été démontrées aeescargots (Scheiflerat, 2002a,b). Les
petit-gris sont des bioindicateurs d’expositiom’effets de polluants métalliques (Gomot, 1997,
Coeurdassier dl., 2000, 2002a ; Scheifler at., 2002a,b ; Fritsch &tl., 2011) ou organiques
(Coeurdassier «l., 2002b, 2011; de Vaufleury at., 2006; Regoli etl., 2006). Un bioessai
évaluant les effets des substances chimiques emadésces contaminées sur la survie et la
croissance @H. aspersauvéniles a été standardisé (ISO 15952:20B6)aspersaa €galement
permis de suivre les transferts des divers poli@rganiques, métalliques, radionucléides) dans
des chaines trophiques (Gomot-de Vaufleury et RiP@00; Scheifler edl., 2002b, 2003, 2006;
Scheifler, 2002; Hispard etl., 2008b), ou encore d’évaluer les cinétiques dasfert milieu
escargot (Gimbert etl., 2006, 2008).

27



Le stade embryonnaire est aussi utilisé dans deleg€cotoxicologiques, des bioessais évaluant
les effets des métaux et des pesticides sur lesyemb (ceufs) d4. aspersasont réalisés dans
les études de Druart &k, (2010, 2012) et de Baurand, (2015).

4.2/ Définition des objectifs

L’objectif général de cette étude est d’évaluetobicité des NPs d’oxyde de fer en utilisant un
modele bio-inducateur de pollution par les métaengastéropode terrestre I'escargot petit gris :
Helix aspersales oxydes de fer constituent des minerais a hauatur en fer, c’est I'élément
métallique le plus abondant dans la croute tegestnnaba constitue une ville trés polluée par
les particules ultrafines d’oxydes métalliques at particulier par les oxydes de fer, vue
l'implantation du complexe sidérurgique « ARCELORTNVIAL » d’El Hadjar le plus grand
producteur d’acier en Algérie avec 300 milles tapar ans malgré la chute de production (1
million de tonnes au départ), il est connue parfeges émissions de métaux lourds notamment
le fer. C'est parmi les sources qui sont a l'ongides diffusions de matiéres polluantes
(poussieres métalliques, aérosols de taille tréisepenano ») variées affectant 'ensemble des
eécosystemes de cette région, pouvant parcourircdetaines de kilométres a partir de leur
sources avant de se déposer (Grara, 2011, Belheip@tHi 2, Zaafour, 2014). Pour y répondre,

ce manuscrit est organisé en cinq grandes parties :

La premiere partie synthétise les connaissancegsmanomatériaux, la nanotoxicologie
et la nanoécotoxicologie, I'oxyde de fer nanomeéeiqui fait I'objet de ce travalil, ainsi que les
criteres de choix du modele biologique utilisé ealéation du risque. Elle définit également les
objectifs.

La deuxieme partie inclut I'embryotoxicité, applicla des NPs sur les ceufsHd’
aspersaavec un suivi des effets jusqu’au stade juvénile.

La troisieme partie comprend I'étude morphologigelée est consacrée a I'examen des
aspects comportementaux et morphomeétriques deteadidl. aspersa

La quatrieme partie est consacrée a ['étude bidgoien et enzymatique de
I'hnépatopancréas des adultesldaspersa

La cinquieme et la derniere partie est destinééexplbration histopatologique de

I'hépatopancréas du rein et le tractus génitaladiedtes dH. aspersa
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Chapitre 1 : Embryotoxicité des NPsIFgO3

1/ OBJECTIF DU TRAVAIL

Actuellement, il n’existe pas de bioessai dispaniibur évaluer I'embryotoxicité des substances
chimiques sur les invertébrés du sol. C'est pourguaus présentons un nouveau test
d’embryotoxicité avec les ceufs d’escargots, quistitrent un matériel biologique adapté : ils

incubent dans le sol et peuvent étre exposés auamiants contenus dans les lixiviats ou la
solution du sol. Les effets de trois concentraties solutions sont préparées dans de I'eau

distillée) des nanoparticules d’oxyde de fer nartoiopgée ont été étudiés (1,25, 1,5 et 2 mg/ml).

2/ MATERIEL ETIMETHODES

2.1/Matériel

2.1.1/ Matériel chimique

L’oxyde de fer nanométrique nous a été élaboralaorhtoire LMS2 de physique par le Professeur
DJEKOUN Abdelmalik, il est de taille de 26nm. L'Btaration des nanoparticules dd-e0s a

éte effectuée par broyage mécanique a haute énergiartir de la poudre élémentaire de
I'hématite (Fig 13a). Le broyage a été réaliséesdanbroyeur planétaire a de type Fritsch (P7),
en utilisant deux jarres en acier, celui-ci se cosepde : une jarre en acier inoxydable de volume
45 ml et des du méme type d’acier (Fig. 13b). legppration de la charge (billes + poudres) a été
effectuée dans une boite a gants sous atmosptagod. Le rapport massique billes/poudres est
de 1/20 environ et la vitesse de broyage est adrBode 500 tr/mn. Pour minimiser les effets
relatifs a 'augmentation de la température adirgur des jarres, le broyage a été fait avec des
séquences d’'une demi-heure suivie de 15mn de ghuséa pendant 3h.

Le broyeur planétaire P7 est un broyeur constitué plateau animé d’'un mouvement de rotation
sur lequel on dispose deux jarres qui tourne autelson axe dans le sens opposé au mouvement
du plateau. Les forces centrifuges résultanteggenouvements agissent sur le contenu de la jarre
en produisant des effets a trés haute énergieatsctie frottements des billes sur les parois des
jarres. Ce procédé particulierement efficace pemuredi d'obtenir des poudres nanostructurées
métastables. En effet, I'énergie d'impact des billers du broyage dépend des parametres
d’opérations, spécialement de la vitesse de rotalés jarres et du plateau. Il faut noter que parmi
ces parametres, la vitesse du disque exerce lssgngicative influence sur la force radiale qui
accentue la déformation. La taille moyenne degatlites est calculée a partir de la largeur a mi-

hauteur des pics de diffraction DRX, en utilisantdrmule de Scherrer.



Embryotoxicité des NPs Fe;0s

Figure 13 : Synthése d’oxyde de fer nanométrique :
(a) broyeur planétaire (b) poudre des NPs de E©s.

2.1.2/ Matériel biologique
Helix aspersaou le petit gris, est un escargot appartient a biemchement des Mollusques,
animaux a corps mou dépourvu de squelette, sa messgale présente une torsion de 180° par
rapport au pied d’ou une asymétrie de certain d@sganes (Bonnet et Vrillo, 1990).
C’est un gastropode, pulmoné terrestre, aussi no@ardareus aspersus, Cornu aspersum
Criptomphalus aspersutans la nomenclature récente (Barker, 2001) oatlegris. Selon Bonnet

& Vrillon (1990) sa position systématique est citims la figure 14 ci-dessous.

Regne: Animalia
Embranchement : Mollucsa :
Classe :Gastropoda
Ordre : Stylommatophora
Famille : Helicidae
Genre : Helix

Espéce aspersa
Sous-espéceaspersa

Figure 14 : Classification deHelix aspersa.

La coquille de cette espéce est un squelette extarétée par la face dorsale et le bord libre du
manteau, elle est globoide, spirale, a un enroutedextre, son ouverture est évasée, descendante;
son bord externe est appelé : péristome (Chevdlgf2). Des sols pauvres en calcium peuvent
constituer un facteur limitant a la croissance éssargots, le calcium étant un élément

indispensable a la formation de la coquille (Dajénet al.,2001).
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Le corps de I'escargot est mou, visqueux en raiota présence du mucus. Il est constitué de

trois parties : la téte, le pied et la masse valediFig. 15) (Bonnet et Vrillo, 1990)

Sa téte comporte la bouche qui s’ouvre vers leebéss organes des sens constitués de deux
paires de tentacules. Les tentacules inférieuaet|ds, sont dirigés vers le bas, les tentacules
supérieures, oculaires, portant un ceil simple @trgane olfactif, qui sont dirigés vers le haut
(Bonnet et Vrillo, 1990).

Le pied est musculeux, large et plasupporte une coquille calcaire formée d’'une sgikce

en forme de spirale. Sa face inférieure, en corgaet le sol, forme une sole de reptation,
lorsque I'escargot se déplace, elle laisse une toaitlante formée de mucus (Cadart, 1955).
La masse viscérale dont la plus grande partiendstraée dans la coquille (Chevalier, 1982),
contenant presque tous les organes; elle est ristievascularisée.

Les visceéres correspondent aux organes situéatarieur de la coquille et comprennent le
rein, ’hépatopancreéas, le coeur et une partie ajgpdreil génital qui se prolonge également
dans le pied .Ce dernier comporte essentiellenegesble pédieuse, musculeuse, la partie

antérieure du tube digestif et le systeme nerveux.

Legende : (1.coquille - 2 Hepatopancreéas- 3. poumon - 4. anus - 5. pore respiatoire - 6. oell - 7. tentacule - &
cervean - 9. conduit salivare - 10, bouche - 11. panse -14. péms - 15. vagm - 16. glande muqueuse - 17.
ovaire - 18. sac de dards - 19. pied - 20. estomac - 21. rem - 22. manteau - 23. coeur - 24. canal déférent)

Figure 15 : Anatomie d'un escargc (www.naturae-scientia.com

On le retrouve dans les dunes, les bois, les reches haies mais également dans les zones

cultivées (Kerney efal.,, 2006). Il se nourrit principalement de plantes, ldbens et de

champignons. Son régime alimentaire n’est pas aligtiet I'escargot s’adapte en fonction des

plantes qui colonisent le milieu (Chevalietr al., 2001). Le sol fait également partie de son

alimentation et peut influencer sa croissance (Ganal.,1989).



L'activité des escargots petit-gris est préférdatieent nocturne et en période humide. Elle se
synchronise avec la photopériode naturelle et @éautcoucher du soleil avec un maximum six
heures apres celui-ci (Chevallier, 1992). Les tfaisteurs qui influencent cette activité sont
I'nygrométrie du milieu (air et sol), la températet l'intensité lumineuse (Chevallier, 1982ks
escargots sont actifs si I'humidité relative de ¢at supérieure a 80% et si la température mileima

nocturne n'est pas inférieure a 9° C.

Une absence prolongée d'’humidité provoque l'estivade Helix aspersa(Chevallier, 1992).
L'animal se fixe alors sur un support en fermantJérture de sa coquille par un voile de mucus
solidifié : I'épiphragme. Il reprend son activitgdque les conditions environnementales sont plus
favorables. Lorsque la température moyenne deuidtieure a 15° C, les escargots se mettent
en hibernation en se "collant” sur un support og'emfouissant dans le sol ou la litiere et sentete
un épiphragme d'hiver. Dans une atmosphere hurt@darocessus d'hibernation s'effectue en-
dessous de 5° C. Le raccourcissement de la durgeideemble avoir également une action sur
la mise en hibernation (Bailey, 1981).

Quatre phases de croissance ont été définies etidorde la taille et de la masse des animaux
mais aussi de leur différenciation sexuelle (Gorh©987) :

» Phase infantile « jeunes éclos » durant laqueliatdus génital est non-différencié chez des
animaux de 0,02 4 0,6 g.

= Phase juvénile relative a un tractus génital quigghise et a une gamétogenese active. La
masse est comprise entre 0,6 et 6,0 g.

= Phase de maturation sexuelle ou phase subaduétetdaquelle les glandes annexes femelles
se développent. Elle concerne des escargots natedqabsence d'épaississement du
péristome) de plus de 6 g.

» La phase adulte a croissance nulle durant lagleslanimaux sont aptes a se reproduire. lls
sont alors bordés et pésent entre 6 et 14 g.

En général, la croissance naturelle jusqu'au stalldte s'étale sur deux ans si bien que les
individus sont le plus souvent considérés commeeadment matures a partir du deuxiéme ou
troisieme été suivant leur naissance (Chevallieg2). Cette croissance se fait par pallier, au
rythme des estivations et hibernations. Les fastegui influencent la croissance sont la

température, I'humidité ambiante, I'éclairememdloeur d'onde, intensité et photopériode) ainsi
gue la nature du sol et de la nourriture (Goma®,7)9La durée de vie moyenne d'un escargot en

milieu naturel est de 6 a 7 ans (Gomot and Gong&5)L



Les escargots terrestres sont hermaphrodites piremn(d’abord males puis femelles) et
s’accouplent une ou plusieurs fois avant la poBedé et Gomot, 1991). A partir du mois
d’octobre en Europe, I'escargot hiberne en s’esfgant dans le sol. Sa coquille est alors obturée
par un épiphragme épais. Il reprend généralemerdcovité au printemps quand les températures
avoisinent les 12-14°C (Marasco et Murciano 2008rnieyet al., 2006). La reproduction des
escargots a lieu au printemps et en été (débutals de mai et dure jusqu'a la mi-septembre).
L'accouplement implique une fécondation récipropae échange de spermatophores entre les
deux partenaires.

La durée entre I'accouplement et la ponte varferction des conditions du milieu. En conditions
optimales, elle est d'une dizaine de jours maidétai peut atteindre un voire deux mois suivant
les conditions d'environnement (Chevallier, 19&®)ur pondre, I'escargot creuse une cavité de

quelques centimetres de profondeur dans le s@pgsk ses ceufs puis rebouche le "nid de ponte”.

La fécondation a lieu au niveau de la chambre diigation, a la surface de la glande a albumen.
Les ovocytes fécondés sont alors entourés d’albw@enété par la glande a albumen, qui constitue
les réserves nutritives pour le développement eammrgire, puis d’'une coque calcaire. Pour
pondre, I'escargot creuse avec sa téte une cavte gorofondeur de 2-3 cm dans le sol, et y
dépose une ponte constituée d’'une centaine d’caufsogyenne (Fig. 16). La ponte peut durer

jusqu’a 36 heures.

Les ceufs vont ensuite se développer pendant 12jéuts avant d’éclore. Les escargots éclos
remontent ensuite en surface, ce qui peut enceralpg 4 a 5 jours. Les jeunes éclos pésent alors
environ 25 a 35 mg (Baurand, 2015).

Figure 16 : Reproduction chez I'escargoHelix aspersa

(a) Accouplement (b) Grappe des ceufs.
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La croissance de I'escargot correspond a unee mtéespoids pouvant atteindre jusqu'a 14 g en
conditions contrblées favorables (photopérid@e h de lumiére par 24 h, 20°C et 80-90%
d’humidité) et a un accroissement de la dbgwen longueur, mais également en épaisseur
(Gomot de Vaufleury, 2001).

2.2/ Méthodes

2.2.1/ Elevage et application du traitement

Un élevage a été mis en place suivant les recomatiand de Gomot-DeVaufleury (2000) dans
des conditions controlées de température (20 + 2t@e lumiere (photopériode de 16h). Une
éponge mouillée est placée dans les boites afgsdifar I'humidité nécessaire, et dans ces méme
boites nous avons placé des petites boites enqulastemplis de terreau pour que les escargots
aprés accouplement puissent pondre leurs ceufsn&erigur du terreau (Fig. 17).es

accouplements sont réalisés dans les conditiossd@finies. Les pontes obtenues sont identifiées.

Figure 17 : Mode d’élevage.

2.2.2/ Pendant la phase embryonnaire
Dés le 1" jour de la ponte nous les avons partagé dansAdoeacun constitué de 16 ceufs dont :

» 1 lot témoin dont le papier n’est imbibé qu’aved’dau distillé « ED » (Fig.18a).
» 3lots traités (loC1, lot C2 et lotC3) par trois concentrations différentes respectiveme?5

mg/ml, 1,5 mg/ml, et 2 mg/ml (Fig. 18b-d). Le tadnleD3 résume la distribution des lots.
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Non traité : témoin
Escargots traités avec 1.25mg/ml ED

Escargots traités avec 1.5 mg/ml ED

Escargots traités avec 2 mg/ml ED

T : témoin, C1 : lot traité avec 1.25mg/ml, C2 : lbtraité avec 1.5mg/ml, C3 : lot traité avec 2mg/ml

Des boites de Pétri ont été préparées pour l'inboaes ceufs comme suit : on met dans chaque
boite trois couches de papier absorbant (Whatnaopide diametre) et on les imprégne par des
solutions sus citées, les tubes sont bien agitésgimenir des solutions homogenes surtout avant
utilisation.

La ponté a été partagée en 4 lots, 16 ceufs opliadés dans chaque boite et on les incube dans
des conditions favorables pour I'éclosion.

Figure 18 : Mode d’incubation des ceufs de la pontevant éclosion :
(a) témoin, (b) traités aved1,25 mg/ml] NPs de FgDs, () traités aved1,5 mg/mi] NPs de FeOg, (d) traités
avec[2 mg/ml] NPs de FeOs.
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Comme les ceufs sont opaques, les observationbsamtoup plus sur la forme, la taille des ceufs
et la couleur de la coque. Les NPs testés ont omlewr vive (rouge raille), et leur accumulation
est facilement observée. Les embryons ont été wdsawec une loupe binoculaire, nous avons
utilisé un appareil photo pour prendre des photuges en méme temps. Les photos ont été
prises : le 8" 8Me 10°Me 12Me et 14™ jour d’incubation, et nous avons réalisé le cometa

d’éclosion le 12™et le 14™jour.

Aprés I'éclosion (12" jour) les ceufs non éclos ont été retirées des oty éviter leur
décomposition, nous avons ensuite maintenu less &tdms les méme boites et nous avons
commencé a alimenter les naissains pendant 28. jbareomptage de taux de mortalité est
effectué chaque 10 jours c'est-a-dire¥8°8& 18™eet le 28™¢jour.

2.2.3/ Pendant la phase juvénile
Juste apres les 28 jours qui suivent I'éclosiomnl@issains sont devenus des Juvéniles, ils sont

transférés dans des nouvelles boites d’élevagespectant le groupe initial (Fig. 19).

Figure 19 : Transfert des juvéniles vers des boitemn plastique.

Chaque escargot a été pesé individuellement (Bia) €t le diamétre de sa coquille a été mesuré

a l'aide d’'un pied a coulisse (Fig. 20b).

Figure 20 : Suivi des parametres morphométriques

(a) suivi du poids (b) suivi de la taille coquillée.
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2.2.4/ Analyse statistique

Les données relatives au poids et a la taille saptimées en moyennes + standard erreur.
L’analyse de la variance a un critere de clasgifioeet le test de Tukey au seuil de p = 0,05 ont
éte appliqués. Pour toutes les séries de donieg|té des variances a été contrdlée par las tes
de Bartlett (Dagnelie, 1999). La normalité desrdms a été vérifiée par I'application des tests
d’Anderson-Darling et de Kolmogorov-Smirnov (Dadeel999). Les calculs ont été effectués a

I'aide du logiciel d’analysetde traitement statistique des données MINITAB werdi6.0

3/ RESULTATS

3.1/ Pendant la phase embryonnaire

3.1.1/ Suivi des ceufs

Les observations des changements ont été effedtai@lé d’'un binoculaire de la marque (Leitz
Wetzlar Germany), des ceufs ont été choisis aléa@nt a partir de chaque groupe par des prises
de photographies en méme temps a l'aide d’'un appduao numérique de la marque (Samsung
HD ES90).

Nous avons observé quelques modifications a mhrt#™¢jour, et a cet effet, nous avons pris des
photos le 8¢ jour (Fig. 21), le 8"¢(Fig. 22), le 1™ (Fig. 23) ainsi qu’au F2*(Fig. 24) et au
14°™¢jour (Fig. 25) (2 jours de prolongation pour l'ésion).

Au 5 jour d’incubation : On observe pour le témoin un ceuf blanc et bttillvec une forme
réguliere, des déformations de la membrane etrdess de la molécule ont été observés pour les

lots traités d’une maniére plus remarquable podoke la plus élevée.



Figure 21 : Aspects des ceufs al§"% jour :

(a) ceuf du lot témoin (b) ceuf du lot traité par [125] mg/ml des NPs Fs, (c) ceuf du lot traité par [1.5
mg/ml] des NPs FgOs, (d) ceuf du lot traité par [2 mg/ml] des NPs F©3.

Au 8°™e jour d’'incubation : Nous n’avons rien remarqué pour le témoin, deslgments chez
les membranes des ceufs des lots traités avec akationulu FeOs NPs sous une couleur rouille
ont été observés

Figure 22 : Aspects des ceufs ali"® jour :

(a) ceuf du lot témoin (b) ceuf du lot traité par [125 mg/ml] des NPs Fs, (c) ceuf du lot traité par [1.5
mg/ml] des NPs FgOs, (d) ceuf du lot traité par [2 mg/ml] des NPs F©3.
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Au 10°™ejour d'incubation : Les mémes observations ont été vus dans®léfifir, mais d’une
facon plus remarquable.

Figure 23 : Aspects des ceufs au TG jour :

(a) ceuf du lot témoin (b) ceuf du lot traité par [125 mg/ml] des NPs Fs3, (c) ceuf du lot traité par [1.5
mg/ml] des NPs FgOs, (d) ceuf du lot traité par [2 mg/ml] des NPs F©3.

Au 122 jour d’incubation : les observations au 9% jour révélentune coquille transparente
pour I'escargot jeune éclos du lot témoin, elleddghe couleur rouille pour les jeunes éclos des

lots traités et concentrée surtout en arriére.ceats non éclos des lots traités ont une membrane
déformée.
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Figure 24 : Aspects des ceufs au T2 jour :

(a) escargot du lot témoin (b) escargot du lot tréé par [1.25 mg/ml] des NPs E©s3, (c) ceuf du lot traité par
[1.5 mg/ml] des NPs FgD3, (d) escargot du lot traité par [1.5 mg/ml] des NP FeOs, (e) ceuf du lot traité par [2
mg/ml] des NPs FgDs, (d) escargot du lot traité par [2 mg/ml] des NPs &0s.

Au 14*™¢jour d’incubation : a cette date, on assiste a I'apparition des yeax &s jeunes éclos
du lot témoin avec une coquille transparente, Uatglation des NPs E®z en arriere de la
coquille pour les jeunes des trois lots traités.dlbinos est observé dans le groupe traité par la
dose 3 mg/g des NPs dexBe (Fig. 26).
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Figure 25 : Aspects des ceufs au T%jour :

(a) escargot du lot témoin (b) escargot du lot tréé par [1.25 mg/ml] des NPs FE©g3, (c) escargot du lot traité

par [1.5 mg/ml] des NPs FgO3, (d) escargot du lot traité par [2 mg/ml] des NPs &Os.

3.1.2/ Comptage d’éclosion

Le tableau 04 ci-dessous résume le comptage edf@ctur chaque lot le $2°et le 14™¢jour de

la ponte.

Tableau 04 : Nombre d’ceufs éclos dans le 2 et le 14™¢ jour aprés exposition aux

différentes concentrations des NPs E©s.

122™¢ jour
Eclos
Non éclos
Décomposés
14°™ejour
Eclos
Non éclos

Décomposés

T

16
00
00

16
00
00

C1

14
02
00

15
00
01

C2

12
02
02

13
00
03

C3

11
05
00

14
02
00
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3.1.3/ Mortalité
Les résultats obtenus lors du comptage de morsditérésumés dans le tableau 05 ci-dessous.

Tableau 05 : Pourcentage de mortalité pendant les82jours qui suivent I'éclosion apres

exposition aux différentes concentrations des NPsfOs.

T C1 C2 C3 Total
08™ejour 0% 20% 7.69% 0% 6.89%
18°m¢ jour 0% 8.33% 0% 7.14% 3.70%
28™mejour 0% 9.09% 0% 7.69% 3.84%
Total 0% 33.33% 7.69% 14.28% 13.79%

3.2/ Pendant la phase juvénile

3.2.1/ Poids frais

Le tableau 06 illustre les moyennes du poids filasjuvéniles pendant 04 semaines.

On observe une diminution du poids dose dépendanslyse statistique révéle des différences
tres hautement significatives (p= 0.001), les téssiimontrent une augmentation par rapport au
temps et elle est statistiguement tres hautememifisative (p=0.000), cependant lorsqu’on
s'intéresse a la corrélation entre les deux cstef@gose et temps) les différences sont
statistiquement non significatives (p= 0.835).

3.2.2/ Taille coquillére

Le tableau 07 illustre les moyennes du taille deolguille des juvéniles pendant 04 semaines.

On observe une diminution de la taille coquilleos@ dépendant, I'analyse statistique révele des
différences significatives (p=0.011), les résgltabntrent une augmentation par rapport au temps
et elle est statistiguement trés hautement sigtifie (p=0.000), toutefois lorsqu’on compare par
rapport a la corrélation entre les deux criteres¢det temps) les differences sont statistiquement

non significatives (p= 0.810).



Tableau 06 : Résultats du suivi du poids des juvéiesapres exposition aux différentes
concentrations des NPs BE©:s.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
T 0,0478 0,0608 0,0752 0,511 0,1875 0,2362 0,2729 0,2729
+0,0069 +0,0114 +0,0145 +0,2039 =#0,0670 =+0,0618 +0,0596 +0,0474
C1 0,0477  0,0595 0,0686  0,0955 0,1267 @ 0,1939 0,2239 0,2239
+0,0099 +0,0151 +0,0213 +0,0211 =+0,0095 =+0,0085 +0,0187 +0,0681

NS NS NS NS * * * NS
Cc2 0,0424 0,0561 0,0696 0,0944 0,1822 0,2275 0,2251 0,2251
+0,0089 +0,0118 +0,0152 +0,0163 =+0,0212 +0,0198 +0,0532 +0,0834

NS NS NS NS NS NS NS NS
C3 0,0416 0,0504 0,0620 0,0851 0,1753 0,2170 0,2414 0,2414
+0,0112 +0,0160 +0,0159 +0,0160 #0,0369 =+0,0246 +0,0475 +0,0794

NS NS * NS NS NS NS NS

Tableau 07 : Résultats du suivi de la taille coquére des juvénilesapres exposition aux
différentes concentrations des NPs E©s.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
T 5,403 5,865 6,134 6,734 7,331 7,762 7,9 8,106
+0,339 +0,293 0,549 +0,566 *0,649 +0,517 +0,571 +0,658
C1 5,4 5,85 6,155 6,777 7,15 7,801 7,894 8,088
+0,349  +0,567 @ 1,093 +0,552 +0,844 +0,801 +0,935 0,544
NS NS NS NS NS NS NS NS
C2 5,366 5,812 5,98 6,417 7,061 7,533 7,677 7,321
+0,362 +0,436  +0,603 +0,831 +0,612 +0,662 0,449 +0,974
NS NS NS NS NS NS NS *
C3 5,3 5,754 6,25 6,56 7,15 7,355 7,844 7,127

+0,660 0,741 0,648 +0,740 0,671 £1,328 1,135 +0,862
NS NS NS NS NS NS NS **



Figure 26 : Aspect d'un juvénile malformé, albinodraité avec la plus forte concentration
(2mg/ml).

4/ DISCUSSION

Peu de travaux ont été trouvés sur les effets aogoques des NPs K@z par rapport aux

oxydes métalligues micrométriques et méme par rappx NPs des oxydes métalliques comme
TiO2 et ZnO et c’est ce qui hous a laissé prudent cudlakplication de nos résus.

Tout d'abord, nous nous sommes intéressés de itb@téodes nano B3 sur 'avancement du
développement did. aspersgde la ponte jusqu'a I'éclosion), se basant &wdé de Gimbert qui

a montré que, souvent de nature métallique lesbiétigues qui pénétrent sans difficulté a
I'intérieur de la cellule peuvent s’accumuler engyér des processus cytotoxiques. Les bio essais
d’embryotoxicité prouvent I'avantage de ce stadeque du cycle de vie, comme le montre Druart
etal., (2010, 2012).

Les études de Lacoue-Labartteal.,(2008; 2009; 2010) sur la bioaccumulation d’uneie de

métaux dans les ceufs de seiche montrent que, Igetnétal et selon le moment auquel les ceufs



sont exposeés, les métaux franchissent ou non laecde I'ceuf. Ces auteurs montrent que, durant
les premiers stades embryonnaires, les métauxiéerd la coque et ne sont pas en contact avec
I'embryon. Puis, apres I'organogéneése, la coquéedépermeéable et les métaux peuvent exercer
leur toxicité sur I'embryon. D’autres auteurs e&nh également que la coque de I'ceuf ou
I'albumen forment un rempart a 'embryon contréobeicité des contaminants (Howéal.,2004;
Oliveira-Filhoet al.,2005), démontrant ainsi que les stades embryormamet moins sensibles
que les stades larvaires de lI'organisme (Peréiral., 2000; Geffardet al., 2002; Howeet al.,
2004; Lacoue-Labarthet al., 2009). Cependant, Druart (2011) a démontré qu’aursj du
développement embryonnaire (soit le tout débuttddeslarvaire), le Cd avait déja franchi la
barriere protectrice de I'ceuf pouvant ainsi attesritembryon et exercer sa toxicité. De maniére
générale et particulierement chez certaines es@pesiques (escargots, poissons), les stades
précoces (larves, embryons) sont plus sensibletegugtades juvéniles ou adultes (Gomot, 1998;
Strmacet al.,2002; Hallareet al.,2005; Pietroclet al.,2008).

L’évaluation de la toxicité de la ferrite de cob@bFeOsd’'un diameétre moyen 40 nm) avec des
concentrations proches de celles rencontrées gangrbnnement situées entre 10-500 sur

les embryons de poisson zebre pendant 96 h mamdse @ne agglomération sur les membranes,
aussi la dissolution des ions a induit des dommag&saniques graves aux membranes (Ahmad
etal., 2015). Les grands agglomérats de(kesont plus toxiques pour les membranes lipidiques
en raison de la plus grande affinité entre euxuisaht a la fin une cytotoxicité plus grande
(Drasler etal., 2014 ; Mahmoudi eal., 2012). L’adhérence des agrégats, la sédimentatio
I'intériorisation des NPs et des ions étaient égatd les principaux facteurs qui contribuent a
induire la toxicité du développement dans les emtsyde poisson zébre (Zhuadt 2012).

Les résultats de Shih ak, 2016 ont montré clairement que les agrégats @eplurrait avoir un
impact sur l'efficacité d'éclosion des embryons pl@sson zebre traités avec différentes
concentrations de ces NPs (10, 20, 60, 120 mg/h3 da mode d’essai par lots , I'éclosion a été

inhibée a la capacité d'adsorption de JlléDplus élevée.

Alors que Yoo eal., (2016) ont expose des embryons de poisson aébfi&rentes concentrations
de NPs d’Ag (30, 60, 120 et 240 nM) a 72 h, le tdléclosion n'a pas été significativement
différent entre les groupes (témoin: 90%; NPs d2¥4@ nM: 89%). Le groupe témoin a montré
une mortalité 2%, tandis que le groupe traité d@etlPs d’Ag 240nM a montré une augmentation
de la mortalité (11%).

Accompagne l'agrégation et la sédimentation des HlP$-eOs et les caractéristigues des

nanoparticules, lI'adhérence/adsorption directeadgégats des NPs du2Bg qui ont pu étre



observées sur la surface des embryons (Fig. 13 @éhérence/adsorption directe peut causer
I'épuisement d'oxygéne en échange, ce qui entuaigdypoxie des embryons exposés; cela a été
rapporté pour provoquer un retard d'éclosion et&eloppement d'embryons, peuvent également
provoquer une production excessive d'especesveéaake I'oxygene (ROS$) vivo, ce qui induit

un stress oxydatif chez les embryons qui peut ésentielle dans l'induction de la toxicité
observée dans le développement.

Une autre étude menée par Aerleakt (2013), les NPs d’argent de 10nm appliquéedesur
embryons de poisson zébbanio rerio a des différentes concentrations (0.031, 0.0625)
0.250, 0.500, 1, etjxg/L) pendant 48h. Des malformations fortement mésqzhez I'embryon ont
été notées. En utilisant une approche de séquedgageuvelle génération dans une plate-forme
lllumina (High-Throughput SuperSAGE), des alténasigignificatives de I'expression des genes
ont été trouveés et la plupart des voies de gerfest@$ sont en particulier ceux associés a la
phosphorylation oxydative et la synthese protéiduauteur a prouvé que cette toxicité est
associée a des ions d'argent biodisponibles damsibryons de poisson zébre exposés.

Les ions métalliques peuvent entrainer un désémeitie 'hnoméostasie et des réponses cellulaires
aberrantes, y compris la cytotoxicite, les dommatja®N, le stress oxydatif, les événements
épigénétiques, et les processus inflammatoiresjuceonduirait a terme a la toxicité observée
(Singh etal., 2010) .

Une expérience sur une lima&eeroceras reticulatummontre que les rapports de la haute
sensibilité des ceufs aux sels métalliques, estonrmation des résultats obtenues par Aerle et
al., (2013) sur les effets des ions métalliques @ardlglesias eal., 2000). Druart eal., (2010,

2012) ont montré qu’un transfert significatif du &gbartir du milieu d'exposition aux ceufs a été
souligné, affectant particulierement l'alboumen. lasomalies de I'embryogenese chez les

embryons non éclos dépendaient du type de la sudest de la concentration envisagée.

Depuis leur apparition, de nombreux chercheurs @untlié l'influence des caractéristiques
physico-chimiques des nanomatériaux sur leur texidinsi, la toxicité peut varier en fonction
des agents synthétiques (Braynealgt2010), dont le diametre nominal (Hund-Rinkalgt2006),

la forme (Petit etal., 2010; Peng eal., 2011), et le revétement (Xu ak, 2010). Selon les
nanomateériaux, certains ou tous les effets toxiqpeas/ent étre attribués a la dissolution des
nanomatériaux dans l'environnement (Franklial @2007; Aruoja eal., 2009; Miao etl., 2009;

Xu etal., 2010; Gong eal., 2011). En outre, certaines études montrentectant que la forme



nanoparticulaire est plus toxique que la formegqaeiou micrométrique (Aruojaak, 2009; Miao
etal., 2009; Shi eal., 2011).

Le stress oxydatif définit le potentiel des ROS rmpemndommager les composants cellulaires tels
que les membranes biologiques, les protéines, I'ABINI'ARN (Radwan etal., 2010).
L'implication du stress oxydatif a été largemenhdatré comme le mécanisme responsable de la
toxicité des nanomatériaux (Georgekt2011; Xiong etl., 2011). Cet effet est particulierement
bien illustrée dans une étude subaigué de l'imgadiPs de Ti®(100 et 200 mg/L) sur les
juvéniles de carpe€yprinus carpioa travers la diminution du taux de Superoxide disse,
catalase et I'activité peroxidase ainsi que I'augtagon du taux des lipides de peroxidation (Hao
etal., 2009).

Ireland etal., (1993) ont montré que le Ti@t ALO3z nanométriques sont des NPs de transition
redox actives, qui interferent avec le métabolisties protéines par la formation d'especes
réactives de lI'oxygene (ROS) qui entrainent lesstogydatif et causent des dommages cellulaires.
Le contact entre les nanomatériaux et les orgarsigraet provoquer des effets toxiques directs ou
effets indirects (diminution de la nutrition apf@sisorption des NPs par les surfaces d'échange de
I'organisme) (Zeyons ai., 2009).

L'impact des NPs sur les organismes aquatiques edesrescargots d'eau douce (Croteal. et
2011; Musee «ll., 2010), sur les larves chironomes (Oberholstat.e2011 ; Lee eal., 2009),
sur les cnidaires (Yeo et Kang, 2010) et sur ldgghetes (Gallowagtal., 2010) ont également
été étudié montrant des effets toxiques a traveeg@duction de la nutrition et une augmentation
du nombre de malformations, stress oxydatif, Iésabal’ADN en corrélation avec 'augmentation

de la mortalité.

La déformation et le gonflement de la membrane dm#s traités avec les différentes
concentrations d'oxyde de fer nanométrique estconséquence de sa pénétration a travers la
membrane, ce qui lui permet de s’accumuler dansdigles. Les nanoparticules sont absorbées
par les cellules par le biais de différents mégaas tels que I'endocytose (Geisealet 2005;
Greulich etal., 2011).Selon Marigomez edl., (2002): le transfert des éléments métalliques a
travers les membranes plasmiques des cellulepriastpalement effectué par diffusion passive
ou par des mécanismes nécessitant de l'énergee,qted le transport par des protéines
membrannaire, spécifique ou non, ou par endocydesemolécules. lls peuvent agglomérer et
résider dans le cytoplasme ou atteindre le noyaavérs des pores nucléaires (Ashaetsil.,

2009a). Il est intéressant aussi de dire, qu’ils/pat également étre déposés dans divers organites



tels que le lysosome, la matrice mitochondriale e¢ticulum endoplasmique (Geiseakt 2005;
Asharaniet al., 2009b; Yen etl., 2009; Vanwinkle etl., 2009; Greulich etl., 2011). De
nombreux rapports ont montré leur existence dam®epartiment endolysosomal (Asharani
al., 2009Db).

L’accumulation de la molécule a l'arriere de la wilg n'est pas un hasard, en effet c’est
'emplacement de I'hépatopancréas, d’apres Lesatrawd’Oberdorster eal., (2005), il a été

montré que les nanoparticules pouvaient franclsrb@grieres de protection, se distribuer dans
I'organisme et s’accumuler dans certains organ@g;ipalement lors des expositions respiratoires

ou digestives.

Les glandes digestives sont les organes de gastirspes plus importantes, impliquées dans la
détoxification des polluants (Ismeet al., 2002). Les modifications histologiques et
histochimiques sont censés étre des biomarqueiles ale I'exposition aux NPs des oxydes
métalliques (Besnaci el., 2016). Ainsi, cheHelix pomatia apres I'exposition au Cd (Berger et
al., 1995), 85% a 95% de ces ETM ont été trouvées Kapatopancréas (Dallingeradt, 1993).
Boucenna edl., (2015) a rencontré des dégats au niveau desesehépato pancréatiques qui sont
dues a I'accumulation des métaux lourds a ce nivdraiétude récente a demontré que I'exposition
in vitro d'oxydes métalligues de fer sHraspersainduit des altérations hépatopancréatiques
expliquées par l'inhibition des activités des notl#ases dans I'hépatopancréas (Qiaalet
2009). Manzl etl., (2004) a également observé la toxicité aiguéodgdes meétalliques dans les

cellules hépato pancréatiquesHigix pomatia.

En plus du retard d’éclosion et de la diminutiomdenbre des ceufs éclos dans les groupes traités,
des malformations et des déformations morphologiqure été noté notamment dans le groupe
traité avec la forte concentration (Fig. 2Bu etal., (2011) apres évaluation de la toxicité des
NPs chitosane biodégradable utilisant les embryopaisson zébre comme modele, note que le

taux de malformation augmente avec l'augmentatola @doncentration des NPs.

Dans une étude vivo, la mortalité, la malformation, la fréequence cagilie et de toute mort
cellulaire dans I'embryon ont été mesurées dansmdsyons de poisson zébre exposés a des NPs
de silice (25, 50, 100 and 200 mg/mL) pendant 86k .résultats ont montré que les nanoparticules
de silice induisent des malformations de manierseddépendante avec des perturbations tres

graves dans le systeme cardiovasculdineaf etal., 2013).

Le pourcentage de mortalité observé dans notesb#, confirme I'’hypothese de Druart (2011)

qui dit que le systeme de détoxification et/odlidiination restait important lors d’'une exposition



par voie digestive. Ainsi, Scott-Fordsmand et Kr¢2®04) ont déterminé une EC10 de 55 mg/kg
chezFolsomia fimetariaapres 21 jours d’exposition tandis que Widartalg{2007) ont constaté
unemortalité de 'ensemble des organismes diRezandidaa partir de 40 mg/kg de NPs. Ces
mémes auteurs ont montré qu’il n’y avait pas diteste la survie et que la croissance des gers
terre affectée uniguement jusqu’a la moitié deulad de I'exposition (qui dure &otal 196 jours),
suggérant une sensibilité plus grande des juvépdesapport aux adultes (Widarto ak, 2004)

(voir partie 03 effets sur les adultes).

Nos résultats montrent une légére perturbationoilsples juvéniles ddelix aspersaraitées par
les différentes concentrations des NPs d®©#fen fonction du temps et par rapport aux témoins.
Les travaux de Grara at, (2015) aussi ont révélé des perturbations exdsmpar une diminution
de la masse corporelle chez les animaux traitésdpar différentes concentrations de ZnO
nanometrique, l'auteur a expliqué cette perte delsppar la diminution de la consommation
alimentaire que nous avons constatée particuliarecteez les animaux traités aux différentes
concentrations. Ce résultat est en accord avedraeaux de Laskowski et Hopkin (2006a)
concernant I'effet du Zn, Cu et Cd ddelix aspersat de Coeurdassierat, (2000) qui ont étudié
I'effet du Chrome macrométrique sdelix aspersaqui ont noté une diminution du poids suite a

une diminution de la consommation de nourriture.

Nos résultats sont aussi en accord avec les tral@attames et Hopkin (1989) qui ont révélés que
I'exposition des escargots a des concentratiomissantes des ETM en fonction de temps est a
I'origine d’une diminution du poids relatif desitiés particulierement a la plus forte concerdrati

en ETM.

Gimbert (2006) a aussi constaté que parmi lesseffemportementaux, une réduction dose-
dépendante de la prise de nourriture a été soobsetrvée chez escargots nourris avec les aliments

présentant des concentrations élevées en ETM.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Heiletrad., 001) et Van Straalemt al., 001),

qui postulent que dans le cas des métaux essectdi@isie le zinc et le cuivre, les invertébrés ont
développé des mécanismes de régulation leur penmbete maintenir a un niveau constant leur
concentration interne, pour une certaine gammeodeantrations rencontrées dans les sols. Au
contraire, la régulation des métaux non essenéststres faible voire nulle, entrainant leur

accumulation dans les organismes (Jess et Mark8).19



L’analyse statistique montre qu’il y a des diffecea significatives entre le diamétre de la
coquille des témoins et des traitées, ce quigoellune perturbation de la croissance de la taille
des juvéniles traitées par les différentes conagotrs de nano-oxyde de fer.

En effet, Beebly et Richmonde (2002) ont montrégrposant au laboratoike aspersaa une
nourriture contaminée au plomb, une diminution 8&25% de la masse de la coquille, Cooke et
al., (1979) ont montré que la coquille des escargastrpas un site de stockage important pour
les ETM. Des escargoktaspersapréleves dans des zones hautement contaminé&esjaét des
concentrations de I'ordre de 1ug/g. Seul le plangke retrouvé dans la coquille mais des quantités
n'excédant pas 3% des quantités totales accumdkies I'organisme (Beeby et Richmonde,
2002).

D’autres travaux confortent nos résultats ceux derdzetal., (2015) qui ont mis en évidence une
diminution du poids de la coquille en présencemmsssieres meétalliques et en présence de ZnO
nanometrique. Coeurdassierét (2000) qui a mis en évidence une perturbatiedigmetres de

la coquille.

Pendant la phase de développement des juvénildsniaution de la consommation alimentaire
chez les traitées par des concentrations croissdetaono-oxyde de fer, pourrait s’expliquer par
le fait que ces animaux sont capables de régubpndatité de métaux dans leur masse corporelle
par conséquence une diminution de la consommationemtaire aux fortes doses de

xénobiotiques est observée.

5/ CONCLUSION

A la lumiére des résultats trouvés dans notre iravaus avons confirmé que nos NPs choisies et
avec les concentrations testées (1,25, 1,5 et &hag/ FeOs) ont un effet toxique lors de la phase
embryonnaire. Leur toxicité se manifeste par défifdes manieres. Tout d'abord, sur les ceufs avant
éclosion avec la déformation de la membrane, psuite, il est apparu dans le succes d’éclosion
des ceufs apres période d'incubation et par ledaurortalité des nouveaux éclos. La toxicité est
observée aussi pendant un mois de la phase juygmilénfluence sur le poids frais et le diamétre
coquillere des escargots. Enfin, nous avons pumogtieH. aspersast un bon bioaccumulateur

et bioindicateur et le principal site de l'accuntiola est I'népatopancréas au niveau duquel est
apparu la couleur rouille, sans oublier de pardtichportance du stade d’étude « embryonnaire »
mais aussi juvénile, aussi il faut noter I'effekitpue des nanoparticules d’'oxyde de fer sur

I'escargot petit gris pendant un stade tres semsiblsa vie.



Chapitre 2 : Effets des’NRsidu F€3 sur lesparametres
morphologiques

1/ OBJECTIF DU TRAVAIL

La physiologie des invertébrés peut traduire ldeteftoxiques des xénobiotiques par des
altérations a plusieurs niveaux des fonctions estadt peut se répercuter sur les performances
individuelles impliquées dans la dynamique des fadjmns (taux de natalité, taux de mortalité,
age de premiere reproduction) (Forbes et Forbe34)1Tes effets sont les conséquences de
changements métaboliques, cellulaires ou tissglaimais aussi de modifications
comportementales.

L’objectif de cette partie est la mise en placdaVage afin de maintenir des escargots adultes
dans des conditions expérimentales (milieu conteiérésence des NPsBegdans la nourriture
(deux voies de contact « digestive et cutanéeuiy |a recherche des effets de la molécule

candidate sur le comportement des escargots eedains parametres morphométriques.

2/ MATERIEL ETIMETHODES

2.1/ Elevage et suivi de I'essai

Les animaux utilisés dans notre expérimentation lesradultes d’escargblelix aspersaamené
d’'une ferme d’élevage de la willaya de Guelma (sda contaminé). Ces petits gris sont ensuite
transférés au laboratoire, ou ils ont été adaptésanditions contrélées : photopériode de 18h de
lumiere / 24h, température 20 £ 2 °C, pendant eneaine.

Les 80 individus choisis ont une masse moyenne&t8..15g et un diametre coquillere moyen
de 32.3+0.39mm. lls sont répartis dans des boieepldstiques transparents, avec couvercle
perforé, chaque boite contient une éponge humide paintenir I'’humidité, I'alimentation est
fournie dans des boite de Pétri (elle est peséat aueelle soit fournie). Les boites sont nettoyées
régulierement tous les 3 jours (Gomot ,1997). Dula période d’adaptation, ils sont nourris la

farine de blé.

Le traitement des animaux a été effectué par dessdoroissantes des nanoparticules d’oxyde de
fer (fine poudre de 1, 2 et 3 mg/g de farine) contiithestre le tableau (08) bien mélangées avec
la farine de blé, nous avons retenu en plus, utétabin qui ne recoit que de la farine, chaque lot
comporte 20 escargots (Fig. 27). La durée du treite a été de six semaines pendant laquelle la
mesure de la taille de la coquille et la peséeods tes escargots s’est faite conjointement au

nettoyage et au changement de nourriture. Apreguehaettoyage les résidus de nourriture de



lot.

Figure 27 : Boites d’élevage des escargots sous derditions controlées.

Tableau 08 : Distribution des groupes d’escargotseton les doses des NPs s,

Lot Dose ded\NPs de FeOs

T Escargots non traités « témoins » : 0 mg/g dedarin
D1 Escargots traités avec 1 mg/g de farine

D2 Escargots traités avec 2 mg/g de farine

D3 Escargots traités avec 3 mg/g de farine

2.2/ Dissection des escargots et prélevement degames

A la fin de la 6=semaine de traitement, les escargots sont pesesauifiés par décapitation.
Les escargots sont décoquillés avec les ciseasxigant le bord d’enroulement de la coquille
(Fig. 28).
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Figure 28 : Etapes de la dissection.

Découper lentement la coquille par petits morcestubes enlever délicatement avec une pince,
leurs hépatopancréas sont rapidement excisésést, pasnasse molle aussi est pesé a I'aide d'une

balance de précision (Fig. 29).

Figure 29 : Séparation des différents constituantde I'escargot :
(a) I'népatopancréas, (b) la masse molle, (c) laquaille.

2.3/ Effets comportementaux
Au cours de I'exposition aux différents traitememtsus avons également cherché a caractériser
les effets des NPs §@s testé sur les comportements plus ou moins pesgutbElelix aspersa
Suite a l'observation, nous avons noté des compenrés différents, comme se nourrir
normalement ou fuir la nourriture, ou l'activitésdmimaux et leur position spatiale dans I'enceinte
d'essai : par exemple, actif ou inactif en positiaute ou sur les supports, ou encore, actif ou
inactif sur la nourriture.
Lorsqu'il est inactif, nous avons observé qu’ieadance a se réfugier sur des supports situés a
guelques centimétres du fond de la boite (posttiamte). Ceci a déja été rapporté par d’autres
auteurs (Chevallier, 1992; Ait hamlet, 2013).
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Ces comportements sont relevés, les jours de cheergede nourriture. La position dans les
enceintes peut étre facilement notée, l'activissat@maux est notée de la fagcon suivante : la boite
est ouverte et le couvercle retourné et posé spaillasse. Aprés une minute, les escargots en
mouvement sont considérés comme actifs, ceux gtameimmobiles sont inactifs. Cette méthode
est retenue plutbt qu'une observation directe samsrture de la boite car les escargots ont une
activité plutét nocturne si bien qu'au moment deseovations, la quasi-totalité des escargots sont
inactifs. L'activité ainsi observée représente dplutdt un état de réceptivité et une capacité a
réagir a une stimulation mécanique (déplacememiueerture de la boite). Les résultats sont
exprimés sous forme d'observations hebdomadaireshdque comportement vis-a-vis des

concentrations des NPs288 par rapport au témoin. (Ait Hamlet, 2013)

2.4/ Taux de mortalité

Le contréle de la vitalité des individus Helix aspersau cours des essais est effectué au moment
des renouvellements de nourriture, les individustsngnnt évacués des enceintes d'essai. La mort
d'un individu est généralement facile a détermidemied flasque et jaunétre est le plus souvent
sorti de la coquille. La sole pédieuse n'adhérecarge surface. Le corps luisant et tres visqueux
indique que la liquéfaction des tissus est en cdtmsgleur nauséabonde que dégage l'escargot est
également un indicateur. En cas de doute, le @tdtinulé a I'aide d'une aiguille ou d'une paire
de pinces brucelles. L'absence de réaction perenediclure a la mort de l'individu.

2.5/ Pourcentage de consommation

Nous avons contrélé la nourriture consommeée paresEargots pendant toute la période de
traitement. Il faut peser les résidus de chaqupdat déterminer Ipourcentage de consommation

et la méthode est la suivante :

Pour chaque jour de nettoyage, les anciennes lmiiesontiennent les résidus de la nourriture
(les boites de Pétri) sont séchées, la farine tneat nettoyée des feces et pesée. Cette opération
est effectuée pour chaque groupe. A la fin dueinagint on fait la somme des résidus pesés pour
chaque lot et on calcule par rapport a la somméadgpiantité d’alimentation mise a chaque

nettoyage et changement de nourriture.
Equation : %Consommation = QNC x 100/ QNF / QNC = QONF- QR

QNC : la somme des quantités de nourriture consommeées
QNF : la somme des quantités de nourriture fournies

QR : la somme des quantités résiduelles



2.6/ Evolution du poids des escargots et du diameticoquillére

Deux fois par semaine les escargots de chaque @smy pesés individuellement a I'aide d'une
balance de précision « KER N°770 » et le diamégréedrs coquilles est déterminé a I'aide d’'un
pied a coulisse.

2.7/ Poids frais de I'hépatopancréas, de la massehe et de la coquille

Elles sont mesurées a l'aide de la méme balanpeédision utilisée précédemment. Cette pesée
est effectuée aprés le sacrifice des animauxfia tie la 6™semaine du traitement.

2.8/ Etude statistique

Les moyennes * déviation standard (DS), avec ueanisignificatif dg < 0.05, sont calculées
pour chaque groupe d’expérience. Le téstle Student, I'analyse de la variance a un et deux
criteres de classification ont permis de mettré\adence les différences entre les groupes étudiés
au cours des tests effectués sur les parameétregofigiques. Tous les calculs ont été effectués a
I'aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitemiedes données version 16.0.

3/ RESULTATS
3.1/ Mortalité

Les résultats de comptage donnent des taux deliteorésumés dans le tableau 09.

Tableau 09: Taux de mortalité pour chaque lot.

Lot nombre des individus morts| Taux de mortalité
Témoin 0 0

D1 2 10 %

D2 2 10 %

D3 3 15%

Durant le bioessai, la mortalité était faible, agealement 7 individus sur 80 escargots, ce qui

représente 8.75 % de totalité de la population.

3.2/ Pourcentage de consommation
Par rapport a la quantité totale de la nourritotetiie pour chaque lot et aussi a la quantité des
résidus nous avons calculés le pourcentage de monaton a I'aide de la régle de trois et le

tableau 10 résume les résultats obtenus.



Tableau 10 :Pourcentages de consommation pour chaque lot.

Lot Poids des résidus Taux de consommation
Témoin 26.6 g 90.26 %

D1 43.1¢ 85.49 %

D2 55.8¢ 81.27 %

D3 72.9¢g 75.17 %

3.3/ Effets sur le comportement

Les escargots exposés av®enanométriquent montré une série de signes pendant la période
expérimentale. Parmi ces signes les escargotsmlss attirés par la nourriture de fagon dose-
dépendante comparé aux escargots témoins. A la @esée de xénoboitique (3 mg/g), les
escargots passent la plupart de leur temps au sbdasdoites ou ils sont isolés les uns des autres
avec une faible activité nutritionnelle. A la d@&mg/g, les escargots consomment la farine d’'une
maniere faible avec une diminution de mobilité @aport aux témoins. Toutefois, a la dose la plus
faible 1mg/g, la plupart des animaux ont montréacte/ité presque similaire a celle des escargots
témoins avec une faible perturbation dans la consaton et comportement.

3.4/ Effet sur I'’évolution du poids frais

Le tableau 11 met en évidence I'évolution du péidis moyen des escargots en fonction du temps
et en présence des doses croissantes des NPsel'daydr.

L’'analyse de la variance a deux criteres met emledde des différences trés hautement
significatives en fonction du temps (p =0.000) ref@nction de la dose (p = 0.001) mais aucune
différence n’est observée lors de la corrélatiomeeles deux critéres (temps et dose p = 0.835).
L’analyse de la variance a un critere et le tedg student révelent pour le groupe traité avec la
plus forte dose, une diminution avec des différersignificatives a partir de I&%semaine, elles
sont devenues hautement significatives a la filmd&M® semaine et trés hautement significatives
la 6™esemaine. Pour le groupe traité avec la dose 2 lagligninution n’est devenue significative
qu’a la 6™ semaine. La diminution du poids des escargotsgavec la plus faible dose est non

significative par rapport au témoin.



Tableau 11 : Evolution du poids frais des escargots des 4 lotaughnt les 6 semaines de

traitement.
T (m=*sd) D1 (m=*sd) D2 (m=*sd) D3 (m=*sd)
9.89+1.17 9.53+1.07 9.77+1.06 9.77+0.68
NS NS NS
9.78+1.14 9.60+0.83 9.74+0.91 9.54+0.72
NS NS NS
9.85+1.03 9.50+2.14 9.86+0.93 9.40+0.75
NS NS NS
10.03+1.12 10.00+0.87 9.98+0.94 9.71+0.67
NS NS NS
10.06+1.02 9.98+0.94 10.01+0.87 9.80+0.79
NS NS NS
“ 10.09+1.14 10.00+0.87 10.05+0.99 9.88+0.96
NS NS NS
10.29+1.12 10.15+0.96 10+0.85 9.52+0.72
NS NS *
“ 10.46+1.12 10.20+0.95 10.09+1 9.67+0.93
NS NS *
“ 10.51+1.20 10.00+0.75 10.09+0.74 9.65+0.75
NS NS *
10.61+0.91 10.24+1.01 10.05+0.88 9.61+0.5
NS * *%*
10.73+0.78 10.28+0.87 9.98+1.01 9.61+0.56
NS * **%k%
10.80+0.80 10.42+0.81 10.13+0.92 9.64+0.64
NS * *k%

3.5/ Effet sur I'évolution du diamétre coquillére

Le tableau 12 met en évidence I'évolution de l#etaies coquilles en fonction du temps en
présence des doses croissantes des NPs d’oxyde de f

L’analyse de la variance a deux critéres met emleédie des différences tres hautement
significatives en fonction du temps (p =0.000)igh#icatives en fonction de la dose (p = 0.011)
mais aucune différence n’est observée lors der@ladion entre les deux critéres (temps et dose
p = 0.810). Nous notons d’apres 'ANOVA a un critést le test de student qu’il y a une
diminution dose-dépendante de la taille moyennecdgsilles des groupes traités par apport au
témoin cette diminution ne devient significativéajla derniére semaine pour le groupe traité a la
dose 3mg/g.
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Tableau 12 :Evolution du diametre coquillere des escargots deklots durant les 6 semaines

de traitement.

T (m=£sd) D1 (m=*sd) D2 (m=*sd) D3 (m=*sd)
32.30+1.4 32.33+1.53 32.28+1.34 32.29+1.52
NS NS NS
32.32+1.39 32.35+1.11 32.30+£1.34 32.30+£1.65
NS NS NS
32.40+1.22 32.37+1.28 32.36+1.25 32.33£1.2
NS NS NS
32.45+1.19 32.40+1.12 32.40+1.20 32.36+1.43
NS NS NS
32.47+1.22 32.43+0.40 32.41+1.21 32.38+1.22
NS NS NS
32.50+1.13 32.47+1.43 32.44+1.09 32.40+1.49
NS NS NS
32.52+1.29 32.49+1.22 32.48+1.17 32.43+1.41
NS NS NS
32.54+1.08 32.49+0.98 32.48+1.27 32.48+0.97
NS NS NS
32.60+1.24 32.57+1.34 32.55+1.28 32.50+1.10
NS NS NS
32.64+1.21 32.59+1.36 32.56+1.03 32.50+1.04
NS NS NS
32.68+1.34 32.64+1.30 32.57+1.05 32.55+0.39
NS NS *
32.70+0.79 32.64+1.66 32.58+0.75 32.51+1.02
NS NS *

3.6/ Effet sur le poids frais de la coquille

Les statistiques relatives a I'évolution du poidasld coquille en présence des concentrations
croissantes des NPs de-Bg mettent en évidence une diminution significatfpe0.05) de ce
parameétre particulierement a la plus forte conegioim d’oxyde de fer, alors que la différence est
non significative pour la®€ et la 2™ dose (Fig. 30).
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Figure 30 : Effets des NPs du E©s3 sur le poids frais moyen de la coquille des adubede
I'escargot Helix aspersaaprés six semaines de traitement.

3.7/ Effet sue le poids frais de la masse molle

Les résultats du poids des masses molles montnghexjste des différences significatives entre
le groupe traité avec |1 dose et le groupe témoin. Cependant les difféseneele sont pas
entre les groupes traités avec les deux premi@sssdoar rapport au témoin. (Fig. 31).
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Figure 31 : Effets des NPs du E©s sur le poids frais moyen de la masse molle des dihs

de I'escargotHelix aspersaaprées six semaines de traitement.
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Effets des NPs du Fez03 sur les parameétres morphologiques

3.8/ Effet sur le poids frais de I'hépatopancréas

L’'analyse statistique de I'évolution du poids deépatopancréas montre que, le poids de ce dernier
diminue particulierement a la plus forte concemrat(diminution significative). Mais les
différences ne sont pas significatives entre legenoes des poids des hépatopancréas©tatl

2°™Megroupe et le groupe témoin (Fig. 32).
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Figure 32 : Effets des NPs du F©s sur le poids frais moyen de I'hépatopancréas des
adultes de I'escargotelix aspersaapres six semaines de traitement.

4/ DISCUSSION

Les bioindicateurs de la pollution environnementad®nt sensibles aux variations
physicochimiques de leurs milieux, notamment lagérature (Bride edl., 1993), les fréquences
électromagnétiques (Regoliat, 2006) et toute forme de pollution urbaine (Teafetal., 2009;

Ait Hamlet, 2013; Grara, 2011), ils sont égalensamsible vis-a-vis des xénobiotiques variés tels
gue les hydrocarbures (Ismartatt2002), les éléments traces métalliques ETM (GpdRA7),

les pesticides (Coeurdassierakt 2001; Vidal, 2001 ) ou encore les nanopartic(@&sra etl.,
2015; Boucenna, 2016). Les mollusques gastérommuparticulier sont connus par leur capacité
d’accumulation des métaux lourds les plus fréquentavoir le Cu, le Pb, le Zn et le Cd. Ainsi,
toutes les études sur les bioindicateurs, convéngas I'idée que I'espéddelix aspersaest un
excellent modéle biologique pour toutes les étuaberoxicologiques, toxicologiques et pour la
compréhension des mécanismes d’action des xénmpibésti Ait Hamlet edl., 2012; Grara, 2011).
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Dans notre travail nous avons mis en évidence wnéaiité egale a (8.75 %) et elle est de 100%
des lots traités, il n’y a pas des morts dansdemins. En effet, la mortalité des escargots dépond
de I'espéce et sa sensibilité vis-a-vis des substatestées, on peut expliquer cela par la forte
résistance du systéme de détoxification qui jouanadéle majeur d’élimination et de réparation
des dégats induits par la pénétration de ces mlekcua durée de traitement aussi influence la
survie sans oublier la concentration du xénobietiget la voie de pénétration. Ces résultats sont
en accord avec ceux de Graraagt (2015), en effet, les effets de plusieurs daesZnO
nanometrique (50@wg/g, 1000ug/g, 5000ug/g, 10000ug/g, 15000ug/g) dans I'alimentation
(farine de blé) sur la mortalité et la croissaned’ e@scargotHelix aspersalurant quatre semaine
apportent des données originales sur la toxicit2rdD. Les pourcentages cumulatifs de mortalités
des escargots traités ont réveélé que le pourcenagwrtalités augmente avec 'augmentation de

la concentration de ZnO avec 30%, 50%, 40% pourdes fortes doses respectivement.

L’'injection intrapéritonéale des NPs de i@ ng/g et 1Qug/g du poids corporel) chez le poisson
Pimephales promelagxposé déja a des bactéries pathogémesomonas hydrophilau
Edwardsiella ictalur) pendant 48h, montre que la mortalité augmente &g poissons traités
avec les NPs Tigsurtout a la forte concentration par rapport auxeg non traitéglovanovt et
al., 2015).

Les effets néfastes des NPs@®=avec les trois doses (dose-dépendante) sur le artenpent
locomoteur et nutritif des adultes de I'escargetix aspersgpeut exprimer un état de stress, en
effet les métaux engendrent des radicaux oxygériésgtie le puissant radical hydroxyle OH
toxiques au niveau cellulaire qui est le stresglary, chez les mollusques, peut induire un état de
stress général. (Le Bras, 2007), de la méme magigrées métaux lourds les nanoparticules des
oxydes métalliques peuvent I'induire.

Sur des crustacés d’eau douce, Dabetral, 2011 ont montré que les nanomatériaux induisent
une augmentation de la mortalité, alterent la rdpcton, modifient le comportement ou encore
génerent des malformations chez la la puce d’daaphnia magna. De plus, des daphnies qui
ingérent des NPs de Tipar exemple, ne I'éliminent pas facilement etN&s se trouvent donc
concentrées dans son organisme (&hal, 2010).

Chez les microorganismes, il a été démontré quend@®matériaux pouvaient avoir un effet
délétére sur la survie des bactéries (Chatteajesd, 2010) . Par exemple, des NPs de bore et
d’aluminium entrainent une diminution de la surdis bactérie¥ibrio fischeriavec des EC50
comprises entre 56 et 66 mg/L alors que les NPE@gont trés peu d’effet sur la méme espéece
(Strigul et al,, 2009).



L’'impact de NPs sur les escargots d’eau douce (Bletssal, 2010; Croteaet al, 2011), sur les

larves de chironomes (Le¢ al, 2009; Oberholstest al, 2011), sur les cnidaires (Yeo and Kang,
2010) et sur les polychetes (Gallowayakt 2010) ont également été étudié mettant en egalen
des effets toxiques a travers une diminution deut@ition et une augmentation du nombre de
malformations, un stress oxydant, des dommagesEN’en correlation avec une augmentation

de la mortalité.

Certains auteurs ont montré que la présence dé&dlLdg sol de NPs de TiCentrainait des
dommages a ’ADN, I'évaluation de la mortalité, jpebation de la croissance et de la reproduction
des nématodes exposés aux nanomatériaux mettervidance leur toxicité envers ces
organismes. Selon (Zhamg al, 2011a), la durée de vie déaenorhabditis elegansxposé a 1
nM de NPs de Cefest diminuée de 12%. Les nanomatériaux peuvernérégat induire des

changements de comportement des nématodes.

Pendant les six semaines d’exposition, nous aveingle poids des escargots, le diamétre de la
coquille ainsi que le taux de consommation, et inlanous avons pesés la coquille, la masse
molle et 'hépatopancréas de chaque escargot,|ésugsultats obtenus vont dans le méme sens
une diminution de la consommation traduite pardegodu poids et d’'une légere diminution du

diamétre coquillere, ceci constitue le premieréedi’une toxicité potentielle.

Hames et Hopkin (1989) expliguent cette diminutoley consommation de nourriture par les
variations des sécrétions d’enzymes digestivessiAidopkin (1990) et Bibic eal., (1997)
postulent que dans un environnement pollué, 'ahgaanet dans un état de jeune prolongé. Il en
est de méme pour Lam (1996), qui a mis en évidemee réduction dose-dépendante des
coefficients de consommation et d’absorption delarriture chez des adultesadix plicatulus
exposes au Cd. Viardt al., (2004) ont fait des constatations similaires ens@née d’une
contamination au plomb : c’est I'extréme concemtraien plomb dans le sol, détectée par les
escargots, qui limite leur taux de consommatiomlaic inhibe partiellement leur croissance.
Aussi, Swaileh et Ezzughayyar (2000) ont montrézttelix engaddensigjue si pendant quatre
semaines, les escargots réduisaient ou refusatalement de se nourrir avec une nourriture
contaminée en cuivre et cadmium, des qu’ils disiposale nourriture saine la cinquieme et la
sixieme semaine, les escargots intoxiqués au cadmantinuaient de refuser la nourriture. Mais
a l'opposé, les escargots intoxiqués au cuivre tonot de suite recommencé a se nourrir
normalement et ont rattrapé leur poids normalpfiaaait donc évident que, selon le contaminant
considére, le refus de se nourrir provient d'unnumééne soit de toxicité soit de répulsion

(Swaileh et Ezzughayyar, 2001).



Cette perte de poids peut étre expliquée par landtion de la consommation alimentaire que
nous avons constatée particulierement chez lesaamirmaités par les différentes concentrations
de FeOs. Ce résultat est en accord avec les travaux deolaki et Hopkin (1996a) concernant
I'effet du Zn, Cu et Cd sufelix aspersat de Coeurdassier @t (2000) qui ont étudié I'effet du
Chrome suHelix aspersaGrara efal., (2015) aussi a mis en évidence une diminutiopalds
frais aprés exposition déelix aspersaaux NPs d’oxyde de zinc.

L’autre parameétre qui accompagnera les changerdenteids c’est le diamétre coquillére, cette
derniére constitue un indice révélateur de la semise des individus.

La diminution du poids moyen de la coquille desaegats traités que nous avons noté dans notre
bioessai peut étre expliquer par 'inhibition desjathése d’'une hormone de croissance, comme
le suggere Gimbert ail., (2006) qui ont mis en évidence une diminution dé@0e la masse de

la coquille des escargots exposés a un sol aelitcntaminé par le Cadmium. Nos résultats sont
également en accord aussi avec ceux de Graah, 2011, 2015) qui a mis en évidence une
diminution dose- dépendante du poids moyen dedailte des escargots traités par des métaux
lourds et par des NPs de ZnO, ce méme auteur aegptette modification par I'effet des ions
libérés par les métaux qui sont connus par leucitéxdirecte en liaison avec la coquiltes
dommages irréversibles sur certaines enzymes ollAf2N, ils peuvent également perturber de
maniere indirecte des processus physiologiquesriiaps en entrant en compétition avec certains
éléments essentiels tels que le calcium (Ca) (Mo#tdl., 2004). Ces résultats confirment
I'importance du suivi des parametres physiologiogerss I'évaluation de la contamination d’'un

milieu.

L'autre facteur important pris en compte dans qaditie, concerne le suivi du poids des tissus
molle, nous avons mis en évidence une diminutisedalépendante du poids des tissus molle en
présence de E@s. On peut expliqué cette diminution par la comp#tientre les ions Calcium et
les ions du fer libéré par les NP$®e, la fixation des ions Fe a la place du calciumysbe les
échanges cellulaires (Coeurdassiealet2001). La diminution du poids de la masse me#e
marquée aussi dans le bioessai de Gragd.,e2011; 2015) aprés expositide Helix aspersa
pendant quelques semaineés des différentes doses de métaux lourds et de A3
respectivement.

Ensuite, nous sommes intéressés au poids de lb@gatréas, nos résultats montrent une
diminution du poids hépato pancréatique par rapgotémoin. En effet, Hopkin (1995) et Bibic
et al., (1997) stipulent que dans un environnement pollagimal se met dans un état de jeine

prolongé pour éviter la nourriture contaminée,echitpothese a été confirmée par Notteal.ef



2006) sur I'escargo€epaea nemoralitestés par des métaux lourds qui existent natureté
dans la nourriture (les feuilles Uetica dioica). Madoz-Escande (2006) a révélé une accumulation
des métaux de Te, Cs, Ba au niveau de la glanéstdig des escargots, cela suggere des atteintes

cellulaires et des perturbations métaboliques sahtila masse de cette organe.

Des études préliminaires ont démontré que I'alunmmest stocké dans un seul type de granule
chezHelix aspersaindiquant de nouveau I'importance de I'hépatopéas dans le stockage et la
détoxification des métaux (Brooksadt, 1992).

Les xénobiotiques pénetrent sans aucune difficaliéntérieur de la cellule ou ils peuvent
s'accumuler et générer des processus cytotoxiqumgefois, les cellules ont développé des
mécanismes de biotransformation visant a inactlesr xénobiotiques en meétabolites plus

hydrosolubles donc plus facilement excrétables.

Une étude a démontré que les NPs d’Ag exerceneffiets toxiques d'une maniére spécifique a
l'espéce, et leur exposition pourrait permettrea dibaccumulation de l'argent, et affecter la
croissance, le développement et le reglement dessla'invertébrés marins (Zhangét 2012).

A I'échelle cellulaire et moléculaire, les nanopares sont réactives envers I'environnement

cellulaire. Les conséquences de cette réactivitd ko facilité des NPs a s'internaliser dans

I'environnement cellulaire et la formation d’espgcadicalaires de I'oxygene.

5/ CONCLUSION

Nous pouvons conclure que I'espédelix aspersaest sensible a la présence des nanoparticules
métalliques a base de & qui se manifeste par des altérations sur le gaipaids frais moyen
des escargots de la masse molle et celles de th@Egacréas, ainsi que le diametre et le poids de
la coquille. La survie aussi est touchée ainsilgumnsommation de la nourriture et la mobilité.
Ces perturbations peuvent étre dues aux perturizatians le métabolisme biochimique ou un
déséquilibre dans les réserves énergétiques. Casgemments peuvent étre utilisés comme
biomarqueur de contamination et d’évaluation desgssus physiologiques tels que la croissance

ou la reproduction indispensables au maintienlatsairvie de I'espece.

En définitive, 'escargot petit gridelix aspersaépond bien aux critéres des bioindicateurs et peu

participer a la biosurveillance de I'environnempat les nanopatrticules.



Chapitre 3 : Effets des’NRsidu F£3 sur lesparametres

biochimigques etenzymatiques

1/ OBJECTIF DU TRAVAIL

Les changements engendrés par I'entrée d’'un xétipbéodans I'organisme sont de deux types :
la mobilisation au niveau moléculaire, permettanptotection de I'organisme contre les effets
néfastes du contaminant, il s’agirait de I'implioatdes systemes de défense (détoxification) qui
transforment le contaminant en une forme inoffemst/facile a excréter. La deuxieme variante
est I'induction des effets toxiques qui sont dog, & xénobiotique lui-méme, par le dépassement
des systéemes de défense de I'organisme soit dun@iabolites, produits de la biotransformation
de ce contaminant, qui présentent une toxicité @iexee que la substance d’origine (Van der Oost
et al.,2003). La diversité de la réponse des organisngea-vis des contaminants est a l'origine
de la diversité des indicateurs biologiques suduiegtd’étre utilisés en tant que biomarqueurs de
pollution (Narbonne, 1993). Les biologistes desaaak libres ont transposé ce terme qui signifie
un changement moléculaire dans une molécule bimplegprovenant d'une attaque des espéces
réactives de I'oxygéne, de l'azote et de composdsgiénés. Il peut étre défini comme toute
molécule biologique de l'organisme susceptible @evis de marqueur d'un phénomeéne
physiopathologique. De ce fait, la sélection d’uontarqueur doit se baser sur certains criteres
pour justifier et rentabiliser I'objectif de sonligation (Livingstone et Farrar, 1984; Moore, 1985
Gebel, 2000) :

= Un produit majeur de modification oxydative qui péitre directement impliqué dans la
toxicité.

= Un produit stable non susceptible d’'induction atéfielle ou de perte durant la conservation
des échantillons.

» Représentatif de la balance entre la générational@snages oxydatifs et leur élimination.

= Déterminé par une analyse spécifique, sensiblepdeptible et robuste.

= Libre des facteurs confondants venant d’'une ptisgeataire.

= Accessible dans un tissu cible comme les lymphsosteellules mononuclées.

= Mesurable dans les limites de détection d'une mhoeanalytique fiable.

Dans le contexte de I'exposition des invertébrés MBs, il semble intéressant d’essayer de

caractériser les perturbations de I'escargot gattHelix aspersaar des approches biochimiques

a travers le suivi de quelques biomarqueurs.
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L'intérét des parameétres antioxydants en tant gisndrqueurs réside dans le caractére
aspécifique de leur réponse, ce qui peut étre antage dans le contexte de I'évaluation d’'un
stress oxydatif (Viganet al, 1998), malgré la grande complexité des mécaristagéponse mis
en jeu, ces meécanismes antioxydants demandent @l@icee mieux compris pour définir les
parametres les plus discriminants comme biomargudichoix de I'impact des contaminants sur
les organismes (Cossuadt, 1997). Finalement, seule une approche globédgiiant des analyses
chimiques et biologiques (bioindicateurs et biomargs) permet d’évaluer la qualité d’'un
ecosysteme et les risques qu’il encourt (Fig. Bayédic et Caquet, 1996).

Nous nous focaliserons dans cette étude sur certd@s biomarqueurs les plus utilisés
actuellement sur les organismes terrestres (SantsDetal., 2001; Brown etl., 2004; Xiao et
al., 2006; Gambi eal., 2007; Reinecke etl., 2007). Ces biomarqueurs sont décrits ci-dessous.
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Figure 33 : Mode d’action des principaux systemesi@ymatiques antioxydants (Descamps,
2004).

2/ MATERIEL ETIMETHODES

2.1/ Sacrifice et dissection

Apres sacrifice et pesé des hépatopancréas, nous atilisé deux méthodes de conservation. La
premiere pour les échantillons qui servent auédkfiits dosages biochimiques ou 10 spécimens
(hépatopancréas) sont choisis au hasard de chiagieenient et posés au congélateur pour servir

aux dosages biochimiques. L&"2méthode, est pour les échantillons des coupesidggques.



2.2/ Extraction et dosage des métabolites

L’analyse biochimique des différents métaboliteig@ines, glucides et lipides) a été effectuée
sur une partie de I'hépatopancréas de 10 escatgatsaque groupe, selon la méthode de Shibko
etal., (1966) résumée dans la figure (34).

2.2.1/ Extraction des métabolites

L’extraction des métabolites a été conduite sufragment de 100mg de I'hépatopancréas des
escargots pour chaque traitement (1, 2 et 3 mgfged®s) ainsi que le témoin. Le fragment est
pesé et homogénéisé dans 1 ml d'acide trichlotaegtu TCA (20 %).

Apres une premiére centrifugation de la solutiomybe (5000 trs/min a 4°C, pendant 10 min), le
surnageant (1) obtenu sert au dosage des gluatasctselon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959), tandis que le reste des tubes (culot Iagditionné du mélange en partie égale d'éther et
de chloroforme et subie ensuite une seconde aggéitibn (5000 trs/min a 4°C, pendant 10 min),
qui donne un autre surnageant (ll) destiné au dodag lipides totaux (Goldsworthyadt, 1972).
Alors que, le culot (1) sera dissout dans de ladgo(0,1 N) et utilisé pour la quantification des
protéines totales selon Bradford (1976).

2.2.2/ Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selo@thode de Duchateau & Florkin (1959). Elle
consiste a additionner a 1@0 du surnageant |, contenu dans un tube a essal, du réactif
d'anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pérfidamn, une coloration verte se développe
dont l'intensité est proportionnelle a la quardiggglucide présente dans I'échantillon, et la tectu
de I'absorbance est faite a une longueur d'on@d@@&m. La préparation du réactif d'anthrone se
fait comme suit : a 150 mg d'anthrone est ajouttnl/8'acide sulfurique concentré et 25 ml d'eau
distillée, pour obtenir a la fin une solution lirdpide couleur verte, utilisé apres 4h d’obscurité.
La quantité des glucides est calculée a partimdgamme d'étalonnage, effectuée a partir d'une
solution mere de glucose 1mg/1lml d’eau distillégir(annexe 02 Tab. 16, Fig. 55).

2.2.3/ Dosage des lipides

Les lipides totaux ont été déterminés selon la oudlde Goldsworthy &tl., (1972) en utilisant

la vanilline comme réactif. Le dosage des lipidesast sur des prises de 1QDdu surnagent Il

qui subissent une évaporation totale puis 1ml déasulfurique concentré a été ajouté, les tubes
sont ensuite agités et mises pendant 10 min dabainrde sable a 100 °C. Apreés refroidissement,
200l de ce mélange est ajouté a 2,5 ml de la vaniéireprés 30 mn d’obscurité, une coloration
rose se développe. La densité optique est luewtaspectrophotométre a une longueur d'onde de
530 nm. Le réactif est préparé comme suit : faissalidre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau

distillée et ajouter 195 ml d'acide ortphosphorigugs%, ce réactif se conserve a l'obscurité. La



guantité des lipides est calculée a partir de t¢dtelide régression obtenue a partir de la gamme
d'étalonnage, effectuée a partir d'une solutiorerderlipides en ajoutant a 2,5 mg d'huile de table
(tournesol 99% triglycérides) 1 ml d'éther chlorafe (1V/1V) (voir annexe 03 Tab. 17, Fig. 56).
2.2.4/ Dosage des protéines

Le dosage des protéines totales est effectué seloréthode de Bradford (1976) en ajoutant a
100Qul du culot II, 4 ml de réactif du bleu brillant deammassie (BBC) G 250 (Merck). La solution
de BBC, se prépare comme suit : 100 mg de BBCaabhénéise dans 50 ml d'éthanol (95%),
ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a 85%dxitionné au mélange et ensuite compléter a
1000 ml avec l'eau distillée. Celui-ci révele l&gence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotométre a ugedaon d'onde de 595 nm. Les concentrations
sont calculées a I'aide de la gamme d'étalonnagsigealisée a partir d'une solution d'albumine

de sérum de beeuf (Sigma) titrant 1 mg/ml d’eaulldist(voir annexe 01 Tab. 15, Fig. 54).
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Figure 34 : Protocole d’extraction et de dosage desétabolites (Shibko etl,. 1966).




2.3/ Dosage des parametres du stress oxydant

2.3.1/ Préparation de ’homogénat

Un gramme d’hépatopancréas des escargots desediffégroupes étudiés, a été utilisé. Apres
broyage et homogénéisation des tissus dans le taptpmsphate (pH 7.4 ; 0,1 M ; a conserver a
4°C), on a procédeé a une centrifugation de la suspe cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min),
puis le surnageant obtenu est aliquote dans dess teppendorfs puis conservés a -20°C en

attendant d’effectuer les dosages des parametresaehis oxydatif.

Apres centrifugation le dosage des protéines totast effectué selon la méthode de Bradford

(1976) déja citée pour servir aux calculs des coinaBons des parametres étudiés.
Tampon Phosphate (pH 7.4 ; 0,1 M):

-KH2PQs 2 0.1 M; M = 136.09 g/mab 6,8 g + 500 ml d’eaw> pH 4.32

-K2HPQy, 3H0 2 0.1 M; M = 228.22 g/meb 11.4 g + 500 ml d’eaw> pH 9.06

125 ml de KHPOQyw + 25 ml de KHP Qs pour obtenir un pH 7.4.

2.3.2/ Dosage du glutathion (GSH)

a/ Principe :

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthdedNVeckbeker & Cory (1988)e principe de

ce dosage repose sur la mesure de I'absorbanapiemde I'acide 2-nitro-5- mercapturique qui
résulte de la réduction de l'acide 5,5 dithio-bisi2obenzoique (DTNB) par les groupements (-
SH) du glutathion. Pour cela on réalise une dépmstiion (par I'acide sulfosalycilique 0.25%)
afin de garder uniquement les groupements (-SHjifsgpée du glutathion.

b/ Protocole :

Une fois préparé, I'homogénat doit subir une démdgation : 0.8 ml de 'homogénat auquel est
ajoute 0.2 ml d'une solution d'acide sulfosalycidSSA) a 0.25%. Agitation, incubation dans un
bain de glace pendant 15 minutes. CentrifugatioB01fpm pendant 5 minutes. 0.5 ml de
surnageant au quel est ajouté 1 ml de tampon DIEAE(0.02M) pH 9.6. Agitation et addition
de 0.025 ml de DTNB a 0.01M dissout dans le méthaigolu (Tab. 13). Incubation 5 minutes a

température ambiante puis lecture de la D& 412 nm.



Tableau 13 : Protocole utilisé pour le dosage du G5

Réactifs Blanc Echantillon
Surnageant ~ -memeee- 0.5 ml

H20 distillée 0.5ml e
Tampon Tris-EDTA ;PH=9.6 1ml Imi

DTNB (0.01M) 0.025ml 0.025ml

On note que la concentration du GSH est mesuréeapport a 1 mg de protéines (on dose les

protéines totales avant la déprotéinisation sedlanéthode de Bradford, 1976).

c/ Calcul de la concentration :
La concentration du glutathion est obtenue paoiaiile suivante :

D0x1x1.525
13.1x0.8x0.5xmg de prot

GSH (umolGSH/mg de protéines)=

»= DO : Densité optique.

= 1:Volume total des solutions utilisées dans larde&nisation (0.8ml homogénat + 0.2 ml de I'aciddicylique).

= 1.525: Volume total des solutions utilisées dans leadedu GSH au niveau du surnageant (0.5ml surntigeah
Tris-EDTA + 0.025 ml DTNB).

= 13.1: Coefficient d’absorbance du groupement —SH anth2

= 0.8: Volume de 'homogénat.

= 0.5: Volume du surnageant.

d/ Préparation des solutions tampons :
» Tampon Tris-EDTA : Tris (C4H11NOs) a 0,4M et EDTA a 0,02M, on dissout 19,382g de
Tris et 2,976g d’'EDTA dans 400ml d’eau distillée. hH doit étre ajusté a I'aide d’'un pH
metre a 9,6 en ajoutant 'HCI (acide) ou le NaOHs).

» Solution SSA :On dissout 0,063g d’'acide sulfosalycilique dans &eau distillée.
» Solution DTNB 0,01M : Dissout 0,0594g dans 15ml de méthanol absolu.

2.3.3/ Dosage de l'activité Glutathion S-Transféras(GSTSs)

a/ Principe :

La mesure de I'activité de la glutathion-S- trans$é@ (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig etal., (1974).Elle est basée sur la réaction de corgagaentre la GST et un substrat, le

CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzene) en présencenddofacteur le glutathion (GSH), la



conjugaison entraine la formation d’'une moléculeatie ; 1-S-Glutathionyl 2-4 Dinitrobenzene
permettant de mesurer I'activité de GST selond&tién suivante :

C.l
NO2
Xy —
\%
X
NO,
NO,
CDNB GS-DNP

b/ Protocole :

Le dosage consiste a faire réagir 20@Qlu surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB (1mM),
GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65 mg GSH, 1 ml étllah00 ml tampon phosphate (0.1M,

p H 6)]. La lecture des absorbances est effectagdgnt une minute et chaque 15 secondes a une
longueur d’onde de 340 nm contre un blanc conte2@dal d’eau distillée remplacant la quantité

de surnageant (tab. 14).

Tableau 14 : Protocole utilisé pour le dosage du GS

Réactifs Blanc (ul) Echantillon (ul)
Tampon phosphate (0.1M) pH 6.5 850 830

CDNB (0.02 M) 50 50

GSH (0.1 M) 100 100
Homogénat ... 20

On note que la concentration du GST est mesuré@pport a 1 mg de protéines.

La valeur de la densité optique du blanc (conjuaispontanée du substrat) a été ensuite
retranchée a la valeur de chaque essai afin dererdawariation due uniqguement a I'activité de

'enzyme.



c/ Calcul de la concentration de GST :
La concentration est obtenue par la formule sue&vant

(DO écht/15 sec -DOblanc/ 15 sec)
9.6x1mg de prot

GST (umol GST/mg de protéinesr

» Do : Densité optique de I'échantillon /15 secondes.
= Do/ 15 sec blanc Densité optique du blanc /15secondes.
= 9.6: Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé erM. Cm.

d/ Préparation des solutions tampons :

» Tampon phosphate (0.1 M) pH 6.5 de la méme fagon que celui de pH 7.4 juste on régle
le pH a I'aide du pH meétre a 6.5 par I'ajout du HCI

» Solution CDNB (0.02M): Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absol

» Solution GSH (0.1M) : Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée

2.3.4/ Dosage de l'activité glutathion peroxydas&Px)

a/ Principe :

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydés@x) a été mesurée par la méthode de Flohe
et Gunzler (1984 )Cette méthode est basée sur la réduction de pezakiggidrogenel{202) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernietrassformé en (GSSG) sous l'influence de la

GPx selon la réaction suivante :

H,0, + 2GSH—> GSSG + 2H,0.

b/ Protocole :

Dans un tube sec, 0.2 ml de surnageant est adu#oa 0.4 ml de GSH a 0.1 mM (réaction
enzymatique) ajouter 0.2 ml du tampon phosphateMd(fampon d'extraction pH 7.4). Le tube
blanc contient 0.4 ml de GSH + 0.2 ml du tamponsphatgréaction non enzymatique). Incuber
au bain marie a 25° C pendant 05 min puis addigofn2 mid'H202 (1.3 mM) pour initier la
réaction, incuber pendant 10 min. addition de 1mIT€A 1% T pour arréter la réaction. Le
mélange se met dans la glace pendant 30 min aprésntrifuge durant 10 min a 3000 t/min.
0.48 ml de surnageant sont placés dans une cuaeldisibnnés de 2.2 ml du tampon phosphate
avec 0.32 ml de DTNB a 1mM. Lire de la densitéaquptia 412 nm dans les 05 min.



c/ Calcul de la concentration de GPx :
La détermination de I'activité enzymatique de |axGR fait a I'aide de la formule suivante :

Qx5
1mg de protéines

GPx (mmole de GSH oxydées/mg de protéines)

__ (DO écht—DOétalon)x0.04
- DOétalon

= Q: Quantité de GSH disparue (oxydée)
»= DO écht: Densité optique de I'échantillon.
» DO étalon: Densité optique de I'étalon.
= 0.04: Concentration du substrat (GSH).

d/ Préparation des solutions tampons :

» Solution du GSH (0.1 mM) :Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée
» Solution TCA (1%) : Dissoudre 1g TCA dans 100 ml d’eau distillée.
» Solution DTNB (1.0 mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanollabso

2.3.5/ Dosage de l'activité Catalase

a/ Principe :

Les catalases sont présents dans un grand nombissae Ce sont des enzymes tétramériques,
chaque unité portant une molécule d’héme et unécantd de NADPH. Ces enzymes interviennent
dans la défense de la cellule contre le stressamtyedn éliminant les espéces réactives et en
accélérant la réaction spontanée de I'hydrolyspetoxyde d’hydrogéne @@.) toxique pour la
cellule en eau et en oxygene (Aebi., 1984).

Catalase — Fe’ + H,O, ——> composé I + H,O

ComposéI + H,O, ——>catalase—Fe’™ + H,O+ O,

Bilan:2 H,O, —>»2H,04+0,

b/ Protocole :

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactibrmoatient 20ul de surnageant, 200 de
peroxyde d’hydrogéne 42 et 780ul de tampon phosphateLa réaction est déclenchée par
I'addition de I'eau oxygénée. Le dosage s’effe@nesuivant la cinétique de la réaction pendant 1

mn a 240 nm dans des cuves UV en quartz au sphotapeétre.



c/ Calcul de la concentration du Cat :
L’activité spécifique de I'enzyme est déterminéapuiés la formule suivante :

ADO
EXLX 1mg prot

Cat (micromoles d’H202 /minute /mg de protéines)=

= A DO : différence de la densité optique obtenue aprésohyge du substrat,
» g coefficient d’extinction molaire du peroxyde d’hpdéne & 240 nm (0.04 mM-1 cm-1),

» L : longueur de la cuve utilisé (1 cm),
d/ Préparation des solutions tampons :

» Solution H2O2 : (& conserver a 4°C et a I'abri de la lumiere) rhl7 de HO- (30 %) +

100mL de tampon phosphate.

2.3.6/ Dosage de malondialdéhyde (MDA)

a/ Principe :

Le MDA peut étre détecté par une réaction colonimée a I'acide thiobarbiturique (TBA). La
détection du MDA issue de la dégradation des agdes polyinsaturés a 3 ou 4 doubles liaisons
peroxydées, constitue une méthode trés sensibledgterminer une lipopéroxydatiamvitro. Le
dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Eatenbetal., (1992).

Le principe de ce dosage est basé sur la condensii MDA en milieu acide et & chaud avec
I'acide thiobarbiturique, pour former un pigmerage). Ce chromogéne peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

M oH

b P F
aH
iz ndialds hyde Acide thiobarbitungue
(D) (TEBA)

Dérivé MDA (TEBA):




b/ Protocole :

Prélever 0,5 ml de 'homogénat, ajouter 1 ml d'adrithloracétique (TCA) 5 % et 1 ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0,67 %, mélanger et inculberbain marie a une température de 90 °C
pendant 15 minutes. Refroidir et additionner anfl.8e surnageant 4 ml d@ebutanol. Centrifuger
pendant 10 minutes a 2500 tours/min. Récupérartageant, et lire la densité optique a 532 nm
contre le blanc.

c/ Calcul de la concentration du MDA :

La quantité du MDA dans un échantillon est expriméenm/mg de tissu (hépatopancréas).

Elle est déterminée par la formule de Beer-Lamli¥d= E.C.L

DOx106

MDA (mmol MDA/mg de protéines) = m

= DO : Densité optique lue a 532 nm ;

= £ : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 181 cnt? ;
= L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

= x: Concentration de I'extrait en protéines (mg/ml) ;

= Fd: Facteur de dilution = 0.2083.

d/ Préparation des solutions tampons :
» Solution TCA 5% : dissoudre 5g de l'acide trichloroacétique (TCA) sld®0 ml eau
distillée.

» Solution TBA 0.67% : dissoudre 0.67g de I'acide tthiobarbiturique (TBfns 100 ml

eau distillée

2.4/ Analyse statistique

Les résultats ont été représentés sous forme dermeyplus ou moins (M+SD) I'écart type
moyen, la comparaison entre les différents groapaseffectuées apres une analyse de la variance
(ANOVA), les moyennes sont comparées par unttéstStudent.

L’analyse statistique des données a été realisee g logiciel MINITAB (Version 16.0).



3/ RESULTATS

3.1/ Les métabolites

3.1.1/Concentration des protéines

Nos résultats montrent que la teneur en protéisieaugmentée pour les trois groupes traités avec
'oxyde de fer nanométrique, I'analyse statistigmentre que cette augmentation est hautement
significative pour les groupes traités avec la dorsg/g et la dose 2 mg/g. Cependant, elle est tres

hautement significative pour I&™ dose par rapport aux témoins (Fig 35).
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Figure 35 : Concentration des protéines hépatopanéatique deHelix aspersaapres six

semaines de traitement avec les NPs J&x.

3.1.2/ Concentration des glucides

Les résultats bruts montrent que les concentratatess glucides dans I'hépatopancréas des
escargots traités sont augmenteés, I'analyse sgastonfirme que cette augmentation qui est trés
hautement significative pour les trois lots traig@ec I'oxyde de fer nanométrique par rapport au
témoin (Fig. 36).
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Figure 36 : Concentration des glucides dans I'hépapancréas deHelix aspersaaprées six
semaines de traitement avec les NPs f&&.

3.1.3/ Concentration des lipides

Selon les moyennes des résultats, on observe uniution de taux des lipides hépato
pancréatique d’'une maniére dose-dépendante. Bfaéistent cette diminution et non significative
pour le lot traité avec la plus faible dose, méesteés hautement significative pour les deuxesitr
groupes traités (avec 2 et 3mg/g) par rapport moite (Fig. 37).
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Figure 37 : Concentration des lipides hépatopancré@ue de Helix aspersaapres six
semaines de traitement avec les NPs f&s.

3.2/ les parametres du stress oxydant

3.2.1/ Concentrations de glutathion hépatique (GSH)

Le taux de glutathion des trois groupes contam#séaugmenté par rapport aux taux du glutathion
chez les échantillons témoinses tests statistiques de dosage de GSH montréhexjste une
différence non significative entre les moyennes dieses des échantillons de R tlose et le
groupe témoins. Alors qu’elle est tres hautememtiicative entre les échantillons témoins et le
2®Meet le 3™ groupe traités (Fig. 38).
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Figure 38 : Concentration du glutathion dans I'hép&opancréas deHelix aspersaapres six

semaines de traitement avec les NPs J&xs.

3.2.2/ Activités enzymatiques du glutathion S-trarférase (GST)

Les résultats obtenus montrent une augmentatio®8U chez les trois groupes contaminés.
L’analyse statistique révele une augmentation Baative pour le groupe traité a la dose 1mg/g,
hautement significative pour le groupe traité aleedose 2mg/g et trés hautement significative

pour le groupe traité avec la dose 3mg/g diDkeranométrique par rapport au témoin (Fig. 39).
1,8
* % %k k
T D1 D2 D3

Traitement (mg/g)

Activité GST (umol/mg de prot)
o o @©° Lol
B [e)} [0} = N ~ ()]

o
N}

o

Figure 39 : Activité enzymatique du glutathion s-tansférase dans I'’hépatopancréas de
Helix aspersaapres six semaines de traitement avec les NPsBe
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Efffets des NPs du Fe203 sur les paramétres biochimigues et enzvmatigues

3.2.3/ Activités enzymatiques du glutathion peroxyalse (GPx)
Le taux de glutathion peroxydase des trois grogpesaminés est augmenté par rapport a celui
des témoind.es résultats statistiques de dosage de GPx momjuercette augmentation est non
significative pour la 3¢ et la 2™ dose. Alors que la différence est hautement sagtife entre
les échantillons témoins et I8 groupe traités (Fig. 40).
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Figure 40 : Activité enzymatique du glutathion peraxydase dans I’hépatopancréas ddelix

aspersaapres six semaines de traitement avec les NPsBe
3.2.4/ Activités enzymatiques de la catalase

Les moyennes des différents groupes étudiés fgsbrér une diminution de taux de la catalase
hépato pancréatique. Statistiquement cette dinginut non significative pour le lot traité avec la
plus forte dose (3mg/g), mais elle est hautemegmifstative pour les deux autres groupes traités

(avec 1 et 2mg/g) par rapport au témoin (Fig. 41).
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Figure 41 : Activité enzymatique de la catalase danl’hépatopancréas deHelix
aspersaapres six semaines de traitement avec les NPsBe.

3.2.5/ Concentration de Malondialdéhyde (MDA)

Le taux du Malondialdéhyde hépatopancréatique rés groupes contaminés est augmenté par
rapport aux taux du MDA des échantillons témoingesd’une maniere dose-dépendahes
résultats statistiques montrent qu'il existe ddfédinces significatives entre les moyennes des
doses des échantillons de £ dose et le groupe témoins. Alors que les difféesrsont hautement
significatives entre les échantillons témoins stdeux autres groupe traités (Fig. 42).

82



10

concentration du MDA (mmol/mg de prot)
(9]

T D1 D2 D3

Traitement (mg/g)

Figure 42 : Concentration du MDA dans I'hépatopancgéas deHelix aspersaapres six

semaines de traitement avec les NPs J&x.

4/ DISCUSSION

Les parameétres biochimiques chez les especes egasies substances toxiques sont considéres
comme des bons biomarqueurs et peuvent constituenportant outil de diagnostic pour évaluer
I'exposition et les effets des xénobiotiques (Fsrbial., 1997 ; Mcloughlin eal., 2000). Les
résultats de dosage des parameétres biochimiquesanbune augmentation du taux des protéines

et des glucides, une baisse de niveau des lipides.

Les protéines sont les premiers biomarqueurs darpation métabolique. L'évolution du taux de
protéines totales dans I'hépatopancréas des escanates a augmenté (avec des différences trés
hautement significatives) et d’'une maniére doseedépnte. Ce phénomene pourrait étre
considéré comme un biomarqueur précoce de l'exposaux contaminants chimiques. Les
protéines sont principalement impliquées dansHhitecture de la cellule; les protéines peuvent

egalement lier les toxines et jouer le réle desgmes de transport (Cui &k, 2010).

Lorsque des organismes vivants sont soumis a @gegyeiments dans leur environnement, ils sont
soumis a un stress intense, qui peut méme abdatmart d'organismes sans que ce dernier puisse
réagir en particulier lorsque leurs enzymes dexiétion sont diminuées, ce stress peut étre

moins intense, ce qui permet alors l'organisatiom de déployer une batterie de réponses, par



I'activation de leurs mécanismes de détoxificatippyr se battre pour survivre et dans certains
cas, s'acclimater a ce nouveau parametre (Lagadic €997).

La synthése des protéines totales implique plusieas, en particulier l'induction d'activités
enzymatiques : les enzymes de détoxication / mbsaltion. Cette augmentation peut étre
expliquée aussi par Kohlerat, (1992) qui ont proposé une hypothése qui eyplitpmment les

oxydes métalliqgues provoguent la synthése desipestéle stress (enzymes de détoxication).

Chez les rongeurs, Zhuat, (2008) a trouvé une augmentation significativealix des protéines
totales chez des rats exposés a différentes caations d'oxyde de fer nanométriques. Aussi chez
les gastéropodes terrestres, Graad.e(2012) qui ont montré une variation des protéatex des
escargots traités par des métaux lourds et danériee ordre d'idées que Boucennalgt(2005)

qui montré des manifestations toxiques des powssiaetalliques siHelix aspersaces résultats

ont été accompagnés par une induction dose-dépendiata synthése protéique.

La présence des métaux peut également induirenthése des protéines permettant ensuite la
connexion entre eux (Zidar ak, 2009). Le transfert d'une partie de I'oxydeatfenfatnométrique

en une forme granulé avec des protéines spécifiqaeBansport correspond a des voies de

détoxication intracellulaires décrites dans leeitébrés du sol. Les métaux ont tendance a se lier
a des métalloprotéines cytoplasmiques. De métaualimgrotéines peuvent alors étre excrétés

sous forme d’agrégats aprés une action lysosorR#iarg etal., 2001).

Concernant les glucides totaux, ceux-ci ont mowtéples différents groupes traités une
augmentation significative par rapport au group&réde, cette augmentation peut étre expliquée
par plusieurs hypotheses comme celle de l'augnemtale la métabolisation des réserves
énergétiques qui est prouveée par le pourcentagemsmmation d'aliments qui est diminué par
rapport au témoin d’'une facon dose-dépendante, pagisie maniére significative (plus de 75%
de la nourriture est consommeée dans les trois g®trités). La diminution du taux des lipides
totaux vient confirme cela. Afin d'assurer I'énengécessaire pour les réactions de désintoxication,
le corps utilise des éléments de rechange et padeént pour augmenter le taux de glucose. Pour
la méme espéce, Jumel et Lagadic (2000) rappartenaugmentation de la demande énergétique
des animaux qui se traduit par une mobilisationdeple glycogéne du manteau. Nos résultats
sont en accord avec les travaux de Saravaran €2015) qui a proposé I'hypothese de I'élévation
du niveau de glucose dans le sang comme réporee [gedurbations respiratoires dues au stress
causé par les NPs dusBa d’'une taille inférieur a 50 nm (1 et 25 mg/L) dappEes a des carpes
(Labeo rohitg durant 96 h.



Aussi pour le taux des lipides totaux, nos réssib@ntrent une diminution dose-dépendante chez
les escargots traités aux NPs®gpar rapport aux escargots témoins. Nos résubbatses accord
avec ceux de Grara ai., (2012) qui a aussi enregistré une diminutiomificative de la

concentration en lipides totaux Helix aspersdraité aux métaux lourds.

Dans des conditions de stress, les escargots apinbde plus d'énergie pour métaboliser la
substance toxique. En effet, la diminution doseetélante du taux des lipides aprés exposition de
Helix aspersaaux NPs F£)s peut étre due a la contrainte chimique provoqaédéepxénobiotique
testé. Cependant Eissaat, (2002) ont rapporté que l'effet néfaste des as@p chimiques
pourrait étre attribuée a une augmentation darigidation de I'énergie et/ou l'altération des

organites cellulaires et peut interférer avec lalsgse des protéines.

Le systeme de défense antioxydant est présenttohedes cellules aérobies et neutralisent les
réactions chimiques intermédiaires produit par téevendogéne et/ou le métabolisme des
xénobiotiques (winston et Di Giulio, 1991). L’adté du systeme antioxydant peut subir une

augmentation ou une inhibition sous I'effet d'uress chimiques.

En général, le stress oxydatif provoqué par uniqode est considéré comme |'un des mécanismes
les plus importants de toxicité des nanoparticidasparticulier pour les particules contenant des
métaux de transition. A la base des résultats @rpétaux (Siméonova et Luster., 1995; Chao et
al., 1996), ils ont émis I'nypothése que les maladispiratoires et cardiovasculaires provoquées
par un métal de transition ou a I'exposition auydes métalliques peut étre due a l'induction
d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et lesespéactives de I'azote (RNS). Zhalet(2008)

ont démontré que les nanoparticules et les submaues particules du @z pourraient générer
l'inflammation et la médiation du stress oxydatihd les poumons des rats aussi bien aux faibles

ou aux fortes doses d'exposition intratrachéale.

Le stress oxydatif a été proposé comme un meécani@miésions cellulaires induites par de
nombreux types de nanoparticules (Fig. 48) (St ,e2007; Ali etal., 2012).

Il a été proposé que les métaux de transitionguedsle fer peuvent contribuer a la production de
ROS intracellulaire par réaction du type FentowmliStet Bagchi, 1995). Fethéoriquement peut
étre réduit par I'anion superoxyde erf'Fgui réagissent ensuite aveeQd pour produire (OH)
(Stohs et Bagchi, 1995). En effet, il a été démioqgtre les nanoparticules,BPg sont capables de
pénétrer a travers la membrane des cellules éjpikkirespiratoires et libérer Fedans les
lysosomes acides (Guoadt, 2009). Fahmy e&ormier(2009) ont proposé que l'activité de surface

des nanoparticules d'oxydes métalliques influeriefet biologique de ces particules. Les



procédeés de fabrication utilisés rendent les paegchydrophiles ou lipophiles, catalytiquement
actives ou passives et modifient les propriétést@riques de la surface des particules. La
production des ROS de maniere extracellulaire peyder les lipides de la membrane cellulaire,
peut diffuser a lintérieur de la cellule et initiéa production des ROS intracellulaire ou

intramitochondriale (Landar at., 2006).

Fukui etal., (2015) suggére qu'il existe deux possibilitésiple mécanisme de génération de
ROS. En plus, on pense que le mécanisme direcahestéaction du type Fenton. En outre, il est
eégalement possible que le mécanisme indirect dsitipar un dysfonctionnement du systeme de
transport d'électrons mitochondriale causé paoleslibéré par les NPs métalliques.

Dans notre étude, le GSH le GST et le GPx sont msssimultanément pour évaluer le stress
oxydatif dans I'hépatopancréas des escargots axmssition a des différentes doses des NPs
d'oxyde de fer. Une augmentation du taux des parametres GSH, GPx et GST a été trouveé,
indique que le systéme de défense antioxydant katissu hépatopancréatique pourrait étre
surchargé. Il est connu que le superflu ROS pagirévec le NO dans le procédé de production
hautement réactif et les produits cytotoxiquesal®@ztels que le peroxynitrite (ONOO-) et de
I'acide peroxynitreux (ONOOH). Le Peroxynitrite @nstour, réagit avec et modifie diverses
molécules, telles que les lipides, I'ADN et lest@nes, ce qui entraine un déficit fonctionnel.
L’augmentation du taux de glutathion réduit (GSHgt @érés hautement significative et
particulierement chez 1e2et le 3™ groupe. Le glutathion est 'antioxydant non enziimae
majeur dans les cellules animales : c’est le compéducteur soufré le plus abondant dans le
compartiment intracellulaire, impliqué dans le rbélesme, les procédés de transport et dans la
protection des cellules contre les effets toxiqles composés endogenes et exogenes, y compris

les especes réactives de I'oxygene (ROS) et lesuxéDickinson et Forman, 2002).

Cette augmentation peut étre expliquée par laliedirecte du glutathion au métal (Barillet, 2007)
car le glutathion dispose d’'un groupement acidémailique, d’'un groupement amine, d’'un
groupement sulfhydrile (-SH) et de deux pontagexdigigues susceptibles d'étre impliqués dans
des réactions avec les métaux lourds, et par caesédjinhibition de leur transformation en
GSSG. Dans le méme sens d'idée, on peut aussentllhypothése d’Ali eal., (2012) qui dit
gu'’il y a une forte affinité des nanoparticules alié@ues pour la molécule de GSH.

Apres une étude Hatcheradt, (1995) suggéerent que la synthése de GSH enru@sie meétaux
serait un mécanisme de protection dans lequel talreé fixe aux groupements thiols du GSH,

prévenant ainsi les dommages cellulaires.



En effet, 'affinité des métaux vis-a-vis des grements thiols forme des complexes avec ces
entités chimiques. Cette interaction métal-glutathconduit généralement a la formation des

radicaux éthyles (-S°). Bien que ces radicaux so&ativement stables et puissent interagir entre
eux pour former des ponts disulfures non radioadaifs peuvent également réagir avec I'oxygéne
et ainsi générer des especes réactives de 'oxy@eslaris et Evangelou, 2002) et des radicaux
libres responsables de Iésions tissulaires imp@$ateci souligne le rble important du glutathion

dans la gestion d’un stress métallique (Altaalet1987; Christova edl., 2003).

D’une part les réactions des métaux avec le glisatee traduisent soit par la formation de
complexes ou lI'oxydation du GSH (Regoli et Printipa 995) et ces deux réactions pourraient
expliquer 'augmentation du glutathion. D’autre tpde GSH est a I'origine de la synthese de
métallothionines. Ces derniéres sont spécialiséas th chélation des métaux, ce qui explique

cette augmentation du GSH.

Une recherche a démontré que l'activité du gene @Glutamate cystéine ligase » peut étre
augmentée rapidement apres l'exposition au stregdatf induit une augmentation de la
formation de GCL holoenzyme (Krejsaat, 2010). L'expression de ARNm GCLC et GCLM
"catalytique ou modifiant" accrue peut étre un marq direct d’'un stress oxydafifhompson et

al., 1999). Dans I'étude de Guoat, (2015), la transcription du GCLC a été augmeaf@es
application de ses nanoparticules sur des cellaledothélialesin vitro, ils ont lié cette
augmentation de transcription de ce gene par I'angation de la synthese du glutathion. Weldy
et al., (2011), a aussi observé des niveaux accrus dans la trptieorides GCLM GCLC
endothéliale et ainsi que GSH aprés expositionraunoparticules du gaz d'échappement diesel,
ce phénomene peut étre mis en corrélation avemda d'exposition, le temps, la taille des

particules et d'autres propriétés physico-chimiglessNPs, ainsi que le type cellulaire étudié, etc.

Les glutathion S-transférases (GSTs) représenteatfamille d’enzymes qui jouent un réle
important dans la détoxification de composés ébptites. La fonction des GSTs la plus connue
est leur activité de catalyser des réactions d¢ugaison entre, le glutathion et des substances
nocives pour diminuer leurs réactivités avec lesmmaolécules intracellulaires.

Les GST completent I'action des glutathion perosg$a(GPx) dans la seconde ligne de défense
enzymatique antioxydante, les GSTs préviennentdt@emages cytotoxiques et genétoxiques
causés par les composés électrophiles générés cprachets de dégradation des macromolécules
suite a leur exposition au stress oxydant (Hay&sdord, 1995).

Cette enzyme joue un role important dans la désitdation des xénobiotiques et/ou dans la

protection contre des métabolites nocifs généréssdp degradation des macromolécules suite a



leur exposition au stress oxydant (Hayes et Pulfb®85). Plusieurs isoformes et classes de GST
ont été isolés et déterminés comme biomarqueurs éaulalires d’exposition au
tétrabromodiphenyl-ether chez les mollusques bes(Li etal., 2015)

D’aprés nos résultats, on observe des augmentati@ss significatives de la GST dans
I'hnépatopancréas. Donc la GST est impliquée dadstiaxification et I'élimination de I'oxyde de
fer nanométrique et de ces métabolites. Les résulia Boucenna, (2016) sont conformément
d’accord avec ceux que nous avons trouve, quasesdde F£s nanomeétrique (100, 500, 1000
et 1500 pg/g) sont testées sur I'escakglix aspersadurant 8 semaines.

Sur une nouvelle ligne de cellule Dubeyaét (2015) a testé deux doses (25 et 12,5 mg/l) des
nanoparticules de Tiet ZnO, une augmentation de I'activité des enzyamésxydantes (GST)

a eté observée, qui peuvent en partie étre exggpar le fait que 'augmentation des ROS peut
conduire a la transcription des genes redox-sesssibl

L’activité de GST élevée suggere l'utilisation d8Hsdans les réactions de conjugaison qui sont
augmentées dans le cadre du mécanisme de désattoridJn statut antioxydant altéré comme
indiqué dans notre étude est confirmé par les tasul'autres enquétes, Prabhakal.e(2012)

ont signalé une augmentation des activités enzgonedide SOD et de la GST dans les tissus de
rats exposés aux NPs d'oxyde d'aluminium. L'adanatien des NPs Ti®a des souris pendant
14 jours, induit un stress oxydatif significatifopiwvé par une augmentation du taux de GST (Ma
etal., 2010).

Dans des travaux différent plusieurs xénobiotiquesété testé siHelix aspersades poussiéres
métalliques (Larba et Soltani, 2014), des pestiideganophosphorés (Ismert at, 2002,
Balhaouchet edl., 2012. Ait Hamlet edl., 2012, Radwan et Mohamed, 2013), des métauxdourd
(Grara etal., 2012), des ETM (Regoli etll., 2006) et des nanoparticules d’oxydes métalliques
(Boucenna , 2016 « K@z et AlOz ») et une induction de I'activité GST a été signal

Sur d’autres mollusques, le bival\Bzrobicularia planaet le polycheteHediste diversicolar
Mouneyarc etl., (2014) notent que les effets des nanoparticukslliques d’Ag, Au, Cu Cd et
de Zn induisent une augmentation de la GST. ABisHet etal., 2013 et 2011 ont enregistrés une
augmentation du GST apres exposition des mollushjivadvesScrobiculariaplanaa des NPs
d’Ag.

Chez le poissorAnguilla anguilla une augmentation tres significative de l'activiBST est
également observée apres 72 heures d’expositilonanoparticules d’oxyde de fer (Radwakt
2010). Une étuden vitro sur des cellules de la méme esp&ueg(illa anguilla)exposées aux
IONPs montre une augmentation significative de 8@t un changement dans le mécanisme de

désintoxication, Srikanth eil., (2014) suggére que le GST joue un réle de ptiotecontre les



dommages oxydatifs des cellules . Sur des bran€mesrhynchus mykiskhari etl., (2016) et
suite a une exposition chronique a des concentmtablétales des nanoparticules d’argent, ils
ont trouvés a la fin de I'étude un taux élevé dd GS

Tous les travaux expliguent cette augmentation’aetivité détoxifiante du systéme antioxydant.
La GPx est une enzyme antioxydante clé qui reghivieau des ROS (la GPx est capable de non
seulement de réduire le peroxyde d’hydrogene enneais aussi les hydroperoxydes résultants de
I'oxydation des acides gras insaturés) et donepmtes cellules contre les dégats généreé par les
xénobiotiques (Wangtal., 1997; Jingetal., 1999).

L'augmentation significative de l'activité de I'gne GPx dans les cellules maillanté'a\.
anguilla exposées a des IONPs est due a I'élimination xigssede peroxyde d'hydrogéne en

évitant d'endommager les cellules Srikantalgt(2014).

Fahmy etCormier(2009) ont déclaré que toutes les nanoparticutesyde métallique ont été en
mesure de générer des ROS; cependant, le CuO ntaitpradest capable d'inhiber I'activité de la
catalase et d'augmenter l'activité de la GPx pgvad aux cellules témoins, et méme de bloquer

les défenses antioxydants de la cellule par unmantation du taux de glutathion total.

L’exposition a des niveaux sublétaux de cadmiumraarge le GPx dans le tissu hépatique et rénal
de I'Oreochromisnossambicuftilapia) (Basha et Rani, 2003). Aussi dans I'éeléScown eal.,
2010) en utilisant la technique de PCR en tempk Fégpression de GPx dans le foie et les
branchies de la truite arcenciel n'est pas affdetéacon significative apres I'exposition & NPs
d’Ag.

D’aprés nos résultats on observe une augmentagidadtivité GPx dans les hépatopancréas des
escargots traités par 'oxyde de fer nanomeétri@Qette augmentation est due principalement a un
début de production de peroxyde d’hydrogéne efghaentation de GSH. Ce qui entraine une
augmentation de I'activité enzymatique de la GPRX@ besoin du glutathion pour fonctionner
correctement) (Nielson, 1995%Px initie la rupture du ¥D> seulement a des concentrations
faibles, alors que le CAT a besoin des niveauxésdele HO, pour commencer son activité (Reddy
etal., 2015).

La catalase est une enzyme héminique capablemgdraner le peroxyde d’hydrogene en eau et
en oxygene moléculaire. Avec le fer comme cofac¢tlucatalase est essentiellement présente
dans les peroxysomes hépatiques, mais aussi dahgneaties et les mitochondries de cellules
cardiaques (Putnam at, 2000). La catalase et la GPx deux enzymes appaeintiau meécanisme
de défense primaire contre les ROS en catalysacbriaersion peroxyde d’hydrogene en eau
(Franco etl., 1999; Hirrlinger eal., 2002).



L’induction de l'activité catalase se manifeste mBumaniere irréguliere. Des études montrent
tantbt une augmentation de l'activité (Diguilicadt 1993), tant6t une baisse (Labroakt 1996).
Une des hypotheses retenue est que cette actnaignatique semble tres sensible aux facteurs
environnementaux d’origine anthropique ou natur@ellerin-Massicote, 1994).

Fahmy etal.,(2014) postulent que le %8s inhibe I'activité enzymatique catalase des cedlule
exposees.

Siddiqui etal., (2015) suggerent que le stress oxydatif peetiétprincipal mécanisme de toxicité
dans la lignée cellulaire de fibroblastes de peausduris (L929) induite par les Mo-NPs
(molybdéneNPs), par la diminution de l'activité enzymatiqoatalase antioxydant. lls ont
également constaté une diminution du potentiel nangire mitochondrial (MMP) qui indique
le rdle du stress oxydatif dans la toxicité des NRs. Cette diminution, suggere une intégrité
mitochondriale moins préservée. Le nombre de @slpkut étre diminué (diminution de division
cellulaire) en raison de la production de radicdioxygene pendant la respiration mitochondriale,
ce qui suggere une corrélation possible entradéssxydatif et I'activité mitochondriale

Panda eal., (2003) et Dimkpa «l., (2012) ont expliqué I'absence de 'augmentaliesm activités
CAT avec les NPs ZnO par la non-réactivité de ceymes aux ions Zn dans le blé, on peut dire
la méme chose pour les ions Fe dans les cellufestd@ancréatiques.

Le superoxyde dismutase est spécialisé pour canlertadical superoxyde moins toxique a
I’'hautement toxique kD, alors que I'enzyme catalase réduiOrlen HO. La diminution du SOD
signifié la diminution du catalase suggere Alagifial., (2013), le superoxyde dismutase assure

I'eau oxygéné gu’est le substrat de la catalase :
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Fahmy etal., (2014) mentionnent une activité catalase et 0Diveau de I'hnémolymphe chez
I'escargotBiomophalaria alexandrindraité par des différentes doses de NPs d’oxydarde Ils

ont suggéreé a la fin de I'étude que le ZnO inhibedtalase. L'exposition de la moule Mytilus par
les NPs de Si@induit également une forte inhibition de I'act&itatalase.

Chez d'autres escargots des eaux douces, des MPsmaiqués et une activité catalase est
diminué, aved.ymnea luteoldli et al ., (2014) ont appliqué un traitement des NPs diarge
avecDreissena polymorphat Gammares roesesaraud etl., (2015) ont testé des doses de 10 a
100pg/l des NPs de CeO

Une étude de I'effet des NPs d’argent mais cettesfar les vers de terEgsenia foetidaest traduite

par un désiquilibre dans le systeme antioxydaninet diminution de l'activité catalase a été



marqué (Tsyusko etl., 2012 ; Gomes ell., 2015). Sarkar et Sil, (2014) mentionnent égatéme
une augmentation des ROS accompagné par une diomndé la catalase au niveau des
hépatocytes isolées de souris et exposées a dedeNF:s.

Le MDA fait partie des aldéhydes réactifs issus laledécomposition des produits de la
peroxydation lipidique. Il a été proposé comme kAopeur du stress oxydant, en raison de son
caractére mutagene et athérogene, il est le priedpiiis étudié de la dégradation des LPO (Douki
etal., 1996).

L’un des produits finaux de 'oxydation lipidiquarges radicaux libres et ROS, il est généralement
connu comme étant un marqueur du stress oxydatiferoxydation des lipides insaturés encore
donna lieu a plus de radicaux libres et alors cdesedommages des biomolécules, des blessures
des membranes cellulaires et une cytotoxicité amsdn avec les ROS, comme indique
'augmentation du niveau de LDH et la libératiors danzymes de linhibition de la viabilité
cellulaire.Guo etal., (2015).

Dans notre étude une augmentation significativéadu de Malondialdéhyde est notée dans les
hépatopancréas des escargots traités.

L'augmentation significative de la MDA a démontueda peroxydation lipidique avait eu lieu ce
qui confirme nos résultats de la diminution du tales lipides totaux. Une autre possibilité
d'aucune diminution peut résulter lors de la sysghdes NO, ce qui peut probablement prédire les
lésions cellulaires. On suppose que le stress dikydas nanoparticules exercerait sur le
phagocytose des macrophages (Donaldsah,gt998) alors que les nanoparticules ont été gsuv
déposer dans les parties les plus distales desqmuat en contact direct avec la membrane des
voies aériennes (Brown at, 2000).

Les résultats de Boucenna (2016) de I'évaluatiofictbogique des NPs de #&; sur Helix
aspersasoutient nos résultats. L'étude d’Utkarshakt (2015) montre que le taux de MDA a été
augmenté dans les tissus d'une maniere dépendataeddse de IONPs des rats traités, ils ont
expliqgués ces niveaux €élevés de MDA par la fornmatie radicaux hydroxyle qui & son tour
associé aux LPO des tissus. Dans les hépatocyasmidetraités avec le #&3 nanométrique, un
taux élevé de MDA a été enregistré (Sarkar e28il4)

Fahmy etal., (2014) ont trouvé une augmentation du taux MDexgl les tissus mous et
I’'hémolymphe suite a une évaluation de I'oxyde e nanométrique sur les escargots des eaux
doucesBiomphalaria alexandriniget aussi sur une ligne maligne de cellules de moéte de la
peau humaine Alarifi edl., (2013) ont trouvé cette augmentation avec les éPzinc.

Ali et al., (2014) ont trouveé un taux élevé de MDA dansriioé/mphe dd.ymnaea luteoldraité
avec des NPs d’argent, aussi avec le méme typePde ¢&¢ résultat a été trouvé au niveau des



branchies des moulddytilus galloprovincialiset de ver de terrEisenia foetidgGomes e#tl.,
2014, 2015).

L’évaluation des nanoparticules de titane ausévélé une augmentation dans le taux MDA, chez
le poissorCyprinus carpigoar Linhua eal., (2009) et chez des souris par Abdelazial.e{2015).
ChezHelix aspersalusieurs xénobiotiques ont induit une augmentatie MDA, les poussires
métalliques (boucenna 2016), les métaux lourdsréGesal., 2012), les pesticides (Bouaricha,
2013).

On peut dire que I'oxyde de fer nanométrique aaatigité cytotoxique tres importante qui n’est
pas tres differente de celle des métaux lourdsamétrique. D'autre part, les modifications
fonctionnelles trouvées aux concentrations plugééls peuvent étre dues au jeline causé par la

répulsion des aliments contaminés et par conségaeiestivation induite.

Les différentes voies oxydantes sont proposéelipake efal., (2013). Elles sont résumées dans
la figure 43.

L'oxyde de fer a I'échelle nanométrique peut priesgrartout, et les escargots peuvent étre en
contact avec lui toute la vie. Notre étude estajmgroche expérimentale sub-chronique dans les
conditions de laboratoire et elle peut étre insafite pour généraliser les résultats obtenusutl pe
étre important de déterminer si ces réponses somnblables au réel (Wang &it, 2005), parce
gue Wu etal., (2005) a conclu que, aprés des expérienceshbemalmire tandis que certains
marqueurs biologiques tels que linduction d'enz/meé de lintégrité des lysosomes sont
clairement réversibles apres réduction de la pgohutd'autres réactions telles que les Iésions
cellulaires et les pathologies peuvent étre permtanet non réversible. Il est important d'élucider
cette question en jouant sur les biomarqueurscaesentrations des xénobiotiques et la sensibilité
du modele biologique, les parametres qui affedt@change du temps de récupération (Wai.et
2005). Il serait intéressant de quantifier les pamticules d'oxyde de fer et de ses métabolites dan

les tissus des mollusques pour élucider les affetsette nanoparticule sur les escargots terrestres
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Figure 43 : voies peroxydant des NPs « toxicité imdte » : divers NPs présentent un stress
oxydatif (toxicité dépendante). (Manke eal., 2013)

lors de I'exposition a des NPs, la génération d& BS2 capable d'induire des dommages oxydatifs
de I'ADN, les cassures, la dénaturation des preseat la peroxydation des lipides qui démontre
ainsi les caractéristigues mutagénes et cancésgassociées aux NPs. La production excessive
des radicaux libres conduit & des lésions de labreme mitochondriale provoquant la nécrose et
la mort cellulaire. Les phagocytes incluant lestraphiles et les macrophages produisent des ROS
massives et suite a la phagocytose incompléte BssaNravers le systeme enzymatique NADPH-
oxydase. Alors que les ROS induite par les NPsedéble une cascade inflammatoire de
chimiokines et de l'expression de cytokines patefimédiaire de l'activation des voies de
signalisation cellulaire, tels que MAPK, NF-kB, Akt RTK. En outre, le stress oxydatif qui médie
la stimulation de ces mécanismes cellulaires cmstrésultat de la transcription des génes
responsables de la fibrose, EMT et carcinogenése NPs suscités les ROS sont au centre de la
scene pour la majorité des effets indésirablegquécoulent.



5/ CONCLUSION

Nous avons montré a l'issue de ce travail quedsikipn sub-chronique ddelix aspersa des
nanoparticules d'oxyde de fer n’est pas suffisantrdéférente de celle des oxydes métalliques
micrométriques. Avec les doses choisies, nous aruEdé des augmentations significatives des
enzymes de détoxication et de protéines de trahgjaoix de protéines totales) diminution des
besoins énergétiques (taux de glucides totaupidiel totaux).

En effet, suite aux perturbations trouvées au nivda systeme enzymatique antioxydant
(augmentation des taux de GSH, GST, GPx et MDAimindition de I'activité catalase), il
semblerait que le E®; nanométrique est indicateur du stress oxydantaeom de l'induction
d'espéces réactives a lI'oxygene (ROS ) et d’'espéeaetives a I'azote (RNS) qui induisent par
I'histo-accumulation hépatopancréatique des natiopkas de fer chez les escargots terrestres

aspersaexposes a ces nanoparticules des déegats au mekhaaire.



Etude histologique de effet des NPs de Fe;03

Chapitre 4 : Etude histologiguede! l'effetides\NPde FeOs

1/ OBJECTIF DU TRAVAIL

A partir des résultats obtenus dans la partie pgtt@, une étude histologique devient inévitable,
les explications et les hypotheses proposées dehamgement sont d’'une origine cellulaire et
situées dans des tissus vitaux tres sensiblesudeé&le ces dommages ultrastructuraux représente
un outil puissant pour révéler les effets d’uneaskiion sublétale a des xénobiotiques et indiquer
leurs sites et leurs modes d’action au sein deérdifits types cellulaires, comme les cellules
rénales et hépatiques (Triebskornaét 1997; Braunbeck, 1998; Gernhoferakt 2001). Les
dommages ultrastructuraux sont considérés commeidasarqueurs sensibles, peu variables
dans le temps et intégrateurs d'effets liés a whffts stress environnementaux incluant la
contamination chimique (Braunbeck et Volkl, 1998)hépatopancréas, site important du
métabolisme, de l'accumulation, de la biotransfdioma et de I'excrétion de nombreux
xénobiotiques, fait partie des organes les pludiésu/Odendaal et Reinecke, 2003; Hameal.et
2007; Radwan «dl., 2008).

Les métaux sont pris principalement par le reila glande digestive ; Ainsi, ces organes peuvent
étre des cibles appropriées pour étudier la répoelédaire. Par ailleurs, le rein des mollusques
est impliqué dans les fonctions excrétrices etéseme (Andrews, 1981), et par la suite, les
phénomenes liés a I'excrétion de métal et les fmgies de I'épuisement des réserves doivent étre

observée dans cet organe, ainsi que les altératimrsaux blessures cellulaires générales.

Dans cette derniére partie, nous nous proposonslaé¥ les atteintes histopathologiques au
niveau de I'hépatopancréas et du reirHdéx aspersaexposé a des doses croissantes d®Fe
nanometrique (1, 2 et 3 mg/qg).

2/ MATERIEL ETIMETHODES

2.1/ Préparation des échantillons

Les escargots ont été sacrifiés et trois hépatopaset reins de chaque groupe sont destinés aux
études histologiques. Ces derniers subissent teqmie de fixation, inclusion, coupe, coloration

et montage décrits ci-dessous pour des analysescenscopie optique.

Les tractus génitaux de quatre échantillons de whdqt ont été choisi aléatoirement, des
photographies ont été réalisées juste apres ldfisacdes animaux afin de réaliser des

comparaisons morphologiques macroscopiques.
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2.2/ Préparation des coupes histologiques

2.2.1/ Fixation

Apres le prélevement de I'hépatopancréas et dudesrescargots on les coupe en deux et on les
place a l'intérieur de piluliers en verre de 50rerhplis de formol dilué a 10%.

La fixation permet la conservation des structuredeedurcissement des pieces. Elle doit
impérativement étre réalisée apres la dissectiofedeargot (séparation du pied et des visceres
guand les escargots sont encore vivants), par isiomede I'échantillon dans un grand volume de
liquide fixateur, dans notre cas le liquide edblenol (Preece, 1972), compte tenu de leur taille,
les échantillons séjournent trois jours dans catdivir.

2.2.2/ Inclusion

Cette étape a pour but de permettre la réalisa#oooupes fines et réguliéres. Les échantillons
sortis du formol sont rincés plusieurs fois a I'el@minéralisée. Le milieu d’'inclusion utilisé est
la paraffine : d’'une part son caractere hydrophtdse ¢chantillons doivent donc subir, dans un
premier temps, une déshydratation par immersiosessives dans des bains d’alcool a degré
croissant (30 minutes dans un bain d’alcool a @68ix bains successifs de 15 minutes dans de
I'alcool & 95° puis trois bains de 30 minutes dédm$alcool a 100°). Ensuite, I'alcool est remplacé
par du toluene (trois bains de 15 minutes chacfim)damprégner les échantillons par le solvant
de la paraffine (Fig. 44a).

Dans un deuxieme temps, les échantillons sont plad@&tuve dans un bain de paraffine liquide
(étuve de 56 a 58°C) afin qu’'elle les impregnelémteent. Aprés une nuit, les échantillons sont
inclus dans la paraffine a I'aide de moules (badeeteuckart) : apres refroidissement, on obtient
des blocs de paraffine durs, a l'intérieur desqgelsrouvent les échantillons inclus et orientés
selon le plan de coupe choisi.

2.2.3/ Coupe

Les coupes des blocs de paraffine, dm&l’épaisseur, sont réalisées par un microtomez legit
sont collées sur des lames de verre grace a lleamaeuse (Fig. 44c).

2.2.4/ Coloration

Comme les colorants sont en solution aqueusealeed doivent étre déparaffinées avant de
pouvoir étre rehydratées (coloration a I'hémataedéosine). Le déparaffinage consiste a
chauffer les lames, jusqu’a fusion de la paraffav@nt de les immerger dans trois bains successifs
de toluéne. Ensuite, les lames sont plongées denbains d’alcool & degré décroissant (un bain
d’alcool a 100°, deux bains d’alcool a 95° puisbamn d’alcool a 70°) puis colorées (Martoja et
Martoja-Pierson, 1967; Gabe, 1968) (Fig. 44b).
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2.2.5/ Montage

Aprés avoir subi une nouvelle déshydratation (deairs d’alcool a 95°C puis a 100°, trois bains
de toluéne), les lames colorées sont montées lantes et lamelles avec une résine synthétique,
le baume de Canada. Les lames sont alors préte€pewbservées au microscope optique.
2.2.6/ Observation

L’observation des coupes histologiques des deuanasg est réalisée avec un microscope (Zeiss
Axio Imager 2) équipé d’'une caméra (Zeiss AxioCafiRdd) permettant la prise d'images avec
un logiciel d'imagerie numérique (AxioVision relea4.8.2).

Figure 44: Appareillage utilisé dans la réalisation des cougs histologiques (a) automate

d’inclusion (b) réservoir de paraffine (c) microtorre.
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3/ RESULTATS

3.1/ Observations des coupes histologiques de I't#@ppancréas

Chez les escargots I'hépatopancréas occupe un gotaportant de la masse viscérale, il est formé
de deux lobes, chacun étant relié au mésentéronrpaanal hépatopancréatique. Les lobes de
I’'hépatopancréas sont entourés d’un tissus conjasdocié a quelques fibres musculaires lisses,
I'ensemble constituant une enveloppe, ils appagatsrmés par la juxtaposition de nombreux
tubules digestifs qui ont diverses formes et taili¢ sont séparés par un espace intertubulaire
contenant des sinus et des hémocytes hémolympbha@iune couche musculaire circulaire
entoure chaque tubulein simple épithélium des lignées de plusieurs tygakilaires forme la
lumiére des tubules. Ces cellules ont des morpledodifférentes, mais elles sont de trois
principaux types cellulaires et chaque cellule corte les éléments essentiels (membrane,
noyau,...). Les cellules digestives constituent le composant calel le plus abondant de
I'épithélium de tubules de la glande digestivesefient relativement polymorphique en fonction
du stade de digestion Heusser et Dupuy, (2011)dksles a calcium et excrétrices sont moins
abondantes par rapport aux cellules digestivesi{za etal., 2008) (Fig. 45).

A la fin de l'essai, un examen microscopique degpes histologiques des escargots traités avec
les trois doses (1, 2 et 3mg/g) a montré des nuadifins des tissus par des degrés variables avec
un effet dose-dépendant.

A la dose de 1 mg/g de NPs.Be (Fig. 46), une dégénération partielle de certacebiles
digestives et un tissu connectif inter tubulairgspmportant et plus étendu sont observeés, en,outre
un regroupement des tubules dus au rétrécisseradatidmiere accompagné par une nécrose de
la membrane basale des tubules. A la dose de 2 (figjg47), les mémes changements ont été
observés, accompagnés par une rupture de la meenbasale d'une maniére dose dépendante,
les tubulaire sont presque dépourvues de lumierdéisséu conjonctif est trop altéré et il y a
apparition de certains infiltrats inflammatoiresla®ddose de 3 mg/g (Fig. 48), le tissu conjonctif,
les tubules digestifs et leurs membranes sont sena@nt endommagées, avec une dégénérescence
tres avancée de cellules digestives et de cellemléum avec l'apparition des infiltrats

inflammatoires.
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Figure 45 : Coupes histologiques de I'hépatopancréales escargots témoins :
(T) tubule (MB) membrane basale, (tci) tissu connégif intertubulaire, (eh) espace hémolymphatique (CE
cellule excrétrice (L) lumiére tubulaire (CD) cellde digestive (CC) cellule a calcium (pit) paroi ingr tubulaire

(h) hémolymphe (N) noyau.

Grossx4(0

Figure 46 : Coupes histologiques de I'hépatopancréales escargots traités avec la dose 1

mg/g des NPs F#£3:(MB) membrane basale, (CE) cellule excrétrice, (CEcellule a calcium, (C) calcium,
(L) lumiére, (CD) cellule digestiv/e, (h) hémolymphg(eit) espace intertubulaire, (eh) espacehémolymptique,
(ﬁj) nécrose tubulaire, f ) » regroupemertte la masse tubulaire et réduction de I'espace intéubulaire,

(*L) lumiére rétractée.
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Figure 47 : Coupes histologiques de I'hépatopancréales escargots traités avec la dose 2

mg/g des NPs de BE©s3: (N) noyau, (CD) cellule digestive, (CE) cellule exétrice, (tci) tissu connectif
intertubulaire, (MB) membrane basale, (*L) lumiére trés rétractée, (" ) regroupement de la masse

tubulaire, (}j) nécrose membranaire,{<==) infiltrats inflammatoires.

Figure 48: Coupes histologiques de I'hépatopancréas des esoatigtraités avec la dose 3
mg/g des NPs de B3 : (MB) membrane basale, (T) tubule, (tci) tissu conraif intertubulaire, (L)

lumiere, (/f? ) nécrose membranaire,<—= ) infiltrats inflammatoires, (*** ) débris cellulaires.
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3.2/ Observation des coupes histologiques du rein

Le rein est constitué d’'un épithélium excréteuidsg de lamelles rénales, lamelles conjonctives
creuses, un sinus sanguin doté de fibres muscsilbéses, constituées de cellules prismatiques
avec une bordure en brosse. L'épithélium renfermseaul type de cellules excrétrices avec un
noyau et une membrane granulaire, ces cellulegeiams ont des formes batonnet (les plus
nombreux) et ciliees (Chabicovskyadt, 2003). La production de I'urine primitive estféet des
néphrocytes : ils réalisent l'ultrafiltration ddh&molymphe circulant dans les lacunes des axes
conjonctifs soutenant les replis de la paroi rérgroduisent également des concrétions a partir
de molécules prélevées dans I'hémolymphe, Il sdgitlépbts de couches concentriques d’acide
urique et de lipide autour d’'un noyau d'urate d&ioan, élaborés au sein des vacuoles, Ces
concrétions sont expulsées dans la lumiere réiiaj@oduisent également des concrétions a partir
de molécules prélevées dans I'hémolymphe (Heus8armmiy, 2011). L'aspect du tissu rénal chez
les escargots témoins est illustré par la figure 49

L’examen histologique du rein des escargots tzaiela dose 1 mg/g des NPs de@emet en
évidence des acini avec un contour irrégulier, m@sroses et des lises au niveau des replis
accompagné d’'une dégénérescence des cellulesasesctine hypertrophie du tissu conjonctif
(épithélium rénal) (Fig. 50). Concernant les tisdas traités par la concentration 2 et 3 mg/g les
mémes observations ont été notées de maniére d@senahnte. Nous remarquotss
hypertrophies des cellules excrétrices et paratietd la prolifération du tissu conjonctif
engendrant ainsi la disparition de leur membraoeé ¢t présence des infiltrats inflammatoires et
des débris cellulaires dans la totalité de tises,mécroses touchent le tissu conjonctif (Fig.t51 e
52).
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Etude histologique de ['efffet des NPs de Fe03

Figure 49 : Coupes histologiques du rein des escatg témoins (L) lumiére de I'acini, (RP) repli
de la paroi, (TC) tissu conjonctif, (ER) épithéliumrénal, (NC) néphrocyte, (CC) cellule ciliée, (N) ayau,

(CAU) concrétion d’acide urique.

Figure 50 : Coupes histologiques du rein des escatg traités par la dose 1 mg/g des NPs
de FeOs: (’)Nécrose, A ) hypertrophies cellulaire, = ) hypertrophies cellulaires, £ ©¥ ) débris

cellulaires.
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Etude histologique de ['efffet des NPs de Fe03

Figure 51 : Coupes histologiques du rein des escatg traités par la dose 2 mg/g des NPs de

FexOs: (L) lumiére, (* ) nécrose,A ) hyperaiphie cellulaire, () infiltrats inflammatoires, (K\ )

débris cellulaires.

Grossx>100

s

Figure 52 : Coupes histologiques du rein des escatg traités par la dose 3 mg/g des NPs de

FexO3: (TC) tissu conjonctif, (* ) nécroses de tissénale, (/ ) infiltrats inflammatoires, (/’ ) débris

cellulaires.
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3.3/ Observations des appareils génitaux

Les différents traitements n’affectent pas la¢aile I'appareil reproducteur. Comme cela peut étre
observé sur la Figure 53, les escargots disségeéshadque groupe présentent une certaine
hétérogénéité. On remarque cependant une diffé@aduleur entre les poches de Dard des
témoins par rapport a celles traités et méme dal@odronné « Oviducte ». Les témoins sont
d’'une couleur plus claire alors que les traitésaapigsent avec une couleur foncé trés proche de
la couleur de I'oxyde de fer (rouge raille) ce giginifié qu’il y a une accumulation & ce niveau-

.

Figure 53 : Appareils génitaux de quatre escargots partir de chaque lot : (a) témoins, (b)
traités avec 1 mg/g des NPs de #@s, (c) traités avec 2 mg/g des NPs de 23, (d) traités
avec 3 mg/g des NPs de F@s.
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4/ DISCUSSION

L’examen histologique de I'hépatopancréas Idelix aspersatraité par I'oxyde de fer
nanometrique a mis en évidence des altérationgaixgs importantes des la faible concentration
testée. En effet, I'exposition aux nanoparticulesitpcauser des altérations cytologiques trés
importantes au niveau de I'hépatopancréas qui jouedle crucial dans la détoxification des
polluants (Frias-Espericueta etl., 2008). Nos résultats biochimiques ont suggérés des
perturbations et des altérations tissulaires, qui €@té confirmées par nos données
histopathologiques.

L’étude de Eybe dil., (2013) a démontré la possibilité de pénétratiesmixénobiotiques (Chrome

et Platine) a I'escargdtelix aspersa indiquant ainsi une accumulation importante phasicules

sous forme de petites vésicules de 2 a 4um aundesmcellules a calcium de la glande digestive.

En premier lieu, nous avons remarqué que quelqakslies digestives et leurs noyaux sont
devenues trés dilatés ce qui entraine a un réseisnt trés apparu de la lumiére tubulaire, ce
résultat est en accord avec celui de Dumealet(2012) d’'une étude histologique de la
bioaccumulation des métaux lourds dans I'escaRpin@cea canaliculata).’étude histologique

a révélé une dégénérescence des tubules digasgfsragmentation des cellules digestives et des
ruptures au niveau de la membrane basale des sutbellmaniere dose-dépendante, conduisant a

une détérioration sévére du tissu de la glandestiigeaux plus fortes concentrations.

La détérioration des cellules digestives entraipantonséquent, I'altération du processus digestif
global provoquée par lingestion des nanoparticuéesi pourrait étre une premiére réponse
biologique due a la présence des xénobiotiquelzs=rvations sont en accord avec les travaux
de Boucenna &tl., (2015), de Russell at., (1981) et de Chabicovsky ak, (2004).

Notons que les cellules digestives sont les plosiddéntes dans I'épithélium de I'hépatopancréas,

selon Porcel etl., (1996)et Chabicovsky etl., (2004), la perte des cellules digestives semble

étre une réponse générale apres une expositioméiaux lourds chez les gastéropodes terrestres
et elle est reliée principalement a la détérioratda processus digestif provoqué par la présence
des particules métalliquézaldibar etal., 2008; 2007).

La comparaison de Zhu at., (2008) entre I'oxyde de fer micrométrique et nagtrique, a
montré que I'oxyde de fer nanométrique cause dagré cellulaires au niveau des poumons des
rats et aussi une augmentation de la perméabiltédmasculaire eils ont émis I'hypothése que
les altérations cellulaires causées par un métdratesition ou de ses particules d’oxydation

peuvent étre dues a l'induction d'especes réadwéexygene (ROS) et des espéces réactives de
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l'azote (RNS). Nous avons démontré que les nankesanicro- particules de K&s pourraient
générer l'inflammation et la médiation du stresgdatif. Constamment, les augmentations de la
perméabilité microvasculaire et la lyse des cedlale I'épithélium pulmonaire sont corrélées avec
'augmentation des protéines totales, ce qui swggetésion de I'épithélium pulmonaire apres
pénétration de BE®s; nanométrique (Zhu edl., 2008). Des résultats similaires confirment les
altérations tissulaires induites par les NPs d©f-ent été rapportés par Hetlandagt (2004) qui
a trouvé que I'exposition aux particules ultrafiagghiante induit la toxicité cellulaire et I'apogto

des cellules épithéliales pulmonaires.

Nos résultats sont en accord avec ceux de TriebsioKohler, (1996); (1998) qui ont mis en
évidence des altérations structurales des celhasgphiles et digestives de la glande digestive de
la limaceD. reticulatumexposée au Cd, Pb et Zn et aussi de celle de Maalz) (2004) qui ont
également observé la toxicité aigiie des oxydesliméts sur les cellules de I'hépatopancréas
chez I'espéce dE.pomatia Une étuden vitro a démontré que I'exposition a 'oxyde métallique
provoque une inhibition des activités des nuclestes dans I'hépatopancréad dispersgSousa
Dahm etal., 2006).

Yager et Harry, (1963) postulent que les ETM maritnene forte diffusion dans les cellules
provoguant des nécroses cellulaires. Les NPs swattérisées par leur petite taille c’est a dire
une diffusion plus rapide que les ETM macrométreqgens les cellules hépatopancréatiques, donc
il est évident de dire que les nécroses obsenaragest le résultat de la pénétration des NPs. Par
conséquent, il semblerait que l'oxyde de fer namvgue a une activité cytotoxique trés
importante n’est pas tres différente a celle deEoutes macro et micrométriques. D'autre part,
les modifications structurelles observées aux aatnggons plus élevées peuvent étre dues au
jeune prolongé provoquée par la répulsion des alisn@ntaminés et par conséquent, par le jeune

induit.

Habituellement, les cellules répondent a la chargelante en fortifiant leurs mécanismes de
défense antioxydants pour se protéger contre tauntage oxydatif. Cependant, si les
mécanismes de défense ne parviennent pas a resrtiadixydation des protéines de la charge
oxydante (Ramirez-Prieto ak., 2006), la peroxydation des lipides (Gutteridi#95), des Iésions
de I'ADN, une perturbation mitochondriale et apgptee produisent (Li el., 2003).

L'injection des NPs de Cd a donné lieu a une vaataiolisation, la formation de Iésions
nécrotiques lamellaire et l'infiltration de I'esgacémolymphatique des hépatopancréas a la fois
des males et des femellesalabe de bou8. olivacearaités Kavitha etal., 2013)
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Kumari etal., (2012), trouvent que 'histopathologie des tedés avec des fortes doses dgke

a montré une dilatation de la veine centrale etnéesoses des cellules rondes péri vasculaires et
des zones focales du foie. En plus, cette étudetdpe le traitement des #8s a causé des
dommages tubulaire focal dans les reins et ladedaats traités. Parallélement a cette étude Chen
et al., (2006) ont rapporté des Iésions pathologiques dies reins, le foie et la rate de souris
exposées a des doses aigués des nanoparticules, dieCdommages de cellules tubulaires
proximales rénales, glomérulonéphrite, stéatossuaule veines centrales dans le foie ainsi q’'une

diminution des unités spléniques.

Hsieh etal., (2015) mentionnent que I'oxyde de fer nanométigause la mort cellulaire par
apoptose dépendante de mitochondries dans desesutellulaires. Des nécroses et des apoptoses
ont été également observées au niveau du foiesaedes des rats traités par des NPs d’argent et
d’or (Rathore etil., 2014). Des lésions histopathologiques ont égeiées dans le foie et les
reins chez les souris aprés un traitement de 1aisespar I'oxyde d’aluminium nanométrique.
Thit etal., (2015) indiquent que les effets histopathologgsignalés chexenopus laevigraité

par les NPs de Cu se manifeste par I'apoptosealeses épithéliales rénales .

L’étude de Boucenna, (2016) met en évidence un dagertissulaire incontestable au niveau de
la glande digestive et le rein dtelix aspersacomme réponse a la toxicité des nanoparticules
d’oxyde de fer aux doses étudiées (50, 100, 20Du40g) par voie digestive (dans I'alimentation),

qui entraine des changements structuraux telslgudilatation des espaces hemolymphatiques

entre tubules, la dégénérescence et la nécroskadels et I'atrophie du tissu conjonctif.

Les modifications de la structure du rein ont éget été soulevées dans les études de Marigomez
et al.,, (1990) et Ali etal., (2015) qui ont étudié respectivement I'évaluatdes effets de
I'exposition sublétale au cadmium sur le reirLi®rea littorina et I'impact des NPs d’argent sur
I'escargot Eobania vermiculata Ces auteurs suggerent que la vacuolisation d#slese
épithéliales détectées et l'agrégation des orgamiéait étre due a une altération de l'activité

excrétrice due a l'exposition aux métaux et aux. NPs

L’'observation des coupes des appareils génitauxtrmame différence de couleur surtout au
niveau de l'oviducte et de poches de Dard, ceuweseargots traités prennent la couleur de I'oxyde
de fer nanométrique. La capacité accumulatricéleléx aspersagst d’ailleurs un caractere de
sélection pour cette espéece. La capacité de I'ogigdier de pénétrer au niveau cellulaire est déja
prouvée par les dégats tissulaires causés au nikeBuépatopancréas et du rein, cependant, une
arrivée de ces particules au niveau de I'appa#ggiitgl n’est pas a exclure. Le probléeme qui se
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pose est ce que cette pénétration et accumulatoseat des problemes de fertilité et de

reproduction pour cette espéce ou non.

Les contaminants peuvent réduire le succés deptadaction ou la survie de la progéniture des
especes (Casabé at, 2007). Les effets sur la reproduction peuverg @tterprétées de deux

facons : comme un effet direct en raison d'uneract®n avec les mécanismes clés de la
reproduction, ou comme un effet indirect, par éimédiaire de I'assimilation des nutriments, la

croissance et le maintien de I'équilibre énergétid@ooth et O ' Halloran, 2001).

Chez les mammiferes, suite a une évaluation dexlaité de I'oxyde de fer nanométrique sur la
fertilité et la reproduction des souris, des fodeses (100 mg/kg) ont induit des modifications a
long terme dans la reproduction y compris 'augratoh des pertes foetales dans la génération
(Di Bona etal., 2015). Aussi I'étude histologique des coupesisdels des testicules des souris
traités avec I'oxyde de fer nanométrique a indigné réduction significative du nombre de
spermatogonies, spermatocytes, spermatides et afpawides matures dans les tubules

séminiféeres des descendants males (Noa@i.e2011).

El-Hommossany et El-Sherbibni, (2011), ont montré Bexposition de I'escargBt alexandrina
aux nanoparticules d’or réduit la fécondité etl@tde reproduction donc réduit considérablement
leur ponte, les auteurs ont attribués ceci a lichpaocif sur les activités physiologiques
reproductrices des escargots traités.

5/ CONCLUSION

Les gastéropodes sont connus par leur pouvoir adetsur et peuvent répondre a la pollution
d’'une maniére sensible et mesurable, ils sont domdoyés comme des sentinelles de la pollution

environnementale dans les sols.

Nous avons vu dans ce travail que les nanoparsiquissentent une grande capacité de pénétration
et d’internalisation au niveau cellulaire accompsgpar le déclenchement d’un stress oxydant
qui suggere une augmentation dans le taux desaaditbres qui sont responsables des lésions

tissulaires et pouvant aboutir & la mort cellulaire

Nous avons mis en évidence que la glande digessivBorgane le plus sensible, qui assure a la
détoxification des xénobiotiques, a travers cesirgtts tissulaires bien visibles.

Nous avons également mis en évidence que le reimesrgane cible des nanoparticules testées

par des altérations a différents niveaux.
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Etude histologique de ['efffet des NPs de Fe03

Nous avons confirmé la sensibilité de I'especeavigs les NPs FE©3 qui se manifeste par une
perturbation dans le des parametres physiologidesgscargots exposeés tels que la reproduction.
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es nanotechnologies et les nanoparticules sordonmaine d’activité en pleine

expansion, avant tout en raison du fait que les idP&ent des propriétés chimiques

et physiques radicalement différentes des substatteenéme composition mais de
plus grande taille. En effet, les connaissancaselies des effets toxiques des nanoparticules
sont relativement limitées, il existe une inced#uéelle quant a leurs impacts sur les humains
et l'environnement. Les raisons de cette inquiétigbientifique sont basées sur la
méconnaissance des interactions existantes estnat®particules et les systemes biologiques.
L’escargot Helix aspersaest largement présent dans les écosystemes tesrestest un
mollusque, qui peut nous renseigner sur la qudktd’écosysteme dans lequel il vit, il est
exposé a la pollution par plusieurs voies d’'expmsigqui impliquent I'ingestion d’aliments
souillés ainsi que le contact et I'absorption papithélium du pied depuis des surfaces

contaminées.

Dans notre travail I'objectif principal était d'@ier les effets des nanoparticules d’oxyde de
fer sur l'escargot terrestreHelix aspersa, utilisé comme espece bioindicatrice et
bioaccumulatrice de la contamination des sols. éxggrimentations ont été menées sur la
phase embryonnaire et I'impact de I'exposition @erdcette derniére sur la croissance des
escargots pendant la phase juvénile, sur les adeleexpérimentations ont été menées sur le
comportement, certains parametres morphomeétrigaesiochimie de I'hépatopancreas, la
mesure de quelques biomarqueurs du stress oxy@8t,(GST GPx, CAT et MDA) et
I'histopathologie du rein et de I'hépatopancréas.

A la lumiere des résultats obtenus, on peut coadue :

Les NPs de E©s3 et avec les concentrations choisies (1,25, 125wg/ml) ont un effet toxique
sur Helix aspersapendant la phase embryonnaire. Sa toxicité sefes@ipar différentes
maniéres. Tout d'abord, sur les ceufs avant écla@siea la déformation de la membrane, par la
suite sur le succes d’éclosion des ceufs et le tefimqrzibation avant éclosion, et par le taux de
mortalité des nouveaux éclos. On a pu aussi momuer H. aspersaest une espece
bioaccumulatrice et que le site principal de I'acalation est I'hépatopancréas, qui apparut
avec la couleur rouille sur les traités. Par lassuinfluence de cette exposition embryonnaire
sur les juvéniles n'est trés prononcée ce qui Seggee détoxification avec succes.

Les doses des NPs d’oxyde de fer (1, 2 et 3 meg&ges sur les adultes Helix aspersa
entrainent des altérations comportementales, colardeninution de I'activité et de la prise
alimentaire aux plus fortes concentrations. Aiass molécules perturbent les performances

individuelles en modifiant I'acquisition de I'éniexgen plus, ces altérations comportementales



sont accompagnées par une réduction significatgepdrametres physiologiques tels que le
poids frais moyen des escargots, le poids fraisamalg I'hépatopancréas et celui de la coquille.
Ces perturbations physiologiques peuvent entraparconséquent, des effets délétéres sur la
reproduction pouvant concerner des perturbationia damétogenése, du développement des
organes reproducteursptamment aprés l'atteinte de I'appareil génital.

D’un autre c6té, la composition en métabolites’ldépatopancréas est également affectée par
les NPs testés, avec une augmentation significate® protéines et des glucides et une
diminution aussi significative des lipides.

Les NPs FgDs induisent également le systeme de détoxificatamepbiais d’'une augmentation
des activités de la GSH, GST, GPx et celle de |aAMDune diminution du taux de CAT. Ses
modifications sont probablement liées a une augatientde la libération d’espéces réactives
de I'oxygéne en présence des nanoparticules.

Les altérations structurales du tissu hépatopatiques témoignent d’'une altération du
processus digestif, et induisent ainsi, une rédnales capacités de digestion et d'assimilation
des aliments par les escargots exposés aux difsératements. L’histologie du rein aussi est
altérée, signification d’'une altération du processucréteur, une accumulation des NPs est

supposée.

En perspectivesil serait intéressant de développer cette retigatle point de vue opérationnel
par approfondissement de la connaissance sur :
L’embryotoxicité par observation sous microscopetbnique pour bien discerner
les altérations et les malformations si elles existet méme de s’'assurer si les
nanoparticules franchissent la membrane et pénéaterccumulent ou bien I'effet
et juste de I'extérieur.
L’étude de la toxicité chronique de notre nanopalé candidate depuis I'ceuf
jusqu’a la reproduction est trés importante, pouir Veffet de cette exposition a
long terme et quelles anomalies et perturbatides elourraient engendrer.
Pour comprendre le mécanisme du stress oxydanit paluces nanoparticules et le
systéme de détoxification mis en jeu par I'espest intéressant de doser d’autres
parametres tel que : le superoxyde dusmutase SODgtalothionines, les ROS,

Une évaluation de la neurotoxicité de®gnanométrique cheldelix aspersgpar
dosage de 'AChE et méme par la réalisation depe®histologiques au niveau du

systéme nerveux.



Des coupes histologiques a des différents niveaux ghercher les altérations causées
et des dosages des nanoparticules sur différegtaeses afin d’identifier les lieux
d’accumulation.

Une étude ultra structurale sur les organellessiliélles que les mitochondries, les
lysosomes,.....etc.

Il serait aussi intéressant d’établir ces étudesIsuterrain en conditions réelles
d’application dans le cadre d’une démarche d’évaloadu risque pour compléter la

démarche effectuée au laboratoire
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Annexe 01.: Courbe d’étalonnage des protéines

Tableau 15: Réalisation de la gamme d'étalonnageopr le dosage des protéines
hépatopancréatiques.
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Figure 54 : Courbe de référence exprimant I'absorbace en fonction de la quantité
d’albumine (pl).



Annexe 02 .: Courbe d’étalonnage. des glucides

Tableau 16 : Réalisation de la gamme d'étalonnageopr le dosage des glucides
hépatopancréatiques.
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Figure 55 : Courbe de référence exprimant I'absorbace en fonction de la quantité de

solution mére des glucidesy).



Annexe 03.: Courbe d’étalonnage. des lipides

Tableau 17 : Réalisation de la gamme d'étalonnageopr le dosage des lipides
hépatopancréatiques.
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Figure 56 : Courbe de référence exprimant I'absorbace en fonction de la quantité de

solution mere des lipidesl).
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A laube du XXf™ siécle, les nanosciences et nanotechnologies pi@mhedes progrés
remarquables dans de nombreux domaines, mais sotilgussi de nombreuses inquiétudes en
particulier au sujet de leurs effets sur la santédine et I'environnement. Cette étude a pour
objectif d'apporter des éléments de réponse antgprEhension de la nature et de l'origine des
effets biologiques de nanoparticules d’'oxyde migpadl : FeOs sur une espece bioindicatrice
bioaccumulatrice en écotoxicologie, I'escargotdsimreHelix aspersajui est en contact direct
avec I'environnement et 'homme (comestible).

Leurs effets ont été étudiés par une approcheecéhldaboratoire, tout d’abord pendant la phase
embryonnaire sur les ceufs d’une ponte nous avais&lembryotoxicité et vérifié I'influence
aprés contact des ceufs a ces nanoparticules phase juvénile. Sur les adules nous avons
évalué l'effet de ces nanoparticules sur le congpoeint et sur quelques paramétres
morphologiques, déterminé la composition biochireigde I'hépatopancréas, mesuré les
niveaux de défenses enzymatiques antioxydantsné&dtis effets histopatologiques et vérifié
I'accumulation au niveau génital pour estimer liste sur les capacités reproductrices.

Un effet toxique lors de la phase embryonnairemest. || se manifeste par différentes aspects,
tout d'abord, sur les ceufs avant éclosion ave@&flarimhation de la membrane, apres dans le
succes d’éclosion des ceufs et a la fin pendantdage d'incubation par le taux de mortalité
des nouveaux éclos. La toxicité est observée guessdant la phase juvénile par des
perturbations de la croissance.

L’examen biochimique a révélé des perturbationsiitatives dans la composition en
métabolites de I'hépatopancréadtidix aspersgcontenu en glucides totaux, en lipides totaux
et en protéines totales). Quant aux antioxydants, nésultats révelent un stress oxydant
déclenché et une induction du systeme de détoditaavec une augmentation du taux de
GSH, GST, GPx et MDA et une diminution de I'actvitatalase.

L’examen histologique de I'hépatopancréas et du dels escargots traités a mis en évidence
des altérations qualitatives importantes dés |a fdible dose testée, confirmant ainsi les
résultats obtenues dans les premiéeres partiesiveaunde I'appareil génital, une accumulation
est observée qui pourrait porter préjudice sutiVéé reproductrice qui nécessitant des études
ultérieures pour évaluer I'impact sur cette aatiyphysiologique par une étude histologiques
approfondie appuyé par des dosages de biomarqueurs.

Mots clés :nanoparticules, oxyde de fer «Be, Helix aspersaembryotoxicité, croissance,

comportement, morphologie, hépatopancréas, reggssbxydant, histologie.



At the turn of the century, nanoscience and nahokgogies promise outstanding progress in
numerous fields, but also raise numerous worriepadrticular concerning their effects on
human health and the environment. This study angrovide elements of response to
understanding the nature and the origin of theolgichl effects metal oxide nanoparticles:
FeOs on bioindicator bioaccumulator in ecotoxicologyesies, the land snaielix aspersa
which is in direct contact with the environment dnanan (edible).

Their effects have been studied by a focused appraa the laboratory, first during the
embryonic phase on laying eggs we have evaluatedethbryotoxicity and verified the
influence after eggs contact to these nanopartmfegivenile phase. About adults, we have
evaluated the effect of these nanoparticles on ocotmgnt and on some morphological
parameters, determined the hepatopancreas bioddemenposition and measured the
enzymatic antioxidant defenses levels, estimatedistopathological effects and verified the

accumulation in genital tract to estimate the aff@mn reproductive capacity.

A toxic effect during the embryonic phase is noteds manifested in different ways, first, on
eggs before hatching with the deformation of thentmeane, after in eggs hatching success and
at the end during the incubation period by new ledcmortality rate. The toxicity is also
observed for a month in juvenile phase by growsttulbances.

The biochemical examination revealed significastutbances in hepatopancreas metabolites
composition oHelix aspersgcontent of total carbohydrates, total lipids &otdl proteins). As

for antioxidants, our results reveal a triggeredlative stress and induction of detoxification
system, with an increase in levels of GSH, GST, @Ra MDA and decreased in catalase
activity.

The histological exam of hepatopancreas and kidireated snails has highlighted significant
qualitative alterations as early as the lowesetkdbse, therefore confirms the results obtained
in first parts. In the genital tract an accumulatiwas observed that could prejudice the
reproductive activity requiring further studiesatssess the impact on the physiological activity

by a thorough histological study supported by mesaments of biomarkers

Keywords : nanoparticles, iron oxide «#&s, Helix aspersa embryotoxicity, growth,

comportment, morphology, hépatopancréas, kidnegative stress, histology.
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ABSTRACT

Iron oxide nanoparticles are of considerable interest for application in nanotechnology-related fields. However, as iron being a
highly redox-active transition metal, the safety of iron nanoparticles need to be further studied. In this study, adult snails, Helix
aspersa are used to estimate the effect of these nanoparticles on biochemical parameters and histological changes in the
hepatopancreas of this gastropod has after a treatment of six weeks. During this period, snails exposed by ingestion and contact to
wheat flour, which contains NPs powder. The doses of ferric oxide nanoparticles were 0, 1, 2 and 3 g/kg of wheat flour. Although the
percentage of consumption reduced in a dose-dependent manner, it is still (90.26% for the control group and 75.17% for the group
of the highest dose). The results of the biochemical assays (total carbohydrates, total proteins and total lipids) showed significant
increases of total carbohydrates and total proteins at three doses (1, 2 and 3 g/kg of Fe,0;) and significant decreases of total lipids
at two doses (2 and 3 g/kg of Fe,0; nanoparticles). However, the histological examination of the hepatopancreas of snails showed
alterations as a response to all treatments, narrowing of the tubular lumen degeneration of some digestive cells, tubule
degeneration and necrosis of the connective tissue intertubular, starting from the second dose appearance of some inflammatory
infiltrates, leading to a tissue severely damaged at the third dose (3g/kg of iron oxide nanoparticles).

Keywords: Nanoparticles, Helix aspersa, nano-iron oxide, hepatopancreas, biochemical study, histological study.

INTRODUCTION

anotechnology is considered the principal

technology of the twenty-first century involving

the use of new devices to study matter at the
molecular or supramolecular level: the characteristic
scales of nanotechnology range from 1 to 100
nanometers (nm). At these scales, matter acquires
unexpected properties. It should be regarded as new
chemical compounds whose characteristics and toxicities
are different’.

It is able to offer solutions to contemporary problems
through smaller materials, lighter, faster and more
efficient. The metal nanoparticles occupy an increasingly
important in industrial processes and in biomedical
research. However, the cellular responses to these
nanoparticles may lead to toxic phenomena are still
unclear and must be studied in detail and case-by-case’.
Current toxicological data on NPs are still insufficient.
However, several studies show that NPs can enter the
body through the pulmonary tract, skin or intestinal® and
have systemic toxic effects”” their uses requires as with
any new technology, impact studies on the health of
humans and animals. Currently, there are no regulations
on their use, and their long-term impact on the
environment and humans is still unclear. However, the
scientific community has focused very early on the
subject and begins to provide some answers’.

Because of their potential introduction into the soil as
well as the aquatic environment, the inclusion of a set of

ecotoxicity tests in the risk characterization of
nanoparticles (NPs) is necessary. Only recently, however,
has research focused on their impact on terrestrial
organisms’ ™ and the literature on this topic is very
limited. Among the metal oxides, our study looked to iron
oxide. Their small size gives their advantageous
properties, particularly magnetic12 making them useful in
many applications. Thus, in the nanometer range, some
iron oxide structures such as magnetite (Fe,0,) or
maghemite (y-Fe,03) have superparamagnetic properties.
It has exhibited great potential for their applications as
catalytic materials, wastewater treatment absorbents,
pigments, flocculants, coatings, gas sensors, ion
exchangers, magnetic recording devices, magnetic data
storage devices, toners and inks for xerography, magnetic
resonance imaging, bioseparation and medicine®.
Although iron is an essential element for life, an increase
in cell medium concentration can generate ROS
formation*®.

However, in most of their applications, the iron oxide
nanoparticles are in contact with the cells or the
intracellular medium. It is, therefore, likely that
nanoparticles interactions iron/oxide cells are not trivial.
This is the case of magnetite nanoparticles, the toxicity
toward human cells has been demonstrated™™"’. The iron
oxide nanoparticles used for biomedical purposesm’19 is
generally surface-functionalized via grafting of organic
compoundszo'u. This organic layer limits the direct
contact between the iron nanoparticles and cell
components. As indicated by the nature of the coating
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plays an important role in the biological effects of
nanoparticles.

The central model of this study is the little snail gray Helix
aspersa, known for its ability to accumulate chemicals at
significant concentrations in their tissues, particularly, the
hepatopancreas”?®. By virtue of many works””*® it has
been made possible to use the cellular alterations on the
gastropods hepatopancreas as biomarkers for the
exposure to xenobiotics. However, some information is
available in the literature concerning the study of the
biochemical and the histological markers gastropods,
which are exposed to nanoparticles and especially Fe,0s,
for example, Neenu®, Hussain® reported the cellular
toxicity induced by superparamagnetic Fe,O; NPs.
Further, Noori’® observed reproductive effects of
magnetic Fe,0; NPs on mice.

The objective of this work is to study the effects of
nanoparticles, Fe,03; on the biochemical and histological
parameters of the land snails H. aspersa, it is one of the
most abundant gastropods in the North-East of Algeria.

MATERIALS AND METHODS
Chemical

The nanoscale iron oxide was developed in the laboratory
of Magnetism and Spectroscopy of Solids (LMS2) of
physics, the development of a- Fe,0; nanoparticles was
performed by high-energy mechanical milling, from the
elemental powder hematite. Milling was carried out in a
planetary by Fritsch mill type (P7), using two steel jars.

The preparation of the load (beads + powder) was
performed in a glove box under an argon atmosphere.
The weight ratio of beads/powders is about 1/20 and the
grinding speed T at the order of 500 rev/min. To minimize
the effects relating to the increase of the temperature
inside the jars, the grinding was done with sequences of
half an hour followed by 15 minutes of break and that for
3h.

Toxicological tests on the nanometer iron oxide are still
insufficient and especially gastropods, according to
results obtained by Nations® that were not significant
and from the preliminary tests we fixed doses used in our
treatment (Tab. 1).

Table 1: Group distribution in the basis of nanometric-
iron oxide doses.

Group Fe,03; nanometric doses
© Untreated
D1 Snails treated with 1g/kg of food
D2 Snails treated with 2g/kg of food
D3 Snails treated with 3g/kg of food

C: control, D1: dose 1, D2: dose 2, D3: dose 3.

ISSN 0976 — 044X

Experimental design

Gastropod terrestrial snails (Helix aspersa) were collected
from an uncontaminated site, situated in the North-East
region of Algeria. Snails average weight of 8.86+1.15g
were transferred to the laboratory where they will be
adapted to the controlled conditions described by
Gomot™> (temperature 20+2°C, photoperiod 18 hL/6hO,
humidity 80 to 90%) for almost a week. However, they
were exclusively fed with wheat flour supplied in the Petri
dish.

The 60 chosen snails were divided into four groups of 15
animals each and were reared in transparent plastic
boxes (30x20x15cm) with a perforated lid and a wet
sponge to retain moisture. The four groups of snails were
fed with dry wheat flour (control snails), or fed with
wheat flour contain the NPs powder according to as
shown in table 1. The boxes were cleaned and the food
was renewed three times a week. Under the controlled
laboratory conditions previously mentioned, the
experiment was done for six weeks and the physiological
changes are notes (comportment and mortality).

Biochemical dosages

The determination of biochemical parameters (total
proteins, total carbohydrates and total lipids) has been
realized from the hepatopancreas of 13 specimens
chosen from each group (control and treated). The
methods used are the Method of Duchateau and Florkin®*
for quantifying total carbohydrates, the method of
Bradford®® for total proteins and method of
Goldsworthy®® for total lipids. The extraction of
carbohydrates, lipids and proteins according to Shibko®”:
on a fragment of the hepatopancreas homogenized with
trichloroacetic acid (TCA) in 20%. The amount of
metabolites were measured in an aliquot of 100l
Dosages were expressed as pg/mg of the analyzed tissue.

Histology

The histological sections were performed on fragments of
three specimens for each group (the control and the
treated groups). These glands were fixed in the liquid of
Bouin®® for 24 h.

Samples were prepared for analyzes after several stages
of rinses in dematerialized water, dehydration in baths of
alcohol in increasing degree and impregnation in a bath
of paraffin wax®’. Then, the samples of hepatopancreas
were included in the paraffin by means of molds (bars of
leuckart).

Finally, the paraffin sections were cut into 5um slices by a
Leitz microtome and stained with hematoxylin and eosin
for light microscopic examination®’. The sections were
viewed and photographed.

Statistical analysis

Data were calculated as Mean * SD and analyzed using
Student’s test followed by the analysis of variance
(ANOVA) in one way of classification.
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The probability of 0.05 or less was considered significant.
All statistical analysis was done according to the software
MINITAB of analysis and data processing version 17.Ink.

RESULTS
Comportment

The continues followed of the movement and the feeding
consumption of snails treated with the three doses of
nanometric Iron oxide (1, 2 and 3 g/kg) and after
comparison with those of the control we noticed; a
decrease with dose-dependent manner of the nutritional
attraction and activity, and a decrease of the mobility also
with a dose-dependent manner.

At the dose 1 g/kg, most snails showed an activity almost
identical to that of the control ones with little disruption
of feeding consumption and comportment. However,
snails treated with 2g/kg dose consume less flour and
move more slowly than the control. The signs are more
apparent in animals treated with high dose (3 g/kg). Snails
spend most of their time at the top of the boxes, isolated
from each other, with low nutritional activity.

Percentage of consumption

In order to calculate the percentage of consumption, it is
necessary to dry and weigh the flour residue by using a
precision balance, after each box cleaning and food
change. At the end of the experiment, the amount of
residuals for each group is eliminated from the total
amount of six weeks of each group experience (Tab.2).

Table 2: Effects of Fe,03 on the

consumption of flour.

nanoparticles

Group Residues weight % of consumption
C 2668 90.26 %
D1 431g 85.49%
D2 55.8¢g 81.27 %
D3 729¢g 75.17 %

C: control, D1: dose 1, D2: dose 2, D3: dose 3.
Biochemical parameters

The results of effects of the different doses of iron oxide
nanoparticles (1, 2 and 3g/kg) on digestive gland
constituents (total proteins, total lipids and total
carbohydrates) in H. aspersa which are obtained after six
weeks of treatment are summarized in Figures 1a, 1b and
1c. As compared to the control group, biochemical
analysis revealed significant differences in the rate of
different metabolites in snails exposed to iron oxide
nanoparticles.

We observed a highly significant increase in total proteins
concentration in snails exposed to 1 and 2 g/kg of iron
oxide nanoparticles and a very highly significant increase
in the dose 3 g/kg (fig. 1a) as compared to the control

ISSN 0976 — 044X

value. The figure 1b shows the carbohydrate rate with a
very highly significant increase for the three treatment
groups (by 1, 2 and 3g/kg of Fe,0; nanoparticles) as
compared to the control value. Concerning the content of
total lipids which was not significantly reduced for the
low dose; it was reduced in a very highly significant for
the medium and the highly doses of iron oxide
nanoparticles (fig. 1c) as compared to the control value.

Histopathology
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Figure 1: Concentrations of total contents (pg/mg of
tissue analyzed) of proteins (a) carbohydrates (b) and
lipids (c) in the hepatopancreas of H. aspersa after six
weeks of exposure to 0, 1, 2 and 3 g/kg, of iron oxide
administered by nanoparticles ingestion. Results are
expressed as mean + standard deviations (SD), n = 13.

**: Highly significant difference compared to the control (P
<0.01).

***. Very highly significant difference compared to the control
(P <0.001).
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The digestive gland of normally feeding (untreated) H.
aspersa consists of essentially the juxtaposition of
numerous digestive tubules that have various shapes and
sizes and are separated by intertubular space containing
hemolymphatic sinuses and hemocytes. Circular muscle
layer surrounds each tubule. A simple epithelium of
several cellular types lines the lumen of the tubules.
These cells have various morphologies, but they have
three main cellular types and each cell has the essential
components (membrane and nucleus). Digestive cells
constitute the most abundant cellular component of the
digestive gland tubular epithelium they are relatively
polymorphic according to the stage of digestion*,
calcium and excretory cells are fewer than digestive
cells® (fig. 2a).

At the end of the study, microscopic examination of
histological sections snails treated with three doses (1, 2

ISSN 0976 — 044X

and 3 g/kg) showed tissue changes by varying degrees
with a dose-dependent effect. In the dose 1 g/kg of iron
oxide nanoparticles (fig. 2b), partial degeneration of some
digestive cells and intertubular connective tissue more
important and more extends are observed, in addition,
the regrouping tubules due to narrowing of the lumen
which is accompanied by necrosis at the basement
membrane. Also, at a dose 2g/kg (Fig. 2c), the same
changes were observed, accompanied by breakage of the
basal membrane in a dose-dependent manner and almost
absent tubular lumen the connective tissue is too altered
and the appearance of some inflammatory infiltrates. At a
dose of 3g/kg (Fig. 2d), connective tissue, digestive
tubules and their membranes are severely damaged with
a highly advanced degeneration of digestive and calcium
cells and the appearance of inflammatory infiltrates.

Figure 2: Histological pictures of the midgut gland of snails of H. aspersa in control and treated groups (with three doses
1, 2 and 3g/kg of iron oxide nanoparticles) stained with hematoxilyn-eosin coloration. (L) digestive tubule lumen; (DC)
digestive cells; (CC) calcium cells; (EC) excretory cells; (Ict) intertubular connective tissue; (eg) excretory granules; (BM)
basement membrane; (N) nucleos. (a) Control snails section, untreated showing the juxtaposition of numerous digestive
tubules of various shapes and size. (b) hepatopancreas section of snails treated with 1g/kg of Fe,Os; nanoparticles
showing a narrowing of tubular lumen partial degeneration of some digestive cells and tubule necrosis (). (c)
hepatopancreas section of snails treated with 2g/kg of iron oxide nanoparticles, showing a remarkable degeneration of
the intertubular connective tissue with a complete absence of the tubular lumen, a tubular necrosis with the appearance
of some inflammatory infiltrates (<e===). (d) hepatopancreas section of snails treated with 3g/kg of Fe,0O;
nanoparticles, showing tissues severely damaged a very remarkable inflammatory infiltrates and especially in the basal

membrane.
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DISCUSSION

Biochemical parameters in species exposed to toxicants
are good biomarkers and can constitute an important
diagnostic tool to assess the exposure and effects of
xenobiotics****. The results of biochemical parameters
dosage show an increase of proteins and carbohydrates
level, a decrease of lipids level.

Proteins are the first biomarkers of metabolic disruption.
The evolution of the rate of total protein in the
hepatopancreas of treated snails was increased (with very
highly significant differences) and was dose-related. This
phenomenon could be considered an early biomarker of
exposure to chemical contaminants. Proteins are mainly
involved in the architecture of the cell; proteins may also
bind toxins and function as transport proteins"s.

When among living organisms are subject to changes in
their environment, they are submitted to intense stress,
causing the death of organisms without the latter can
react particularly when their detoxification enzymes are
decreased, this stress may be less intense, allowing then
the organization to deploy a battery of responses,
through the activation of their detoxification mechanisms,
to fight, to survive and in some cases, to acclimate to this
new parameter46.

The synthesis of total proteins involves several event in
particular the induction of the enzymatic activities:
detoxification enzymes/metabolization. This increase can
be explained also by Kohler" hypothesis that said metal
oxides trigger the synthesis of stress proteins (enzymes of
detoxification).

From this concept and the result obtained by Zhu*® that
found a significant increase in protein levels in rats
exposed to different concentrations of nanometric iron
oxide, our result is proved to be true. In addition,
Masaya’s® results of the toxic effect of chemical stress
among different biological models, Grara’s®® that showed
a variation in snails treated with heavy metals, and in the
same order of ideas Boucenna’s™ results that showed
toxic manifestations of a metal dust on Helix aspersa,
those results were accompanied by a dose-dependent
induction of protein synthesis.

The presence of metals may also induce the synthesis of
proteins enabling the connection between them’' the
transfer of a part of nanometric iron oxide in granules
corresponds to intracellular detoxification pathways
described in soil invertebrates. Metals tend to bind to
cytoplasmic metalloproteins. Metals-metalloproteins can
then be excreted in pellet form after lysosomal action®.

Then the total carbohydrates for the treated groups
showed a significant increase by contribution to the
control group, this increase can be explained by several
hypotheses as the increase in energy reserves which is
proved by the feed consumption percentage which is
decreased compared to the control with dose-dependent
manner but not significantly (more than 75% of the feed is

ISSN 0976 — 044X

consumed for the three treated groups). Whereas the
decrease of the total lipids confirms that. To ensure the
necessary energy for the body to fight against a
xenobiotic they should be used spare elements and
degrade them to increase the rate of glucose, the energy
producing a key molecule which is essential in the
detoxification reactions. For the same species, Jumel and
Lagadic53 report an increase in energy demand of animals
that results in rapid mobilization of glycogen of the
mantle. Our work is in agreement with that of
Saravanan®® that have been proposed a hypothesis that it
said the elevation of blood glucose level may be a
response to respiratory disturbances due to the stress
caused by Fe,0; NPs.

Thus, for the lipid levels, our results show a dose-
dependent decrease in snails treated with nanometric
iron oxide compared to control snails. Our results are in
agreement with those of Grara®® that recorded a
significant decrease in lipid concentration Helix aspersa to
heavy metals.

Under stress conditions, the snails need more energy to
detoxify the toxicant. Indeed, the dose-dependent
decrease of lipid levels after exposure of Helix aspersa to
nanometric iron oxide may be due to the chemical stress
caused by xenobiotic tested. However Eissa> reported
that the detrimental effect of chemical compounds could
be attributed to the increased use of energy and/or the
alteration of cell organelles (treated snails) and can
interfere with protein synthesis.

Histological examination of the hepatopancreas of Helix
aspersa treated with nanometric iron oxide highlighted
important qualitative changes since the lowest
concentration tested. Indeed, nanoparticles exposure can
cause very significant cytological alterations in
hepatopancreas, which plays a crucial role in the
detoxification of poIIutantsss. In the first time, we have
revealed some digestive cells and their nuclei became
highly dilated resulting in a very narrow tubular lumen
(fig. 2b, c¢) this result is in agreement with that of
Dumee®’. The histological study revealed also,
degeneration of digestive tubules, fragmentation of
digestive cells and ruptures at the basement membrane
of tubules with dose-dependent manner, leading to a
severe deterioration in the tissue of the digestive gland at
the highest concentrations (fig, 2d). The deterioration of
digestive cells entail, therefore, altering the global
digestive process caused by ingestion of the
nanoparticles, this could be a first biological response due
to the presence of xenobiotics, these observations are in
agreement with the work of Boucenna, Russell and
Chabicovsky >>*%.

Note that the digestive cells are most abundant in the
epithelium of the hepatopancreas according to
Chabicovsky59 the loss of digestive cells seems to be a
general response after exposure to heavy metals in
terrestrial gastropods and is connected mainly to the

&

International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research
Available online at www.globalresearchonline.net

© Copyright protected. Unauthorised republication, reproduction, distribution, dissemination and copying of this document in whole or in part is strictly prohibited.

238



Int. J. Pharm. Sci. Rev. Res., 36(2), January — February 2016; Article No. 37, Pages: 234-241

deterioration of the digestive process caused by the
presence of metal particles“.

Whereas Zhu* in his comparison between the submicron-
sized and the nano-sized of iron oxide particles, it has
been found that iron oxide nanoparticles cause cell lysis at
the rat lungs and also increases microvascular
permeability, it is hypothesized that these cellular
alterations caused by transition metal or its oxide particle
exposure may be due to the induction of reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). We
demonstrated that the nano- and submicron-sized iron
oxide particles could generate inflammation and mediate
oxidative stress.

These results are in accordance with those of Triebskorn
and Kéhler®®® which have revealed structural alterations
of basophils and digestive cells of the digestive gland of
D.reticulatum slug exposed to Cd, Pb and Zn and also that
of ManzI® they equally observed the acute toxicity of the
metal oxides on the cells of the hepatopancreas on the
species of H.pomatia. Thus, in Helix pomatia, an isoform is
rapidly induced following exposure to Cd, binder 85% to
95% of this ETM in the hepatopancreassa. An in vitro study
has shown that the metallic oxide exposure causes
inhibition ~ of  nucleotidases  activities in  the
hepatopancreas H.aspersa“. Yager and Harry65 say the
high diffusion of ETM in the cells causing cellular necrosis;
it is obvious to say that the necrosis observed the result of
NPs that have a smaller size than the ETM easier to
broadcast.

Therefore, it seems obvious that the nanometric iron
oxide has a very important cytotoxic potency, which is not
very different from that of heavy metals macrometric. On
the other hand, the structural changes observed at the
higher concentrations could be due to starvation caused
by the repulsion of contaminated food and thus, by
induced aestivation®.

The nanoscale iron oxide may present everywhere, and
snails can be in contact with him all lifetime. Our study is
a sub-chronic experimental approach in the laboratory
conditions can be inadequate to generalize the results
obtained. It may be important to test whether these
responses are alike67, because Wu®® concluded that after
laboratory experiments while some biomarkers like
enzyme induction and lysosomal integrity are clearly
reversible after pollution reduction, other responses like
cell damage and pathology may be permanent and not
reversible. In the future, it is important to elucidate this
issue by playing on biomarkers; the xenobiotic
concentrations and sensitivity of the biological model, the
parameters that affect the recovery time exchange®. It
would be interesting to quantify iron oxide nanoparticles
and its metabolites in snail’s tissues to elucidate the
effects of this nanoparticle on land snails.

CONCLUSION

We showed at the end of this work that the sub-chronic
exposure of Helix aspersa to iron oxide nanoparticles is
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not sufficiently different to that of macrometric metallic
oxides. With selected doses we revealed significant
increases of detoxification enzymes and proteins
transport (rate of total proteins) decrease in energy needs
(rate of total carbohydrates and total lipids), and
remarkable alterations on the hepatopancreatic tissue
due to the induction of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) which induces by the
histo-accumulation of the iron nanoparticles in the
individuals of land snail H. aspersa exposed to these
nanoparticles. We have not confirmed the degree of
toxicity of iron oxide nanoparticles only but we also
confirmed Helix is an excellent bioindicator and
bioaccumulation of environmental degradation.

The results of this study highlight the need for safe
disposal and release of metallic NPs in ecosystems. In
addition, Helix aspersa species are edible for humans; it
should pay attention on the origin of snails harvested in
the wild, so it could contaminate humans.
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