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Résumé

Le but de cette étude est I’évaluation des effets toxiques potentiels des nanoparticules
métalliques de dioxyde de titane (TiO2) sur une espéce bioindicatrice et bioaccumulatrice de la

pollution, I’escargot terrestre : Helix aspersa.

L’exposition de 28 jours par voie digestive aux concentrations croissantes de TiO2 (25,
50, 100 et 150 mg/L) a révélé une perturbation comportementale a travers une réduction voire
une inhibition de 1’activité des escargots ainsi qu’une diminution de la consommation de
nourriture ou encore un évitement de celle-ci. Sur le plan morphométrique, la toxicité des
nanoparticules métalliques s’est manifestée par une diminution du poids moyen des escargots
et du diametre de la coquille ainsi qu’une augmentation du poids moyen des organes
(hépatopancréas et rein). Au niveau biochimique, le TiO2 a engendré un stress oxydatif qui s’est
traduit a 1’échelle cellulaire par une déplétion du taux de GSH parallelement a une

intensification de 1’activité enzymatique CAT.

Mots clés : Helix aspersa, nanoparticules métalliques, TiO2, hépatopancréas, rein, stress
oxydant, biomarqueurs, GSH, CAT, bioaccumulation.



Abstract

The aim of this study is to evaluate the potential toxic effects of metallic titanium
dioxide (TiO2) nanoparticles on a bioindicator and bioaccumulator species of pollution, the land

snail: Helix aspersa.

Exposure for 28 days through the digestive tract to increasing concentrations of TiO>
(25, 50, 100 and 150 mg/L) revealed a behavioral disturbance through a reduction or even
inhibition of the activity of the snails as well as a decrease in the consumption of food or even
an avoidance of it. Morphometrically, the toxicity of metal nanoparticles was manifested by a
reduction in the average weight of the snails and the diameter of the shell as well as an increase
in the average weight of the organs (hepatopancreas and kidney). At the biochemical level,
TiO2 caused oxidative stress which resulted at the cellular level in a depletion of GSH levels

alongside an intensification of CAT enzymatic activity.

Keywords: Helix aspersa, metal Nanoparticles, TiO2, Hepatopancreas, kidney, Oxidative

Stress, Biomarkers, GSH, CAT, bioaccumulation,
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Introduction

1. Introduction

Ces dernieres années, les nanosciences et les nanotechnologies ont suscité un intérét
croissant grace a leurs avancées significatives dans des domaines aussi variés que la médecine,
la biologie, la chimie, la biotechnologie, I'énergie, la mécanique, I'électronique ou encore
I’informatique. En effet, les progres révolutionnaires réalisés en nanotechnologie ont permis
d’élaborer une grande variété de nanomatériaux (NMx) présentant des propriétés physico-
chimiques exceptionnelles, inexistantes a des échelles plus grandes, les rendant utiles dans une
vaste gamme de produits (Angélique, 2008 ; Xiao et al., 2008 ; Aguilar, 2013 ; Bour, 2015 ;
Biola-Clier, 2016 ; Azad et Gajanan et al., 2017).

Les nanoparticules (NPs) figurent parmi les nanomatériaux les plus employés, occupant
une importance croissante tant dans les procédés industriels que dans la recherche biomédicale
(Sandrine, 2013 ; Triboulet et al., 2014 ; Besnaci, 2016). L’un des principaux avantages de
ces nanoparticules est la capacité a contréler leur forme, leur taille et leur composition lors de
leur fabrication, ainsi que la modification de leur surface pour les adapter a différents usages.
Elles possedent, ainsi, des propriétés photocatalytiques et une forte capacité d'absorption des
UV, justifiant leur intégration dans les textiles, les peintures, le ciment et les verres
autonettoyants, ainsi que leur utilisation dans le traitement des sols contaminés (Angélique,
2008). A ce jour, les nanoparticules font I'objet de hombreuses études dans des centaines de
laboratoires et d'entreprises & travers le monde, dans le but dexploiter davantage leurs
caractéristiques impressionnantes et de développer ainsi de nouvelles applications (Daniel,
2010). Toutefois, l'utilisation massive de ces nanomatériaux souleve actuellement des

préoccupations majeures en matiére de santé publique et d’environnement (Triboulet, 2013).

Bien que le domaine de la nanotoxicologie soit en plein essor, les résultats actuels des
recherches restent insuffisants pour garantir I'utilisation sécurisée des nanoparticules. En effet,
les interactions des nanoparticules avec les systéemes biologiques et leur toxicité potentielle
restent a ce jour mal comprises. Par conséquent, il est encore difficile d'évaluer les risques
sanitaires associés. De plus, l'utilisation industrielle de nanoparticules entraine la production de
déchets dont la libération dans I'environnement pourrait étre difficile a controler, avec des
conséquences encore largement inconnues (Oberdérster et al., 2005 ; Triboulet, 2013 ; Sajid
et al., 2015).

L utilisation des nanoparticules requiert donc, a l'instar de toute nouvelle technologie,

des études approfondies sur leurs impacts toxicologiques sur les organismes vivants et sur

1



Introduction

I'environnement. Dans ce cadre, de nombreuses études scientifiques sont désormais entreprises

afin de mieux comprendre les interactions nanoparticules-systemes biologiques. Ces recherches
ont révélé que leur potentiel toxique est directement attribuable a leur taille nanométrique leur

conférant une réactivité chimique accrue (Oberddérster et al., 2005 ; Triboulet, 2013).

Vu le potentiel d'introduction des nanoparticules dans le sol, habitat de nombreux
organismes vivants (Jeffery et al., 2010 ; Singh et Singh, 2020), il est crucial d'inclure une
série de tests d'écotoxicité pour évaluer leurs risques. Récemment, plusieurs chercheurs se sont
penchés sur 1'étude de I’impact des nanoparticules sur les organismes terrestres (Scott-
Fordsmand et al., 2008 ; Hu et al., 2010 ; Lapied et al., 2010 ; Unrine et al., 2010 a,b), bien

que les données bibliographiques relatives a ce sujet demeurent limitées (Besnaci, 2016).

Les gastéropodes, et plus particulierement les escargots, comptent parmi les invertébres
terrestres les plus couramment utilisés dans les programmes de biosurveillance des sols. Leur
grande sensibilité aux stress chimiques en fait des especes modeles idéales pour les tests
d'écotoxicité terrestre (Radwan, 2000). lls sont considérés comme de bons bio-indicateurs
permettant d’identifier ou de prévoir les atteintes aux écosystémes et de suivre leur évolution
spatiotemporelle, principalement en raison de leur grande capacité a accumuler diverses

substances polluantes dans leurs tissus (Coeurdassier et al., 2001).

Nous avons choisi de nous intéresser, dans notre étude, aux effets du dioxyde de titane
nanométrique (TiO2). Ce composé, largement utilisé comme agent de blanchiment dans divers
secteurs, représente environ 70% de la production mondiale de pigments (Shi et al., 2013). Sa
taille nanométrique lui confere également des propriétés de photocatalyse, ce qui en fait I'un
des nanomatériaux les plus produits actuellement (ANSES, 2014). Ces chiffres soulevent

beaucoup d’inquiétudes quant a son devenir et ses impacts sur 1’environnement.

Dans cette optique, I’objectif de ce travail est d’évaluer les effets des nanoparticules de
dioxyde de titane (TiO2) sur un organisme bio-indicateur de la qualité des sols, le gastéropode
terrestre Helix aspersa aprés exposition par voie digestive. Cette voie est considerée comme
majeure et représentative pour estimer la bioaccumulation et les effets toxiques des polluants
(Besnaci et al., 2016a,b).

La structure retenue dans ce manuscrit est la suivante :

- Premiérement, I’introduction générale qui présente une synthese des connaissances
actuelles sur la nanotechnologie et la nanotoxicologie ainsi que 1’utilisation des

escargots comme modéles biologiques pour I’évaluation de la qualité des sols.
2
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Ensuite, dans la partie « Matériel et méthodes », nous décrivons le modéle animal choisi
(Helix aspersa), et fournissons quelques données bibliographiques sur les
nanoparticules de dioxyde de titane (TiO2). Nous détaillons également les différentes
techniques mises en ceuvre dans ce travail.

Nous procédons, ensuite, a une interprétation puis une discussion des résultats obtenus.
Enfin, nous concluons ce manuscrit par une synthése des principaux apports de cette

étude et proposons des pistes de recherches futures.
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Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de chimie du Département des Sciences

2. Matériel et méthodes

Biologiques a I'Université Mohammed EI Bachir El Ibrahimi de Bordj Bou Arrérid.

2.1. Matériel biologique

2.1.1. Présentation et classification de I’espéce Helix aspersa

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est I'escargot Helix aspersa, également
connu sous les noms de petit gris, Cantareus aspersus, Cornu aspersum et Criptomphalus
aspersus (Figure 1). 1l s'agit d'un mollusque gastéropode terrestre, pulmoné, caractérisé par un
corps mou dépourvu de squelette. Originaire des pays méditerranéens, cette espece ubiquiste
est largement répandue dans le Nord-Est Algérien (Chevalier, 1977 ; Barker, 2001). Sa

position systématique selon Bonnet et Vrillon (1990) est la suivante (Tableau 1) :

Tableau 1 : Classification de 1’espece Helix aspersa (Muller, 1774).

Régne Animalia
Embranchement Mollusca
Classe Gastropoda
Ordre Stylommatophora
Famille Helicidae
Genre Helix
Espece aspersa
Sous-espece Aspersa

Figure 1 : Helix aspersa (Photo personnelle).

2.1.2. Anatomie générale
2.1.2.1. Anatomie externe de I’escargot

Le corps de I'escargot se compose de trois parties principales. La téte, le pied et la masse

viscérale. En position étendue, l'escargot repose sur le sol grace a son pied, une masse
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musculaire large et épaisse qui s'étend a la fois en arriere et en avant de sa coquille (Bonnet,
1990 ; Beeby et Richmond, 2011).

Anus

Figure 2 : Morphologie externe de I’escargot (Kerney et al., 2006).

- La téte : constituant la région antérieure, comprend la bouche dirigée vers le bas ainsi que les
organes sensoriels composés de deux paires de tentacules rétractiles souvent désignés sous le
nom de "cornes™ ou "antennes™ dans le langage courant (Michel rousselet et al., 1979). Les
tentacules supérieurs sont oculaires, comprenant un ceil simple et un organe olfactif, tandis que

les tentacules inférieurs sont tactiles (Figure 2) (Bonne et al., 1990 ; Bellala, 2013).

- Le pied d'Helix aspersa est un organe qui soutient son corps et lui permet de se déplacer par
reptation. Sa partie inférieure contient des glandes qui sécrétent continuellement du mucus,
laissant ainsi une trace brillante lors de son déplacement (Figure 2) (Bonnet, 1990 ; Beeby et
Richmond, 2011).

- La masse viscérale : englobe les organes principaux (Christian, 1980). Elle contient la partie
centrale du tube digestif, la plupart des organes génitaux et la partie supérieure du muscle
columellaire, attachée a la columelle. Elle est entierement logée a I’intérieur de la coquille
(Dallinger et al., 2001 ; Amroun, 2006) (Figure 2).

- La coquille : représente environ le tiers du poids total de I'escargot. Elle joue un réle clé dans

I'identification des différentes espéces et peut adopter diverses formes, telles que conique,
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spiralée ou hélicoidale (Kiddy, 1999). La paroi de la coquille se compose de trois couches

SuUperposees :

e Lacouche lamelleuse : qui recouvre la surface interne de la coquille.
e La couche externe : cornée, tres résistante aux cassures.

e Lacouche moyenne : est formé de calcaire presque pur (Beaumont et Cassier, 1970).
2.1.2.2. Anatomie interne

L'anatomie interne des gastéropodes (Figure 3), comme l'escargot Helix aspersa,
présente une dissymétrie notable due aux transformations de la masse viscérale durant le
développement. Ces transformations découlent d'une flexion, d'un enroulement et d'une torsion

qui affectent la région dorsale des embryons (Boué et Chanton, 1971).

coquille
B s _ foie

estomac

rein ¢
\

manteau -
s b - ; i s ~— —cerveau

glande muqueuse
oviduc
sac de dards

glande salivaire
ouverture génitale

Figure 3 : Anatomie interne de 1’escargot (Quibik, 2007).

> Appareil digestif : En raison de la torsion a 180° du corps de l'escargot, son tube digestif
forme une boucle qui raméne I'anus vers l'avant. La bouche se prolonge par un bulbe buccal
contenant une radula, une langue musculaire munie d'une lame cornée servant a broyer les
aliments. Les glandes salivaires se trouvent dans la partie postérieure du bulbe buccal. Celui-ci
se connecte a l'cesophage, qui s'élargit pour former I'estomac, puis Se poursuit par 1’intestin lui-
méme enroulé autour de I'népatopancréas, avant de se terminer a I'anus (Figure 4) (Sandrine
et al., 2003).
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Figure 4 : Appareil digestif de I’escargot (Skendraoui, 2015).

> Systeme nerveux : Le systéme nerveux de I'escargot se divise en deux parties principales :
le systeme stomatogastrique ou sympathique et le systeme nerveux central. Ce dernier englobe
les ganglions cérébroides, les ganglions pédieux, ainsi que le systéme viscéral (Michel
Rousslet, 1979 ; Pirame, 2003 ; Larbaa, 2014).

> Appareils circulatoire et respiratoire : L'escargot a une respiration pulmonaire. Son
poumon est formé par la cavité palléale, un espace entre le manteau qui tapisse l'intérieur de la
coquille et la masse viscérale. Cette cavité s'ouvre a l'extérieur par l'orifice respiratoire
(également appelé pneumostome), dont on peut observer les mouvements rythmiques
d'ouverture et de fermeture (Gomot de Vaufler, 1998). L'appareil circulatoire se compose d'un
coeur enveloppé dans un péricarde. Ce coeur est constitué¢ d'une oreillette piriforme antérieure
et d'un ventricule allongé postérieur, d’ou émergent deux aortes. L'une de ces aortes, antérieure,
irrigue le pied et la région céphalique, tandis que l'autre, postérieure, se dirige vers le tortillon.
A partir de ces deux aortes, divergent des artéres qui irriguent en hémolymphe (sang) les
différents organes. Enfin, un systeme de sinus veineux et de veines raméne le sang vers le coeur
(Michel Rousslet, 1979 ; Barker, 2001 ; Larbaa, 2014).

> Appareil excréteur : est constitué d’un seul rein, également connu sous le nom d'organe de

Bojanus, de couleur gris-jaunatre et est situé entre le cceur et le rectum. De forme triangulaire,

7
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il se compose de deux parties distinctes : une partie proprement excrétrice et une autre qui agit

comme une vessie d'accumulation. A partir de cette derniére, un fin canal urinaire se déploie
pour aboutir a l'orifice excréteur, positionné entre I'anus et le pneumostome (Popple et
Tribune, 2002).

> Appareil génital : L'escargot est hermaphrodite. Son appareil génital comprend plusieurs

éléments (Figure 5) (Bonnet et al., 1990 ; Larbaa, 2014) :

- Un ovotestis, situé a lI'extrémité postérieure de I'hépatopancréas, ou se forment a la fois les

ovules et les spermatozoides.

- Un canal hermaphrodite qui permet I'évacuation des gametes.
- Une glande de I'albumine qui produit les réserves vitellines.

- Un ovospermiducte.

- La voie méale, comprenant un spermiducte ou les spermatozoides s'accumulent pour former

un spermatophore, ainsi qu'un organe copulateur, le pénis.

- La voie femelle, qui comprend le vagin, I'orifice génital et une poche sécrétant le dard calcaire

lors de I'accouplement.

Orifice génital
Vagin
Penis Glandes
multifides
Muscle _~
retrac_tepr Dard
du penis
Glande :
dii fTouet Spermiducte
Receptacie Oviducte
seminal Cznal
hermaphrodite
Glande de Ovotestis (glande
Falbumine hermaphrodite)

Figure 5 : Schéma de 1’appareil reproducteur de 1’escargot (Guyard, 2009).
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2.1.3. Croissance et reproduction

Quatre phases de croissance ont été établies en tenant compte de la taille et de la masse

des animaux mais aussi de leur différenciation sexuelle (Gomot, 1997) :

v La phase infantile, dont le poids varie généralement entre 0,02 et 0,6 g. A ce stade, les
escargots sont caractérisés par un tractus génital non différencie.

v' La phase juvénile se caractérisant par une gamétogenése active avec une masse
corporelle comprise entre 0,6 et 6 g.

v' La phase de maturation sexuelle, ou phase pré-adulte, qui est caractérisée par le
développement des glandes annexes chez les femelles. Cette étape concerne les escargots
dont le poids dépasse 6 g.

v' La phase adulte a croissance nulle durant laquelle les animaux sont sexuellement

matures et en reproduction active. lls pesent entre 6 et 14 g.

Etant hermaphrodite, 1’escargot dispose d’un appareil génital complexe possédant a la
fois des organes reproducteurs males et femelles (Zaafour, 2014). L’accouplement est
cependant nécessaire pour la fécondation. Une seule gonade produit les spermatozoides et les
ovules qui atteignent ’orifice génital par des conduits séparés. Lors de 1’accouplement, deux
escargots se positionnent téte-béche ou le pénis de chacun pénétre dans le vagin de I'autre afin
d’échanger leurs spermatozoides. Ces derniers sont libérés par le biais d'un long filament appelé
le spermatophore (Larbaa, 2014). La durée de I'accouplement est tres variable, pouvant dans
certains cas dépasser les 12 heures. Pour pondre, 1’escargot creuse avec sa téte une cavité de 2-
4 cm de profondeur dans le sol, et y dépose une ponte constituée en moyenne d’une centaine
d’ceufs. A une température de 18-20°C, les ceufs vont se développer en 12 a 15 jours avant
d’éclore. Apres environ 5 & 10 jours, les jeunes éclos remontent & la surface du sol (Lecalve,
1989 ; Pirame, 2003).

2.1.4. Ecologie de ’espéce

Helix aspersa est une espece fréquemment retrouvée dans les prairies, les champs de
culture et les lisieres de foréts (Barker, 2001 ; Kerney et Cameron, 2006). Cette espece
omniprésente s'adapte a des conditions environnementales, des sols et des climats variés, et
s'acclimate tres bien aux milieux fortement anthropisés. Son régime alimentaire est varié,
comprenant des plantes herbacees, des graminées, des légumes de culture, des lichens, certaines

céréales, et des champignons (Barker, 2001 ; Chevalier et al., 2001). Le sol fait également
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partie de son alimentation, apportant ainsi le calcium indispensable a la formation de sa coquille
(Gomot et al., 1989 ; Dallinger et al., 2001).

Les escargots petit-gris préférent étre actifs la nuit, en synchronisation avec le cycle
naturel de la lumiére, en commencant aprés le coucher du soleil et atteignant leur pic d'activité
environ six heures plus tard (Chevallier, 1992 ; Larbaa, 2014). Trois éléments influencent
cette activite : I'numidité de l'air et du sol, la température, et I'intensité lumineuse (Chevallier,
1982). Les escargots sont plus actifs lorsque I'numidité de l'air dépasse 80 % et que la

température nocturne minimale atteint au moins 9 °C.

En cas d’un mangue prolongé d'humidité, Helix aspersa entre en estivation (Chevallier,
1992). L'animal se fixe alors a un support en scellant I'ouverture de sa coquille avec un voile de
mucus durci, appelé épiphragme. 1l reprend son activit¢ des que les conditions
environnementales redeviennent favorables. Lorsque la température moyenne descend en
dessous de 15°C, I’escargot aura aussi une période de vie ralentie, connue sous le nom
d’hibernation. L’escargot hiberne en se fixant sur un support ou en s'enfouissant dans le sol ou
la litiere, et produisant ainsi un épiphragme hivernal épais. En présence d'une atmosphére
humide, I'nibernation peut se produire a des températures inférieures a 5°C (Bailey, 1981 ;
Welter-Schultes, 2012).

2.1.5. Interét de I’utilisation des escargots en écotoxicologie

Derniérement, une attention croissante est portée a l'intégration de la faune du sol,
particulierement les escargots, dans les programmes de biosurveillance de la qualité des
milieux. Les escargots terrestres, tel qu’Helix aspersa sont considérés comme d’excellents bio-
indicateurs de la qualité des sols. Leur choix comme modeéles biologiques est largement
attribuable a leur répartition mondiale, reflétant leur capacité d'adaptation a divers biotopes et
climats, ainsi que leur facilité d'élevage (Berger et Dallinger, 1993 ; Gomot, 1997 ; Cortet et
al., 1999 ; Dallinger et al., 2001). En occupant une position clé a l'interface sol-plante-
atmospheére, ils intégrent diverses sources et voies de contamination & savoir digestive,
respiratoire et cutanée (Vaufleury et al., 2009). La contamination digestive survient par
I’ingestion de plantes et/ou de sol contaminés (Gimmbert, 2006). La contamination cutanée,
quant a elle, résulte de la diffusion des polluants a travers I'épithélium du pied. Enfin, la
contamination respiratoire se produit par I'inhalation de gaz et/ou de particules atmosphériques
(Figure 6) (Barber, 2001 ; Coeurdassier et al., 2002 ; Gomot de Vaufleury et Pihan, 2002,
Baurand, 2004). En tant que maillons essentiels des réseaux trophiques, ils facilitent ainsi le
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transfert des polluants du sol et/ou des plantes aux prédateurs (Beeby, 1985 ; Laskowski et
Hopkin, 1995 ; Scheifler et al., 2002).

Les escargots possedent une capacité notable de bioaccumulation pour de nombreux
polluants métalliques et organiques (Viard et al., 2004). Lorsqu'ils sont exposés a des
contaminants, ils manifestent diverses réponses telles que l'inhibition de la croissance, la
réduction de la reproduction, I’augmentation du taux de mortalité... (Notten et al., 2006 ;
Regoli et al., 2006).

6‘& &\e"
&"Q\ s&&o"'\
0% ¥
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Figure 6 : Les voies d’exposition de 1’escargot Helix aspersa aux polluants dans le milieu
naturel (Sahraoui, 2022).

2.2. Matériel chimique

Le matériel chimique utilisé dans notre travail est le dioxyde de titane nanomeérique
(TiO2). Ces nanoparticules nous ont été fournies par le laboratoire de Chimie des Matériaux de

I'Université Badji Mokhtar Annaba. Leur taille est de 80 nm (Figure 7).
2.2.1. Le dioxyde de titane (TiO2) : Présentation et applications

Le dioxyde de titane est un oxyde métallique qui se classe au neuviéme rang des

composants les plus abondants de la crolte terrestre. Sa découverte en Angleterre date de

11
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I’année 1791, mais son utilisation commerciale sous forme pure n’a débuté qu’en 1913
(Armand, 2013).

Les nanoparticules de TiO2 sont couramment employées comme pigments dans divers
revétements de surface tels que les peintures, les vernis et les laques, ainsi que dans les
plastiques, les papiers, et dans une moindre mesure, dans les fibres, les caoutchoucs, les cuirs,
les céramiques, les encres d’imprimerie, les cosmétiques, les médicaments et dans certains
produits alimentaires. Elles sont également utilisées en tant que photo-catalyseurs, en raison de
leur efficacité remarquable, leur photostabilité, leur faible co(t, ainsi que leur bonne résistance
mécanique (Tuyet et al., 2011 ; Romero, 2013). Elles sont abondamment fabriquées a I’échelle
mondiale, avec un volume de vente annuel dépassant les 3,5 millions de tonnes, et une demande

mondiale en augmentation d’environ 2% par an (Azouani, 2009).

Figure 7 : Les nanoparticules dioxyde de titane (TiO2) (photo personnelle).

2.2.2. Propriétés physico-chimiques

Le dioxyde de titane pur associé au numéro CAS 13463-67-7 est un solide blanc
réfringent, thermostable, de poids moléculaire 79,9 g/mol. Il est commercialisé sous forme de
poudre ou de dispersion liquide. Il est inodore, insoluble dans I'eau, dans I'éthanol et autres
solvants organiques. Le TiO; existe sous trois formes cristallines différentes : anatase et rutile
(quadratiques), brookite (orthorhombique) (Tableau 2). La forme rutile est plus dense et plus

stable thermodynamiquement que la forme anatase (la plus réactive). Le dioxyde de titane
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absorbe les rayons ultraviolets et le degré d'absorption varie en fonction de la taille des

particules et agrégats/agglomérats qui le composent (Argot et al., 2013).

Des traitements de surface effectués sur les nanoparticules de dioxyde de titane,
conduisant & un enrobage par des oxydes inertes (oxydes de silicium, d'aluminium ou de
zirconium) ou encore des traitements de surface mettant en ceuvre des substances organiques
telles que le triméthylolpropane, le néopentylglycol, I'acide stéarique, la diméthicone et autres
silicones, permettent d'améliorer la dispersibilité de ces nanoparticules dans les formulations et

de réduire leur photoréactivité (Argot et al., 2013).

Tableau 2 : Propriétés des trois formes cristallines des nanoparticules de TiO2 (Argot et al.,

2013).

Nom de la
forme Propriétés
cristalline
N° CAS 1317-80-2
Etat Physique Solide
Rutile Masse molaire 79,9
Point de fusion 1830 -1 855 °C (avec décomposition a 1 860°C)
Point d*ébullition a partir de 2 500 °C
Densité 4,13-4,24
N° CAS 1317-70-0
Etat Physique Solide
Anatase Masse molaire 79,9
Point de fusion Se transforme en rutile a partir de 915 °C
Point d'ébullition a partir de 2 500 °C
Densité 3,8:=3.9
N° CAS 12188-41-9
Etat Physique Solide
Brookite Masse molaire 79,9
Point de fusion Se transforme en rutile a partir de 750 °C
Point d*ébullition a partir de 2 500 °C
Densité 4,13
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2.2.3. Données toxicologiques

La grande réactivité des NPs de TiO. leur confére de nombreuses applications
industrielles. Cependant, cette réactivité accrue implique également une toxicité
potentiellement plus élevée par rapport aux particules de taille supérieure, qui sont plus inertes
(Shi et al., 2013). De plus, en raison de leur petite taille, les nanoparticules n'empruntent pas
nécessairement les mémes voies d'entrée dans les systemes biologiques que les grosses

particules et pourraient étre internalisées en proportion plus importante (Bruinink et al., 2015).

En raison de la large gamme d’applications des nanoparticules de TiO2, I’homme peut
entrer en contact avec elles par inhalation, ingestion ou contact cutané (Shi et al., 2013). Les
deux dernicres voies d’exposition concernent principalement les étapes d’utilisation du TiO»,
notamment comme pigment dans les produits alimentaires et cosmétiques (Weir et al., 2012 ;
Dan et al., 2015). En revanche, I’exposition par inhalation peut survenir a toutes les étapes du
cycle de vie de ces nanoparticules, que ce soit lors de leur production ou de leur utilisation (Shi
et al., 2013).

Apreés l'absorption des nanoparticules de TiOz, le systéme circulatoire peut les distribuer
a travers tous les organes et tissus du corps. Une fois dans la circulation systémique, ces
nanoparticules peuvent interagir avec divers composants tels que le plasma, les protéines, les
facteurs de coagulation, les plaquettes, ainsi que les globules rouges et blancs. Leur liaison a
ces composants plasmatiques peut influencer de maniere significative leur distribution, leur
métabolisme et leur excrétion, ce qui peut potentiellement masquer leurs effets indésirables
dans la circulation systémique. La plupart des nanoparticules s'accumulent dans le foie, mais

aussi dans le cerveau suite a une administration intra-nasale (Shi et al., 2013).

Les données disponibles concernant le métabolisme et les effets toxiques de ces
nanoparticules sur l'organisme sont a ce jour peu discutés (Shi et al., 2013 ; Kahli, 2015). Les
résultats des études entreprises sont difficiles a interpréter car ils sont fortement influencés par
les conditions expérimentales, le type de lignée cellulaire ou de modele biologique, le type de
particules (taille et/ou surface specifique, forme cristalline, présence ou absence d’enrobage...)

et la voie d'exposition (Jargot et al., 2013).
2.3. Méthodes

2.3.1. Conditions d’élevage
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Les escargots utilisés dans notre expéerimentation ont été ramené d’une ferme d’élevage

de la wilaya de Constantine puis transférés au laboratoire ou ils sont maintenus dans des
conditions environnementales optimales (photopériode 12h lumiére / 24h, température (20 + 2
°C) (Coeurdassier et al., 2001). lls ont été acclimatés a ces conditions pendant 15 jours avant
d'étre exposés aux nanoparticules de TiO2 (Khene, 2017). Les escargots ont été répartis dans
des boites en plastique transparentes, avec un couvercle perforé (pour assurer 1’oxygénation) et
nourris avec des feuilles de laitue. L'humidité a été maintenue a l'aide d'une éponge humide.
Les boites ont été nettoyées régulierement tous les deux jours avec renouvellement de la

nourriture (Figure 8).

Figure 8 : Elevage d’Helix aspersa au laboratoire (photo personnelle).

2.3.2. Mode de traitement

Les essais ont été réalisés dans les mémes conditions environnementales que celles de
I’élevage. 40 escargots sub-adultes d’un poids moyen de 5 a 6 g ont été sélectionnés et répartis
en 5 lots a raison de 8 escargots / lot. Une exposition de 28 jours aux nanoparticules de TiO>
via I’alimentation contaminée a été réalisée. Les escargots ont été nourris tous les deux jours
avec des feuilles de laitue préalablement trempées pendant une heure dans des solutions de
nanoparticules, selon la méthode décrite par Dallinger et al. (2005). Quatre concentrations ont
été utilisées : 25, 50, 100 et 150 mg/L (Figure 9). Les animaux du lot témoin ont été nourris
avec de la laitue trempée dans de 1’eau distillée. Pendant les 28 jours de 1’essai, des observations

sur le comportement des escargots ont été enregistrées.
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Figure 9 : Photo des lots d’escargots exposés aux concentrations croissantes des

nanoparticules de TiO. (photo personnelle).
2.3.3. Dissection et prélévement d’organes

Apres 28 jours de traitement, les escargots ont été mis a jeun pendant 48 h pour vider
leurs tubes digestifs. Les animaux sont par la suite sacrifiés par congélation puis disséqués. Les

hépatopancréas et les reins sont prélevés (Figure 10), peses puis divisés en 2 fragments :

v Un échantillon pour le dosage du taux de GSH.
v" Un échantillon pour le dosage du I’activité CAT.

2.3.4. Parametres étudiés
2.3.4.1. Etude comportementale

Au cours de la période de I’essai, nous avons cherché a déterminer les effets des
nanoparticules de TiO; sur les comportements des escargots. Nous nous sommes intéressés a
I'activité des animaux et leur position spatiale dans la boite : par exemple, actifs ou inactifs en
position haute ou sur les supports, ou encore, actifs ou inactifs sur la nourriture. Ces
comportements ont été enregistrés individuellement, a heure fixe, les jours de changement de
nourriture soit 3 séries d'observations par semaine. L’emplacement dans la boite est facilement
repérable et les mouvements des animaux sont enregistrés de la maniére suivante : la boite est

ouverte et le couvercle retourné est posé sur la paillasse. Apres une minute, les escargots en
16
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mouvement sont considerés comme actifs, ceux qui restent immobiles sont considérés comme

inactifs. Il est a noter que cette méethode est plus efficace que 1’observation directe sans
I’ouverture de la boite, car étant assez nocturnes, lorsque les escargots sont observeés, presque
tous sont inactifs. Ainsi, I'activité observée représente un état réceptif et une capacité a répondre
aux stimulations mécaniques (déplacement et ouverture de la boite) (Coeurdassier, 2001). Les
résultats sont présentés sous forme d'observations hebdomadaires de chaque comportement en
fonction des concentrations de nanoparticules de TiO2, comparées au groupe témoin
(Coeurdassier, 2001 ; Ait Hamlet, 2013).

Figure 10 : Dissection des escargots et prélevement des organes (photo personnelle). A :
Incision de la coquille d’escargots ; B : Séparation des organes, C : Hépatopancréas, D : Rein.
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2.3.4.2. Mesure des paramétres morphométriques
2.3.4.2.1. Poids frais des escargots :

Au cours de la péeriode de traitement, les escargots ont été hebdomadairement pesés a

I’aide d’une balance de précision.
2.3.4.2.2. Poids frais de ’hépatopancréas et du rein

Apres la dissection des escargots, les hépatopancréas et les reins sont préleves et pesés

individuellement a I'aide d'une balance de précision.

2.3.4.2.3 Dosage des parametres du stress oxydant
a. Dosage du taux de GSH

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5- mercapturique,
résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm. 1 ml
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 0.02 M est ajouté aux échantillons. Aprés broyage
dans un bain de glace, I’homogénat doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalicylique
(ASS) a 0,25% ou 0,2 ml de ASS sont additionnés a 0.8 ml d’homogénat. Le mélange est agité
au vortex puis centrifugé 5 minutes a 1000 tours.min™. A 500 pl du surnageant on ajoute 1ml
du tampon tris/EDTA et 0,025 ml de DTNB (0,01M). La lecture des absorbances s’effectue a
une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 min de repos a une température ambiante pour la

stabilisation de la couleur. Le taux du glutathion est quantifié selon la formule suivante :

DO x 1 x 1,525
13,1 X 0,8 X 0,5 X mg de protéines

Taux de GSH (uM/mg de protéines) =

Taux du GSH : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM/mg de protéines).
Do : Densité optique

1 : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat).

1,525 : volume total des solutions utilisées dans le GSH (0,025 ml DTNB + 0,5 ml surnageant
+ 1 ml Tris-EDTA).

13,1 : coefficient d’absorbance (concernant le groupement —SH a 412 nm).

0,8 : volume de I’homogénat utilisé en ml.

0,5 : volume de surnageant utilisé en ml.
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mg de protéine : quantité de protéines exprimée en mg.
b. Dosage de I’activité catalase

Selon la méthode de Regoli et Principato (1995), I’activité catalase (CAT) est mesurée
a 240 nm par la variation de la densité optique suite a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
(H20>) en faisant réagir dans 750 pl du tampon phosphate (100 Mm, pH 7,5), 200 ul de H20>
(500mM) sur 50 ul d’homogénat a 25°C pendant 1 minute avec un intervalle de 15 secondes.

L’activité catalase (CAT) est exprimée en pum d’H20- par minute et par mg de protéines

selon la formule suivante :

A Do
€ X L X mg de protéines

CAT (ug/mn/mg de protéines) =

CAT : pmoles de H2O2 consommeées par minute et par mg de protéines.

€ : coefficient d’extinction (0,040 mM-1. cm-1).

L : longueur de la cuve utilisée (1cm).

A DO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont fait ’objet d’une analyse statistique grace au logiciel Minitab
(Version 14.0). Une analyse de la variance & un critere (traitement) et a deux critéres de
classification (traitement, temps) a été effectuée en utilisant le test ANOVA. Les moyennes des
groupes témoins et traités ont été comparées deux a deux en utilisant le test t de Student. Les
différences sont considérées comme significatives lorsque p < 0,05 (*) ; hautement

significatives lorsque p < 0,01 (**) et trés hautement significatives lorsque p < 0,001 (***).
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Résultats

3. Résultats

3.1. Effet des nanoparticules de dioxyde de titane (TiOz2) sur le comportement des

escargots

D’aprés nos observations hebdomadaires, les escargots traités par les difféerentes
concentrations de TiO2 montrent une activité et une prise alimentaire quasi-similaires a celles
des escargots témoins pendant les deux premieres semaines de I’expérience. Cependant, a partir
de la troisieme semaine, ceux exposés aux concentrations les plus élevées (100 et 150 mg/L)
deviennent inactifs, évitent la nourriture et se placent souvent en haut sur le couvercle. Les
escargots exposés aux concentrations 25 et 50 mg/L montrent une diminution de la mobilité et
de la consommation alimentaire par rapport aux témoins qui conservent une activité

locomotrice et un comportement alimentaire normaux.

3.2. Effet des nanoparticules de dioxyde de titane (TiO2) sur les paramétres

morphomeétriques des escargots
3.2.1. Effet sur la croissance pondérale de I’escargot Helix aspersa

La figure (11) représente 1’effet des nanoparticules de TiO2 sur I’évolution du poids

moyen des escargots en fonction du temps.

D’apres nos résultats, nous constatons que le poids moyen des escargots tend a diminuer
de maniére non significative (p > 0.05) chez ceux traités par les concentrations croissantes de
nanoparticules par rapport aux escargots témoins, et ce, durant toute la période de traitement.
Cette diminution est plus prononcée a la quatrieme semaine, ou nous enregistrons un poids
moyen de 6,70 g chez les escargots traités par la plus forte concentration (150 mg/L) comparé

a celui des témoins qui atteint 7,65 g.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification révele un effet traitement et un

effet temps non significatifs (p > 0.05).
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Figure 11 : Effet des concentrations croissantes de nanoparticules de TiO2 sur I’évolution du

poids moyen des escargots durant les 28 jours de traitement (m + SD ; n = 8).
3.2.2. Effet sur le poids moyen des organes

Les résultats relatifs a I’effet du dioxyde de titane nanométrique sur 1’évolution du poids
moyen des organes (hépatopancréas et rein) chez Helix aspersa apres 28 jours d’exposition sont

représentés dans la figure (12).

Nos résultats mettent en évidence une augmentation hautement significative (p < 0,01)
du poids moyen de I’hépatopancréas, en particulier chez les escargots exposés a la plus forte
concentration ou nous notons une valeur de 0,326 g contre 0,288 g chez les témoins.
Parallélement, une augmentation dose-dépendante et significative du poids moyen du rein a
également été observée chez les escargots traités par le TiO, comparativement aux témoins.
Ainsi, le poids moyen du rein passe de 0,164 g chez les escargots témoins a 0,198 g chez ceux
traités par la concentration 100 mg/L pour atteindre 0,202 g chez ceux traités par la plus forte

concentration (150 mg/L).

L’analyse de la variance a un critére de classification révéle un effet significatif (p <
0.05) du traitement pour I’hépatopancréas, et un effet hautement significatif (p < 0,01) pour le

rein.
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Figure 12 : Poids moyens de I’hépatopancréas et du rein des escargots témoins et traités par
les concentrations croissantes de TiO; apres 28 jours de traitement (m £ SD ; n = 8).

3.3. Effet des nanoparticules de dioxyde de titane (TiOz2) sur les biomarqueurs de stress

chez Helix aspersa
3.3.1. Effet des nanoparticules de TiOzsur le taux de GSH

La figure (13) illustre I’évolution du taux de GSH hépatopancréatique et rénal chez Helix
aspersa en réponse a un traitement avec les concentrations croissantes de dioxyde de titane

nanomeétrique.

Nous observons, d’aprés les résultats obtenus, une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) du taux de GSH chez les escargots traités par les concentrations
croissantes de TiO», tant au niveau de 1’hépatopancréas qu’au niveau du rein. Ainsi, le taux de
de GSH hépatopancératique diminue pour atteindre un minimum de 2,774 pg/mg de protéines
pour la dose 150 mg/L, par rapport & 5,813 pug/mg de protéines chez les témoins. De méme, le
taux de GSH rénal passe de 3,282 ug/mg de protéines chez les témoins a seulement 0,936 pg/mg

de protéines chez les escargots traités par la plus forte concentration (150 mg/L).

L’analyse de la variance a un critére montre un effet hautement significatif (p < 0,01)

du traitement, et ce au niveau des deux organes étudiés.
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Figure 13 : Effet des nanoparticules de TiOz sur le taux de GSH au niveau de
I’hépatopancréas et du rein des escargots Helix aspersa (m = SD ; n = 4).

3.3.2. Effet des nanoparticules de TiOz sur activité CAT

Les résultats concernant la variation de I’activité CAT hépatopancréatique et rénale
présentés dans la figure (14), révelent une induction dose-dépendante et significative surtout

pour la plus forte concentration comparativement aux témoins.

Au niveau hépatopancéatique, I’activité CAT passe ainsi de 2,984 pum/min/mg de
protéines chez les escargots témoins a environ 6,170 pm/min/mg de protéines chez ceux traités
par la concentration 150 mg. Concernant le tissu rénal, I’activité CAT des escargots passe d’une
valeur de 2,517 pm/min/mg de protéines chez les témoins a 3,870 pm/min/mg de protéines chez
les traités par la concentration 100 mg/L, pour atteindre une valeur maximale
d’approximativement 5,100 um/min/mg chez les traités par la plus forte concentration (150
mg/L).

L’analyse de la variance a un critére de classification indique un effet hautement
significatif du traitement (p < 0,01) au niveau hépatopancréatique et un effet significatif au
niveau rénal (p=0,001).
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Figure 14 : Effet des nanoparticules de TiO2 sur I’activit¢ CAT au niveau de

I’hépatopancréas et du rein des escargots Helix aspersa (m £ SD ; n = 4).
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4. Discussion

L'utilisation intensive des nanoparticules suscite un probleme écotoxicologique
émergent en raison de leur libération et leur dispersion dans 1’environnement (Masse et
Boudéne, 2012 ; Khene et al., 2017). Cette situation souléve des interrogations sur leur
toxicité, a laquelle peu d’études ont été consacrées jusqu’a présent (Klaine et al., 2008). Les
nanoparticules peuvent se trouver dans tous les compartiments environnementaux (eau, sol, air)
exposant potentiellement toutes les espéces de la chaine alimentaire. Par conséquent, il est
crucial d’évaluer leurs interactions avec les organismes clés de la chaine alimentaire, tel que
I'escargot Helix aspersa (Scheifler, 2002 ; Angélique, 2008 ; Valérie 2009). Ce gastéropode
terrestre a une forte capacité a accumuler les substances polluantes telles que les métaux et les
nanoparticules métalliques jouant ainsi un role essentiel dans leur transfert de la végétation vers
les prédateurs des réseaux trophiques supérieurs (Notten et al., 2005 ; Kabhli, 2015). Cela
inclut également I’étre humain, étant donné qu’Helix aspersa est consommé par diverses

populations a travers le monde, y compris en Algérie.

C’est dans ce contexte que Se Situe notre travail visant a étudier 1’effet des nanoparticules
de dioxyde de titane (TiO2) sur un modéle bioindicateur de la pollution terrestre, 1’escargot
Helix aspersa. Pour cela, nous avons évalué différents paramétres (comportementaux,

morphométriques et biochimiques).

Dans un premier temps, notre étude s'est focalisée sur I'effet des nanoparticules de TiO>
sur le comportement de I'escargot Helix aspersa. Les réponses comportementales représentent
le premier niveau de réaction face aux changements environnementaux (Hellou, 2011;
Amiard-Triquet et Amiard, 2012), offrant ainsi un lien direct entre les effets toxiques
observés a I'échelle cellulaire/biochimique et les impacts au niveau des populations ou des
communautés. Ces réponses sont considérées comme des « indicateurs d'alerte précoce », étant
a la fois immediates et hautement sensibles au stress (Rinderhagen et al., 2000 ; Wallace et
Estephan, 2004 ; Mills et al., 2006).

Nos résultats ont révélé une altération du comportement des escargots traités par le TiO-
par rapport aux témoins, principalement aux plus fortes concentrations (100 et 150 mg/L) et a
partir de la troisitme semaine d’exposition. Cette perturbation comportementale s’est
manifestée par une réduction voire une inhibition de I’activité des escargots ainsi qu’une

diminution de la consommation de nourriture ou encore un évitement de celle-ci. Des
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observations similaires ont été également rapportés par plusieurs auteurs ayant étudié 1’effet
des métaux et de nanoparticules métalliques sur le comportement de 1’escargot Helix aspersa
suite & une exposition a une alimentation contaminée (Besnaci, 2016 ; Grara et al., 2017 ;
Selmi, 2018 ; Zergui et Djaafer, 2020 ; Bouacidi et Rebai, 2022). Chevallier (1992) et
Courdassier (2001) ont signalé que lorsque des contaminants sont présents dans le sol et/ou la
nourriture, Helix aspersa tend a devenir inactif et a se réfugier en hauteur sur des supports situes
a quelques centimeétres du sol cherchant ainsi des endroits moins pollués. Selon Le Bras
(2007) et Besnaci (2016), I’exposition des mollusques aux métaux et nanoparticules
métalliques entraine la génération d’un stress oxydatif par la formation d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) au niveau cellulaire, se traduisant par un état de stress général et une
perturbation comportementale. D’autre part, la réduction de la consommation alimentaire
observée dans notre travail, au cours des deux dernieres semaines de traitement, pourrait
constituer une stratégie adoptée par ses animaux pour restreindre la quantité de nanoparticules

métalliques accumulées dans leur masse corporelle (Swaileh et Ezzughayyar, 2001).

Nous nous sommes intéressés dans un second temps a 1’évaluation de I’effet des
nanoparticules de dioxyde de titane sur la croissance pondérale des escargots. Nos résultats ont
révélé une diminution non significative du poids moyen des escargots traités par rapport aux
témoins. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Grara et al. (2015) qui ont noté une
diminution du poids des escargots Helix aspersa aprés exposition aux nanoparticules de ZnO
dans I’alimentation (farine de blé). Par ailleurs, de nombreuses recherches ont mis en évidence
gue dans un environnement pollué, les animaux entrent dans un état de je(ne prolongé pour
éviter la nourriture contaminée (Notton et al., 2006 ; Gimbert et al., 2008 ; Atailia, 2009 ;
Alayat et Amamra, 2011 ; Kahli, 2015 ; Grara et al., 2012). De méme, Viard et al. (2004)
ont constaté que la détection par les escargots d'une concentration extrémement élevée de plomb
dans le sol entraine une restriction de leur taux de consommation, ce qui conduit a une inhibition
partielle de leur croissance. Les travaux de Wu et al. (2021) ont également observé une
inhibition importante de la croissance et 1'activité d’Helix aspersa apres ingestion de feuilles de
laitue contaminées par des nanoparticules d'argent (AgNPs), de dioxyde de titane (TiO2NPs) et

leur mixture.

Nous nous sommes penchés ensuite sur I’étude de I’effet des NPs de TiO> sur le poids
moyen de I’hépatopancréas et du rein des escargots, principaux sieges de biotransformation et
d’élimination des xénobiotiques. NOs résultats ont montré que ces nanoparticules induisent une

augmentation significative du poids des organes. Ces résultats concordent avec ceux de
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Boutreaa (2023) qui a noté une augmentation du poids du foie des rats exposees par voie orale

aux concentrations croissantes de NPs de TiO2. Ces résultats pourraient étre expliqués par une
hypertrophie tissulaire en raison de I’accumulation des NPs dans 1’organisme. De plus, les
polluants peuvent conduire a la mort cellulaire par 1’apoptose de certaines lignées cellulaires
due a I’accumulation de dérivés lipidiques toxiques comme les céramides (Wang et al., 2000,
Rudolf et cervinka, 2010). Ces dérives lipidiques toxiques induisent une hypertrophie
cellulaire de 1’organe cible. Nos résultats sont, cependant, en contradiction avec ceux de
Belgacem et Charef (2018) qui ont rapporté une diminution du poids moyen de
I’hépatopancréas chez Helix aspersa exposé aux NPs de TiO,. Les auteurs expliquent cette
diminution par une variation des sécrétions des enzymes digestives ou encore un évitement de
la nourriture contaminée qui se traduit par une diminution du poids corporel et celui de la glande

digestive.

La présence de xénobiotiques a des concentrations toxiques stimule 1’activation des
systemes de protection cellulaire, dont la fonction est de piéger et/ou d'éliminer les métabolites
toxiques. Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques impliqués dans le stress oxydatif
agissent par des réactions en chaine pour prévenir les lésions cellulaires résultant de I'attaque
des radicaux libres (Benbouzid et al., 2012). Afin de compléter notre travail, nous avons jugé
essentiel d’évaluer le potentiel des nanoparticules de TiO2 a générer un stress oxydatif au niveau
cellulaire a travers le suivi de deux biomarqueurs a savoir le taux de GSH et I’activité CAT qui
sont des outils importants pour évaluer les effets toxiques des xénobiotiques (Mcloughlin et
al., 2000).

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans le compartiment intracellulaire. Outre
son role essentiel d'agent réducteur, le glutathion intervient également a un second niveau dans
la défense antiradicalaire par son implication dans les réactions de détoxication catalysées par
la glutathion-S-transférase (Barillet, 2007). Les résultats obtenus dans cette étude ont illustré
une déplétion significative du taux de GSH au niveau de 1’hépatopancréas et du rein des
escargots exposes aux NPs de TiO. Cette diminution pourrait probablement étre due a la
présence de radicaux libres produits par les NPs et/ou par la liaison directe du glutathion au
métal, comme décrit par Barillet (2007). Effectivement, les études de Doudi et al. (2015)
confirment la capacité importante du TiO2 a produire des ROS réduisant ainsi les antioxydants
cellulaires tels que le glutathion et la vitamine E. Selon Xiong et al. (2011) et Fahmy et al.
(2014), les ETMs et les particules ultrafines se caractérisent par leurs grandes affinités aux
groupements thiols du GSH avec lesquelles ils forment des complexes. Nos résultats
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corroborent ceux de Graraet al. (2016) qui ont mis en évidence une réduction dose dépendante

de la teneur en GSH hépatopancreéatique et rénale en présence de poussiéres métalliques. 1l en
est de méme, en ce qui est des résultats trouvés par Kahli (2015) et Khen et al. (2017)
concernant I'effet des nano et microparticules de TiO2 sur Helix aspersa. Les mémes résultats
sont également observés par Ramsden et al. (2013) au niveau du cerveau, des branchies et du

foie du poisson zebre exposé au TiOx.

D’autre part, nos résultats relatifs a la variation de ’activité CAT hépatopancréatique et
rénale indiquent une stimulation dose dépendante et significative de cette derniére chez Helix
aspersa exposé au TiO». La catalase est une enzyme antioxydante principalement péroxysomale
dont le r6le est de prévenir les peroxydations des molécules biologiques induites par le peroxyde
d’hydrogéne en catalysant la réaction de sa dismutation en eau et en oxygene moléculaire. Elles
constituent avec les SOD la premiere ligne de défense contre les attaques radicalaires (Amin et
Hashem, 2012 ; Sapana Devi et Gupta, 2014). En effet, la catalase est considérée comme I'un
des biomarqueurs les plus sensibles au stress oxydatif induit par certains contaminants tels que
les métaux toxiques (Almeida et al., 2007). L’induction importante de 1’activité CAT observée
dans notre étude pourrait étre due & une activation d’un mécanisme antioxydant en vue de la
dégradation du peroxyde d’hydrogéne généré par I’exposition au TiO>. Les mémes résultats ont
été récemment rapportés par Benamara et al. (2021) et Ben belouaer et Beurgheul (2022)
chez le méme mode¢le biologique exposé au NPs d’oxyde de cuivre (CuO). De méme, Ali et al.
(2014 ; 2015) ont enregistré une induction significative de [l'activité catalase chez le
mollusque gastéropode d'eau douce Lymnea luteola traité par les NPs de TiO,. Abdel-Azeem
et al. (2023) ont, cependant, enregistré une réduction de I’activité catalase au niveau de
I'népatopancréas des escargots Helix aspersa suite a une exposition de deux semaines aux NPs
de TiO2. Ces auteurs précisent que les activités des enzymes antioxydantes dépendent de la
durée d'exposition, de la concentration des polluants et de la susceptibilité de l'espéce
(Ballesteros et al., 2009). Ainsi, la production accrue de ROS résultant du traitement par les
nanoparticules de TiOz a affecté les processus cellulaires et a par conséquent conduit a une
inhibition de I’activité CAT.
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Conclusion et perspectives

5. Conclusion et perspectives

L 'utilisation croissante des nanoparticules métalliques ou d'oxydes métalliques entraine
une augmentation de la pollution chimique de I'environnement, exposant ainsi les organismes
vivants du sol & des risques non négligeables. Leurs propriétés nanométriques les rendent

potentiellement dangereuses, car elles peuvent interférer avec les systémes biologiques.

Dans notre travail nous avons évalué 1’effet toxique des nanoparticules métalliques de
dioxyde de titane (TiO2) sur un bioindicateur de la pollution terrestre le mollusque : Helix

aspersa pendant une période de 28 jours.

L'exposition des escargots Helix aspersa aux concentrations croissantes des
nanoparticules du dioxyde de titane (25, 50, 100 et 150 mg/L) semble induire une hépatotoxicité
et une néphrotoxicité traduites par des perturbations comportementales, morphométriques et

biochimiques.

En effet, ces perturbations se sont manifestées, d'une part, par une diminution voire une
inhibition de I’activité des escargots et une diminution de la consommation de nourriture.
D’autre part, une diminution du poids des escargots ainsi qu’une hypertrophie des organes
(hépatopancréas et reins) ont été notées. Par ailleurs, l'intensification de l'activité CAT et la
déplétion du taux de GSH enregistrées rendent compte de la survenue d'un stress oxydatif et

I'activation du systéeme de détoxification.

A T’issue de ce travail, nous pouvons conclure que le TiO2 peut étre toxique induisant
des perturbations tant au niveau physiologique que métabolique. De plus, il est démontré que

le mollusque Helix aspersa est un excellent bioindicateur de la pollution terrestre.
Afin de mieux étayer les résultats obtenus, il serait intéressant de :

e Réaliser une étude histologique sur les organes d’Helix aspersa (hépatopancréas, rein)
afin de déterminer les éventuelles altérations pouvant étre engendreées.

e Reéaliser le dosage d’autres biomarqueurs du stress oxydant (GST, MDA, LDH, SOD,
métallothionéines...).

e FEtudier la toxicité de ces nanoparticules sur les ceufs d’escargots et les juvéniles.

e Utilisez plus d’escargot dans I’expérience (12 a 15 escargot par lot).
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