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Résumeé :

Dans le cadre de I'évaluation de la toxicité de certaines particules métalliques
(ETM) et nanoparticules métalliques en 1'occurrence Fe:0s et Al:Os sur un modele
biologique bioindicateur/bioaccumulateur (Helix aspersa), nous nous sommes
intéressés a certains parametres biologiques (physiologiques, biochimiques et
enzymatiques) pouvant étre affectés par ces xénobiotiques. Dans un premier temps
nous avons ciblé les perturbations précoces et sublétales chez l'escargot, a travers
I'évaluation des variations des principaux métabolites (Protéines, Glucides et
Lipides) au niveau des principaux organes tels 'hépatopancréas et le rein. Nos
résultats ont mis en évidence une augmentation de ces métabolites particulierement

au niveau de I'hépatopancréas.

Le suivi des biomarqueurs de la toxicité a révélé un état de stress oxydatif
chez Helix aspersa apres son exposition aux poussieres métalliques (ETM) pendant
deux semaines et pour les traités par les NPs de fer et d’aluminium pendant
notamment huit semaines. Cette toxicité s’est manifestée par une augmentation
significative du taux de MDA (peroxydation lipidique), par l'induction de l’activité
CAT et GST au niveau de I'hépatopancréas et du rein, et par une diminution du
taux de GSH en faveur de son utilisation dans le processus de détoxication de ces
contaminants parallelement a une inhibition de l'activit¢é AChE révélant un effet

neurotoxique pour les ETM.

L’étude des capacités bioaccumulatrices de notre modele biologique a mis en
évidence un pouvoir accumulateur tres important des NPs étudiés, plus marqué au
niveau de 'hépatopancréas et plus importante pour 1'oxyde d’aluminium. L’aspect
histopathologie a permis d’illustrer les atteintes tissulaires suite a 1’exposition aux
différentes particules métalliques micro et nanométriques se manifestant par une
hypertrophie cellulaire, des nécroses importantes et une présence de particules

sphériques sous forme d’amas confirmant ainsi la bioaccumulation des NPs.

Mots clés: Nanoparticules, ETM, CAT, GST, GSH, MDA, Bioaccumulation,

Histologie, Escargot, Helix aspersa.



Abstract:

In the frame of the evaluation of some metallic particles and nanoparticles
toxicities in occurrence of Fe:Os and Al:Os, using animal model as a bioindicator/bio
accumulator (Helix aspersa), we were interested in some biological parameters
(Physiological, biochemical and enzymatic parameters) that could be affected by
these xenobiotic. In the first time, we focused on the early disruption and sub-lethal
in snail, through the evaluation of principal metabolite variations (Proteins,
Carbohydrates and Lipids) in the principal organs, such as digestive gland and
kidney. Our results evidenced an elevation of the studied metabolites, in particular in

digestive gland.

The biomarkers of toxicity showed a state of oxidative stress in Helix aspersa,
following exposure to metallic dusts (MD) for two weeks, and in the treated animals
with NPs and aluminum of iron for eight weeks. This toxicity was manifested by a
significant increase in the level of MDA (lipid peroxidation), along with induction of
CAT and GST activities in the digestive gland and the kidney, as well as decreased
level of GSH, due to its utilization in detoxification process of the contaminants,
especially following inhibition of AChE activity that exhibits a neurotoxic effect for

metallic dusts (MD).

Studying the bioaccumulative capacity of our biological model evidenced an
important accumulative ability of the studied NPs. Interestingly, the highest level
was noticed for aluminum oxide in the digestive gland. Histopathological
examinations showed tissue alterations following varying metallic dust exposures
(micro and nanoparticles), showing cellular hypertrophy; sever necrosis along with
presence of particles at spherical form of clusters confirming bioaccumulation of

NPs.

Keywords: Nanoparticles, MT, CAT, GST, GSH, MDA, Bioaccumulation, Histology,

Snail, Helix aspersa.
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Chapitre I. Introduction Générale
1. Généralités

La pollution de l'environnement constitue depuis les années 60 une
préoccupation mondiale avec des grands efforts déployés pour la protection de
I'environnement et la gestion efficace des ressources naturelles, développées lors de
la conférence des Nations Unies sur 1'environnement a Stockholm 1972. Les activités
humaines ont considérablement accru la libération de diverses molécules dans
I'environnement qui se révelent toxiques non seulement pour la flore et la faune mais
également pour ’'homme. Les sources de pollution sont soit d’origine naturelle, soit
d’origine anthropique et peuvent étre de différentes natures suivant la maniere dont
elles polluent les différents compartiments de 1'environnement, 1'eau, l'air et le sol,
via plusieurs mécanismes physico-chimiques de transfert. Les polluants d’origine
industrielle sont responsables d’une pollution de proximité qui affecte la santé des

populations lors des pics de pollution (OMS, 2014).

A T'échelle globale, le transfert et la transformation des substances oxydantes
sont a l'origine des pluies acides (Gonzalez et Aristizadbal 2012; Chen et al., 2013;
Chen et al., 2015), les Etats-Unis, I'Europe et le sud de la Chine sont les plus grande
zone touchée par les pluies acides (Wang et Xu, 2009). L’émission de substances
précurseurs de la pollution photochimique (oxydes d’azote, composés organiques,
monoxyde de carbone) est également imputable en partie aux activités industrielles,

elle provoque également 1'effet de serre (GIEC, 2007).

Le développement de lagriculture intensive contribue également a Ia
dégradation environnementale. Toutefois, les produits phytosanitaires sont aussi
devenus des agents polluants quasi omniprésents (Bacchetta et al., 2014; Macary et al.,
2014), et largement distribués avec des traces qui peuvent étre détectées dans tous
les compartiment de I'environnement (Yadav et al., 2015). Le caractere non-sélectif de

certains d’entre eux et leur persistance peuvent avoir de graves conséquences sur
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I'environnement : ils peuvent affecter des organismes non ciblés et contaminer les
sols agricoles, les eaux souterraines, les rivieres, les lacs et la chaine alimentaire

(Wagner et al., 2010).

2. Les éléments traces métalliques (ETM)

La croute terrestre est constitué d’éléments majeurs (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K,
Mg, Ti, H, P et Mn) avec un total de 99.4% (Coic et Coppenet, 1989), le reste est
représenté par 'ensemble des éléments traces (0.6%) de la lithosphere (Baize, 1997).
Ces éléments regroupent 68 éléments inorganiques (métaux et métalloides) ont une
concentration inférieure a 0.1% pour chacun d’entre eux qui sont désignés sous le
terme général d’Eléments Traces Métalliques (ETM), (Kabata-Pendias et Pendias,
2001; Burnol et al., 2006).

Les activités humaines représentent la principale source de pollution par les
ETM (Roth et al., 2006; Nagajyoti et al., 2010). A partir d’'une source ponctuelle, les
éléments traces vont, par différents transferts successifs, passer d'un compartiment
de I'environnement a un autre, mais il semble que le récepteur final privilégié de
cette contamination soit le plus souvent le sol et ses constituants, réacteurs
biogéochimiques complexes (Walker et al., 1996; Bourrelier et al., 1998), capables de
devenir source de pollution en libérant les composés stockés vers les autres
compartiments environnementaux exposant les organismes qu’ils abritent : plantes,
animaux et les humains (Prokop et al., 2000; Stankovic et Stankovic 2013). Cette
contamination est aggravée par la persistance des ETM qui ne sont pas minéralisés
ou dégradés pour devenir des composés moins complexes (Yang et al., 2005;

Lohmann et al., 2007).

Les ETM peuvent étre classés en fonction de leur caractere essentiel pour les
organismes vivants. Des éléments essentiels ou oligo-éléments comme le Cu, Mn, Zn,
Co, Mo, Se, Cr, Ni, V et As ont des fonctions biologiques connues (catalyseurs

enzymatiques) (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Leur concentration dans
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I’alimentation ou dans le sol doit étre maintenue pour permettre un développement
et une reproduction normale des organismes vivants (Walker et al., 1996; Senesi et al.,
1999). En effet, si les teneurs sont trop élevées, des mécanismes de toxicité peuvent

étre développés (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

Les éléments non essentiels comme Hg, Cd, Pb, As, Sb, TI et Pu (Stankovic et
al., 2011a; Stankovic et Jovic, 2012), qui, en plus d’étre toxiques pour les étres vivants,
peuvent induire des déficiences en éléments essentiels, a travers la compétition au
niveau des sites actifs des macromolécules importantes (sites de protéines

enzymatiques ou sites membranaires) (Walker et al., 1996; Ingersoll et al., 2000 ;

Stankovic et al., 2011a).

3. Les nanoparticules (Nps)

3.1. Définition et étymologie des nanoparticules

Le nano dérivé du préfixe grec nanos qui signifie nain, il est de I'ordre du
milliardieme (10°). Un nanometre (nm) équivaut a un milliardieme de metre. Selon
les travaux de l'institut britannique de normalisation (BSI, 2005), de I’American
Society for Testing and Materials (ASTM, 2006), du groupe nordique (Schneider et al.,
2007) et ISO (2008a) ont défini les NPs comme des particules de synthese ayant une
ou plusieurs dimensions de moins de 100 nm. En outre, le terme particules ultrafines
a été en usage pendant un certain temps pour désigner nanoparticules (Oberdorster
et al., 2005). C’est dans ce contexte (taille des NPs) que sont nées les nanosciences qui
se situent a l'interface de trois grandes disciplines, la biologie, la physique et la
chimie. Les nanotechnologies ont pour objectif de mettre en application les concepts

et les procédés obtenus par les nanosciences (Pautrat, 2011; Logothetidis, 2011).
3.2. Caractéristiques et propriétés des nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont une classe tres large de particules regroupant
des composés de nature organique, inorganique ou composite. Les particularités

structurales tres spécifiques des NPs, la jonction entre 1’échelle atomique et le
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matériau leur confere d’autres propriétés spécifiques. En effet, contrairement aux
matériaux classiques, les nanoparticules voient leurs propriétés changer en fonction

de leur taille, leur surface spécifique, 1'état de surface, ou encore la forme du nano-

objet considéré (Oberdorster et al., 2005; E1 Badawy et al., 2011; Neoh et al., 2015).

Les propriétés optiques des nanoparticules sont connues depuis le 9°™¢ siecle
en mésopotamie ou les artisans utilisaient des nanoparticules pour donner un aspect

brillant a leur poterie (Padovani et al., 2003, Pradell et al., 2008).

Les NPs possedent également des propriétés électriques particulieres. Zhan et
al., (2003a) et Aitken et al., (2004) notent que l'ajout des nanotubes de carbone a des
matrices composites démontrent des propriétés métalliques ou semi-conductrices, ils

sont aussi d’excellents conducteurs thermiques (Hameed Hyder, 2003).

Les propriétés mécaniques des nanoparticules sont également
impressionnantes, elles s’étendent de la superplasticité (Lu et al, 2000) a des
résistances décuplées (Qi et al., 2003). Les NPs sont dotés d’une légereté et d'une
flexibilité importante, Ratner et Ratner, (2003) et Aitken et al., (2004) mentionnent
que la résistance mécanique des nanotubes de carbone est plus de soixante fois

supérieure aux meilleurs aciers, méme si leur poids est plus de six fois inférieur.

La nature des éléments formant les nanomatériaux (métal, carbone, polymere)
est évidemment le premier facteur qui contrdle la nature de leurs propriétés, influant

ainsi sur la transformation et la persistance des NPs dans I'environnement (figure 1).
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Figure 1: Transfert, transformation et biodisponibilité des nanoparticules dans

I'environnement (modifié d’apres Bottero et al., 2015).

3.3. Domaines d’applications des nanoparticules

Les nanotechnologies et nanoparticules sont actuellement considérées comme
la nouvelle révolution industrielle et affectent toutes les spheres de la société (Roco,
2001). Ils ont permis aussi d’ouvrir de nouvelles perspectives dans le monde
industriel, scientifique, économique (Koh et Wong, 2005) et technique (Hussein,
2015) et les nanoarchitectoniques (Ariga, 2015). L'intégration des nanoparticules dans
les produits commerciaux est en constante croissance, selon l'inventaire du Woodrow
Wilson International Center for Scholars, on retrouve chaque année environ 250

nouveaux produits comprenant des NPs dans leur composition.

L’utilisation des nanotechnologies et particulierement les NPs, dans le
domaine médical par exemple constitue actuellement un enjeu majeur. Ainsi, les NPs
métalliques telles que 'oxyde de fer (Gupta et Gupta, 2005; Barnett et al., 2012),

I'oxyde d’aluminium (Ansari et Hussain, 2011), 'oxyde de zinc (Ansari et al., 2011) et
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l'oxyde de cuivre (Ren et al., 2009) sont actuellement utilisées en médecine. Les
premieres nanoparticules ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché
(AMM) sont des nanoparticules a base d’oxydes de fer (Fe20s), développées comme
agents de contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM) chez I'homme
(Bonnemain, 1998; Sonvico et al., 2005). Les NPs sont également utilisées dans le
cadre de la lutte contre la pollution atmosphérique et automobile pour augmenter
I'autonomie des voitures électriques, ou encore dans les techniques de biodépollution
des résidus médicaments grace a des membranes de filtration d’eaux usées contenant
des nanoparticules, et enfin dans le domaine de 1'énergie solaire (dans des cellules

solaires pour accroitre leur efficacité) (Gratzel, 2001).
3.4. Nanotoxicologie : I'émergence d'une nouvelle discipline

La nanotoxicologie a été proposée comme une nouvelle branche de la
toxicologie pour l'étude des effets néfastes des nanoparticules sur les organismes

vivants (Donaldson et al., 2004; Lee et al., 2005 ).

Ferin et al., (1990) et Oberdorster et al.,(1990) ont mis en évidence que les
particules ultra-fines, sont plus toxiques que celles de taille plus élevée et ce pour la
méme dose massique. Quelques années plus tard, il a été démontré que la toxicité
des particules ultra-fines était beaucoup mieux corrélée avec l'aire de surface des
particules qu'avec la masse (Oberdorster et al., 1992). Ce changement de concept dans
la dosimétrie des particules est fondamental dans 1'émergence de la nanotoxicologie
et les toxicologues ont depuis porté beaucoup d'attention aux différentes propriétés

physico-chimiques des particules (Oberdorster, 2001).

3.5. Importance de la caractérisation physico-chimique en nanotoxicologie

La bonne caractérisation des propriétés physico-chimiques des NPs est une
étape cruciale dans toute étude toxicologique des nanoparticules (Bouwmeester et al.,
2011; Hristozov et al., 2012). Cependant, une faible variation de la taille ou des

propriétés de surface des NPs peut considérablement changer leur toxicité. Pour cette
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raison, I'importance de la caractérisation a été étudié par plusieurs auteurs, qui ont
suggéré plusieurs parametres a évaluer pour une caractérisation adéquate (Da Silva
et al., 2014; Koedrith et al., 2014). Par ailleurs, la dégradation des NPs donne des

produits plus toxiques que la molécule initiale (Fisichella et al., 2014).

Les parametres les plus fréquemment mentionnés sont : La taille et la taille des
agglomérats, la composition (pureté), la surface (charge, groupement chimique, aire
de surface), forme, stabilité (stabilité colloidale, solubilité) et enfin la structure
cristalline. La caractérisation complete des nanoparticules nécessite plusieurs
approches méthodologiques (Da Silva et al., 2011; Wilkinson et al., 2012). En général,
les chercheures en nanoparticules analysent la forme, la distribution et le degré
d’agglomération des NPs avec la microscopie électronique a balayage (MEB), la
microscopie électronique a transmission (MET) (Carlton et Ferreira, 2012; Hondow et
al., 2012), et la diffraction des rayons X (XRD) (Zhong et al., 2012), également
suggérée par les lignes directrices de 'OCDE (OCDE, 2012). La mesure de la taille
des nanoparticules est toutefois considérée comme essentielle pour toute étude en

nanotoxicologie (Dhawan et al., 2009).
4. Toxicité des ETM et des NPs
4.1. Toxicité des ETM : cas des escargots

Apres sa libération dans I'environnement, les contaminants sont soumis a des
processus de transport et de dispersion complexes a l'intérieur et entre les différents
compartiments de la biosphere. L'exposition est le processus par lequel un organisme
acquiert une concentration (Suter, 1993), elle conditionne 1’absorption qui résulte de
la combinaison des concentrations biodisponibles, des caractéristiques des différentes
voies d'exposition et d'absorption ainsi que la fréquence et la durée de contact

(Coeurdassier, 2001).

L’étude du transfert des ETM est souvent réalisée en mesurant les

concentrations en métaux dans différents organismes présents sur un site et en se
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basant sur des données bibliographiques pour estimer le régime alimentaire des
especes étudiées (Roberts et Johnson, 1978; Notten et al., 2005; Veltman et al., 2008).
L’utilisation de modeles bioaccumulateurs (Helix aspersa) a également permis de
suivre les transferts des divers polluants (organiques, métalliques, radionucléides)

dans des chaines trophiques (Scheifler et al., 2002b, 2006 ; Hispard et al., 2008b).

Les gastéropodes terrestres ont potentiellement plusieurs voies d’absorption
dépendant principalement de 1'écologie de 1'organisme considéré (Peijnenburg et al.,

2000 ; Heikens et al., 2001) : la voie digestive, la voie cutanée et la voie respiratoire.

Les principales voies d’exposition de 1'escargot Helix aspersa sont présentées sur la

figure (2).
Dépits secs
Respiration Dépdts secs
_ ot humides

Air .

Voie otale :

véoétal
<
Ruissellement
Sol
Voie orale : sol Transfert || sol-végétaux
Voie cutanée

Figure 2 : Différentes voies de contamination dHelix aspersa (La Rocca, 2004).

Cependant, les organismes vivant a l'interface air-sol sont exposés a des
concentrations supérieures de contaminants car ces derniers tendent a se concentrer a

ce niveau (Boshoff et al.,, 2015). De plus, chaque espece présente une sensibilité

g
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propre déterminée par les propriétés intrinseques de son organisme, comme la

présence de systeme de détoxication adapté ou des cibles biochimiques potentielles.

4.1.1. Bioaccumulation

Les quantités d’ETM accumulées dans les tissus d’organismes contaminés
sont déterminées par la balance entre le taux d’absorption et le taux d’excrétion
(Fairbrother et al., 2007). Elles varient au cours du temps et peuvent étre modélisées
grace a des approches toxicocinétiques (Gimbert, 2006; Fairbrother et al., 2007). La
variation des quantités accumulées dépend non seulement des caractéristiques
physiologiques spécifiques a une espece mais aussi de l'age ou de facteurs
environnementaux (Van Straalen et al., 2001). Chez les escargots Helix aspersa, la
contribution du sol a 'accumulation totale des ETM est supérieure a 80% pour le Pb,
comprise entre 30 et 60% pour le Zn et entre 2 et 40% pour le Cd (Scheifler et al.,
2006). Les taux d’assimilation et la toxicité des ETM dépendent fortement des ligands
présents dans la nourriture et des mécanismes variés de désorption et d’assimilation

des ETM dans la lumiere du tube digestif (Hopkin, 1989; Berger et al., 1993).

Lors de l'exposition au sol comme seule source de contamination, la voie
digestive contribue a environ 90% de 1’accumulation de Cd chez des Helix aspersa
(Coeurdassier et al., 2002). Bien que I'absorption cutanée soit relativement faible chez
I'escargot, elle n'est pas négligeable et plusieurs mécanismes ont été proposés pour
expliquer le passage des ions métalliques a travers les membranes biologiques :
diffusion passive sous forme libre ou sous forme de complexes organométalliques
liposolubles (Ireland, 1982 ; Hopkin, 1989), canaux et pompes ioniques, passage
facilité par des transporteurs membranaires (Simkiss et Taylor, 1989; Rainbow et
Dallinger, 1993), structures épithéliales particulieres comme les canaux cellulaires

(Campion, 1961; Martin et Deyrup-Olsen, 1986).
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4.1.2. Devenir des ETM

Les gastéropodes absorbent les ETM essentiels ou toxiques par la nourriture
via I'épithélium digestif, ou par la peau (Marigomez, et al., 2002). Une fois passées les
différentes barrieres biologiques, les ETM circulent dans l'organisme grace a
I'hémolymphe et sont distribués entre les différents organes ou ils peuvent étre
stockés. Les hémocytes jouent un rdle important dans le métabolisme des métaux et
leur distribution dans les différents tissus (Cheng et Sullivan, 1984; Suresh et
Mohandas, 1990), grace a leur faculté de phagocytose des corps étrangers (Bulla et
Cheng, 1997; Marigomez et al., 2002). Les principaux organes impliqués dans le
stockage des métaux sont ceux associés au systeme digestif et en particulier
I'hépatopancréas (Hopkin 1989; Dallinger, 1993; Grara et al., 2012b). De plus, le pied
de I'escargot est considéré comme un site d’accumulation transitoire en rapport avec
I'absorption cutanée (Dallinger et Wieser, 1984a; Chabicovsky et al., 2003). Le Cu,
associé a I'hémocyanine est distribué de maniere plus homogene dans le corps entier
et s’accumule principalement dans le manteau et le pied (Dallinger et Wieser, 1984a;
Gomot et Pihan, 1997). Quant au Pb, il a été retrouvé dans la coquille mais a des
cocentrations n’excédant pas 3% des quantités totales accumulées dans 1’organisme

(Beeby et Richmond, 1989 ; Beeby et al., 2002).
4.2. Toxicité des nanoparticules (NPs)

Les travaux de Aruoja et al., (2009) et Trouiller et al., ( 2009), ont mis I'accent
sur la toxicité des NPs sur I'environnement. De plus en plus d'enquétes sur la toxicité
des NPs montrent que le devenir des NPs dans l'écosysteme est influencé par
plusieurs facteurs dont la composition des particules, la taille, la distribution, la
solubilité et I'agglomération, la forme et la structure cristalline, la surface, la masse et
la concentration en nombre, la charge la chimie et de la présence d'impuretés (Tiede
et al., 2008; Neoh et al., 2015). Cependant, les effets toxicologiques des NPs se

manifestent a travers des mécanismes liés a l'inflammation et a la formation de
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radicaux libres qui peuvent altérer les tissus biologiques environnants, si les
systemes antioxydants de l'organisme ne sont pas en quantité suffisante pour les

inactiver (Ali et al., 2012; Falfushynska et al., 2015).
4.2.1. Relation taille des NPs/Toxicité

La toxicité des NPs dépend de la réactivité des composants nano-objets, de
leur surface, et de leur chimie de surface en interactions avec les composantes du
milieu. La maitrise des caractéristiques morphologiques des NPs tels que la taille, la
forme, l'état d'agrégation/agglomération est indispensable pour toute étude

toxicologique (Zhao et al., 2011b; Park et al., 2015).

Une petite taille des NPs favorise leur pénétration dans la cellule et les
mécanismes qui influencent leur pénétration sont complexes (Nabeshi et al., 2010;
Sakai et al., 2011). La taille influence également le transport dans les tissus de
l'organisme. Les NPs d'or de petite taille (15 nm) peuvent pénétrer plus
profondément dans la peau et dans l'intestin que les particules de taille supérieure a
100 nm (Sonavane et al., 2008). Les NPs d'or de 20 nm, peuvent passer du sang
jusqu'a la rétine lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse a des rats (Kim et
al., 2009). La grande capacité des NPs de petite taille a traverser les membranes
biologiques peut également leur permettre de traverser le placenta des mammiferes

pour atteindre le foetus.

Krug et Wick (2011) et Stern et al., (2012) mentionnent que la capacité de
pénétration des NPs dépend des différents mécanismes d'entrée dans la cellule, par
endocytose, phagocytose ou pinocytose, alors que d'autres peuvent pénétrer par

diffusion passive a travers la membrane (Figure 3).
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Figure 3 : Différents mécanismes de pénétration des nanoparticules dans la cellule

(modifié d'apres Krug et Wick, 2011).

4.2.2. Relation chimie de surface/Toxicité des nanoparticules

La modification de la chimie de surface peut influencer la toxicité par
différents mécanismes. Les nanoparticules cationiques sont généralement plus
toxiques que les NPs anioniques en raison de la charge négative des membranes
cellulaires (Hedberg et al., 2010; Hirsch et al., 2013). Ainsi, les NPs cationiques sont
cytotoxiques et induisent ainsi un stress oxydatif conduisant a 1'apoptose (Zhang et
al., 2012a; Niska et al., 2015). Le nombre de groupements fonctionnels a la surface

détermine aussi la capacité des NPs a réagir avec les cellules et influe par conséquent

leur toxicité (Naha ef al., 2009; Mukherjee et al., 2010).

L'hydrophobicité de la surface affecte également les interactions entre les
nanoparticules et les systémes biologiques a plusieurs niveaux, en raison de leur
capacité a traverser les membranes lipidiques et leur liaison avec les protéines. Les

NPs hydrophobes sont plus toxiques que les NPs hydrophiles a cause de leur plus
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grande capacité a traverser les membranes cellulaires (Makarucha et al., 2011; Zhao et

al., 2015).
4.2.3. Effet de la solubilité sur la toxicité des nanoparticules

La solubilisation des NPs métalliques varie en fonction du type de NPs et
du milieu. La solubilité des NPs varie également en fonction de leur nature (Pujalté
et al., 2011). Ceci a été mis en évidence chez les algues pour les NPs d'argent et de
ZnO (Franklin et al., 2007), chez les bactéries et les invertébrés pour les NPs de CuO

et d'argent (Heinlaan ef al., 2008; Mortimer et al. , 2010).

En outre, la taille des particules influence la solubilité des NPs, et les
macroparticules sont souvent moins solubles que ceux nanométriques (Aruoja et al.,
2009; Ma et al., 2012). En plus de la solubilisation dans le milieu externe, les NPs
peuvent relacher des ions apres leur pénétration directement dans le milieu
intracellulaire. Cet effet est appelé « Cheval de Troie » et a été préconisé comme un
mécanisme majeur pour la toxicité de certaines NPs au niveau cellulaire (Studer et al.,

2010).
5. Biosurveillance des écosystemes et bioindication

L’IRSTEA (2010), définit la biosurveillance comme 1"utilisation du vivant pour
surveiller 'évolution, des modifications, des altérations, ou la stabilité de la qualité

d’un milieu. L’avantage de la biosurveillance réside dans les deux points suivants :

> Les organismes collectés apportent un effet intégrateur de la pollution

existante.

> Ils sont utilisables pour de nombreux polluants et pour un territoire de taille
variable, ce qui explique que la biosurveillance peut faire partie d'un plan de

suivi de sites sensibles.
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5.1. Biosurveillance passive et active

Deux stratégies mise en ceuvre dans la biosurveillance des écosystemes ont

été établies :

La biosurveillance passive ou méthode in situ qui se sert d’especes présentes
sur le site d’étude, ce qui présente I'avantage de ne pas demander d’entretien et
permet de couvrir des zones étendues et de longues périodes (études extensives)
(Steinnes et al., 1992). Les gastéropodes terrestres sont largement utilisés dans ce cas

la pour déterminer les niveaux de contamination d’un écosysteme (Rabitsch, 1996).

Biosurveillance active ou méthode des transplants, qui utilise des especes dont
la croissance est réalisée dans des conditions standards puis qui sont transplantés sur
le site d’étude durant une période limitée, généralement plusieurs semaines
(Wegener et al., 1992). Cette méthode nécessite de connaitre 1'origine des individus
transférés et les concentrations en éléments métalliques dans les individus avant le
transfert et de disposer de lots homogenes (méme age et méme poids moyen), un
controle de la nourriture des organismes macroconcentreurs utilisés est dans ce cas

indispensable (Cortet et al., 1999).

A T'heure actuelle, plusieurs études ont été réalisées en biosurveillance
aquatique (Pandey et al., 2014; Gecheva et Yurukova, 2014), marine (Chakraborty et
al., 2014; Nasrolahi et al., 2014) et biosurveillance des sols (Calisi et al., 2013 ; Safruk
et al., 2015).

L’utilisation des escargots pour la biosurveillance des sols a été abordée par

Gimbert, et al., (2006), Nica et al., (2012) et Boshoff et al., (2015).
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5.2. La bioindication

Tous les étres vivants, plantes ou animaux sont capables de donner des
indications sur les caractéristiques naturelles d'un site et des informations
qualitatives et quantitatives sur les changements provoqués par les activités
anthropiques (Markert et al., 1997, 2003a). Les bioindicateurs permettent d’évaluer
l'activité d'un phénomene cellulaire précis, comme l'activit¢é d'une enzyme,
I'expression d'un gene ou l'augmentation d'un meétabolite (Brain et Cedergreen,

2008).

L’évaluation nanotoxicologique chez les animaux a la fois in vitro et in vivo
permet d’obtenir une réponse globale sur le devenir et les effets des nanoparticules
dans l'organisme (Radziun et al., 2011). Les modeles in vivo, comme les souris, les rats
et les poissons, permettent de déterminer les voies d'entrées dans 1'organisme, la
biodistribution des nanoparticules dans les différents organes et les mécanismes
d'excrétion des nanoparticules hors de l'organisme (Stern et al., 2012; Hashimoto et
Imazato, 2015). Ces modeles ont déja montré une sensibilité pour la toxicité des

nanoparticules (Rajkumar et al., 2015).
5.3. Les biomarqueurs : concepts et role biologique

Un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révele
'exposition présente ou passée d’un individu a au moins une substance chimique a
caractere polluant (Lagadic et al., 1997). Ce changement peut étre associé¢ a
I'exposition en elle-méme, aux effets toxiques ou a la sensibilité vis-a-vis du
contaminant environnemental (Peakall, 1994). Depledge (1994) considere que le
métabolisme basal des organismes suffit a assurer le maintien de leur homéostasie

vis a vis des toxiques.

En effet, au-dela d’un certain seuil les capacités de maintien de I’homéostasie

peuvent étre dépassées (Van der Oost et al., 2003). Ainsi, lorsque les capacités de
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compensation ne sont plus suffisantes pour limiter 1’action des polluants toxiques,
I’état des individus contaminés peut évoluer vers une dégradation, réversible ou non
selon le degré d’atteinte toxique. Les biomarqueurs représentent la réponse
biologique initiale des organismes face a des perturbations ou des contaminations du

milieu dans lequel ils vivent (Stegeman, et al., 1992).
6. Biologie et écologie de 1’escargot

L’escargot Helix aspersa aussi nommé Cantareus aspersus ou Cornu aspersum
Miiller, 1774) (Barker, 2001) communément appelé petit-gris, est un mollusque
gastéropode pulmoné qui fait partie de I'ordre de stylommatophores, de la famille

des helicidae.

Il possede une coquille dextre (qui s’enroule de gauche a droite), de couleur
brun-jaune globuleuse brun pale de 4.5 a 5 tours et un ombilic completement fermé
avec un diametre moyen de 30 mm et 35 mm d’hauteur pour un poids adulte variant
de 6 a 15 g (Gomot et Enée 1980). Le corps de I'escargot est composé de deux parties
distinctes: le pied et les visceres. Le pied lui permet de se déplacer avec un
mouvement de glisse aidé par 1'émission d'un mucus qui réduit la friction avec les
surfaces rugueuses. Il comporte le systeme nerveux, la partie antérieure du tube
digestif, la sole pédieuse et musculeuse. Les visceres sont constitués des organes
présents dans le tortillon a lintérieur de la coquille renferme: le rein,
I'hépatopancréas, le cceur et une partie de I'appareil génital qui se prolonge jusque

dans le pied.

Le petit-gris est une espece ubiquiste qui s'adapte a des milieux, des sols et des
climats variés et s'accommode tres bien de milieux fortement anthropisés, originaire
des pays méditerranéens tres répandue en Europe mais introduite dans les régions
de I'atlantiques (Chevallier, 1992; De Kerney et al. 1999). Il est assez rare dans les
champs et les prairies, et préfere fréquenter la périphérie des zones cultivées, les

lisieres de foréts, voire les milieux forestiers (Kerney et Cameron, 2006). Il est
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herbivore et détritivore avec un régime alimentaire mixte composé de plantes
(herbacées, graminées, légumes de culture, lichens, certaines céréales, champignons)

(Barker, 2001).

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

inférieure a 9°C.

L’absence prolongée dhumidité provoque l'estivation d'Helix aspersa
(Chevallier, 1992), en se fixant contre une paroi et en obturant sa coquille d"un voile
blanchatre «l'épiphragme ». Il reprend son activité lorsque les conditions
environnementales sont plus favorables. A partir du mois d’octobre, les escargots se
mettent en hibernation en se collant sur un support ou en s'enfouissant dans le sol ou
la litiere et secretent un épiphragme d'hiver. Il reprend son activité au printemps
quand les températures avoisinent les 12 a 14°C (Kerney et Cameron, 2006 ; Ferreira-

Cravo et al., 2010 ).
6.1. L’utilisation de I’escargot en écotoxicologie

L’escargot Helix aspersa juvéniles et adultes sont utilisés dans de nombreuses
études écotoxicologiques. En effet, de par leur place au sein de I'écosysteme terrestre,
ils représentent une biomasse significative au sein de la communauté des invertébrés
du sol (Dallinger et al., 2001), les escargots sont capables d’'intégrer des sources
multiples de contamination (sol, atmosphere, végétaux) par diverses voies
digestive, respiratoire et/ou cutanée ils occupent une situation privilégiée a I'interface

sol-plante-atmosphere (Barker, 2001). Les capacités de résistance et d’accumulation
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des métaux ont été démontrées chez ces especes (Viard et al., 2004 ; Grara et al.,

2012b).

Les petit-gris sont des bioindicateurs d’exposition et d’effets de polluants
métalliques (Grara et al., 2009, 2012c; Boucenna et al., 2015) ou organiques
(Coeurdassier et al., 2002b; Regoli et al. 2006) et ce aussi bien dans les chaines
trophiques (Hispard et al., 2008b), que dans l'évaluation des cinétiques de transfert

milieu-escargot (Gimbert et al., 2006, 2008).

Diverses réponses biologiques peuvent étre apportées par les escargots Helix
aspersa quand ils sont exposés aux contaminants : physiologiques par l'inhibition de
croissance, perturbation de la reproduction et le taux de mortalité (Swaileh et
Ezzughayyar, 2001; Notten et al., 2006) ainsi que des perturbations/modifacations
biochimiques (Ismert ef al., 2002 ; Regoli et al., 2006), et des réponses de génotoxicité
et embryotoxicité ont été également indiqués chez Helix aspersa (Druart et al., 2012;
Baurand et al.,2013; Baurand et al.,2014a). En plus ils constituent un maillon des
réseaux trophiques qui contribue au transfert des polluants du sol et/ou des plantes

aux prédateurs (Beeby, 1985; Scheifler et al., 2002a ; Hispard et al., 2008b).
7. Stress oxydant

Les conséquences de l'exposition des étres vivants aux contaminants est
I'accroissement du stress, le caractere ubiquiste des processus oxydants et leur
implication possible en tant que facteurs de toxicité ont largement été abordés en
toxicologie. Ainsi, selon Sies (1991), le stress oxydant résulte d'un déséquilibre entre
les systéemes prooxydants et anti-oxydants en faveur des premiers (Leomanni ef al.,
2015). De trop fortes concentrations en radicaux libres peuvent conduire a des
modifications irréversibles des protéines et acides aminés cellulaires. Ils peuvent

méme a terme entrainer la mort cellulaire (Droge, 2002).
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L’inhibition de certaines composantes des systemes antioxydants peut
également survenir lors de I'exposition aux NPs, en liaison avec l'altération de I'état
des individus et la perte de I'homéostasie cellulaire (McCarthy et al., 2013; Fahmy et
al., 2014). Ce phénomene d’inhibition est souvent associé a des effets de peroxydation
lipidique qui constitue alors un indice de toxicité relatif a un état de non
compensation des 1ésions cellulaires initiales (Ali et al., 2014 ; Gomes et al., 2015;

Rajkumar et al ., 2015).
7.1. Origine des especes réactives de 'oxygeéne

L’origine du stress oxydant chez les organismes aérobies provient de la
consommation intracellulaire de la molécule d’oxygene qui est essentielle pour de
nombreuses fonctions physiologiques mais qui génere dans le méme temps la
formation d’especes réactives de I'oxygene (ROS) potentiellement toxiques pour la
cellule. FElles sont produites principalement de maniere endogene au niveau des
membranes des mitochondries, au cours du transfert d’électrons le long de la chaine
respiratoire (Livingstone, 2001; Staniek et Nohl, 2000). Les ROS sont aussi impliquées

dans le processus de la mort cellulaire programmée ou apoptose (Mates, 2000).

7.2. Le systéme antioxydants cellulaire

Afin d’éliminer les especes radicalaires et de limiter les dommages provoqués
par le stress oxydant, les cellules disposent de trois mécanismes de défense
antioxydant. On pourra ainsi citer : (1) I'élimination des especes réactives et des

catalyseurs de la production d’'OH’ en les séquestrant par des métalloprotéines, (2)

I'induction de la synthése d’antioxydants pour l'inactivation d’Oz- et d"H20: et (3)
I'augmentation de l'activité des systemes de réparation et d’élimination des
molécules endommagées par l'induction des especes réactives de 1'oxygene a l'aide

de piégeurs moléculaires (Cossu et al., 1997b).
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Les mécanismes de systemes de défense antioxydants enzymatiques et non

enzymatiques qui contribuent a la détoxication des especes réactives illustrent la

complexité des réactions qui coexistent lors d’un stress oxydant induit par les NPs

(Figure 4).
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Figure 4 : Systemes de défense antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

impliqués lors d’une exposition aux NPs (modifié¢ de Unfried et al., 2007).




Boucenna M. 2016. Etude de la toxicité des particules métalliques d’origine industrielle chez Helix aspersa. Evaluation nanotoxicologique
du Fe;0; et ALLOs.These de Doctorat en Sciences, Fac des Sciences. Université Badji Mokhtar, Annaba.156 p.

L’objectif de la présente contribution est d’évaluer l'effet toxique des
poussieres métalliques et des nanoparticules de fer et d’aluminium sur un

bioindicadeur / bioaccumulateur Helix aspersa.

Notre travail s'articule autour de trois chapitres principaux. Le chapitre I est
une revue de la littérature qui a pour objectif de faire une mise au point sur les
aspects liés au theme d'étude. Dans ce chapitre il est mis l'accent surtout sur les effets
de la toxicité des particules métalliques micrométriques et nanométriques sur un
modele bioindicateur et bioaccumulateur I'escargot Helix aspersa objet de la these. Le
deuxieme chapitre décrit les différentes techniques et méthodes utilisées au cours de
la réalisation de ce travail, ainsi qu'un apercu sur la biologie de notre modele
biologique et les différents contaminants utilisés. Le troisieme chapitre traite de
l'interprétation et la discussion des données issues de I'expérimentation. Le chapitre

est complété par une étude histopathologique.

Enfin, une conclusion générale vient clore ce travail avec des perspectives de

recherches dans le domaine.

&
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Chapitre II. Matériel et Méthodes

Les bioessais de cette étude ont été réalisés au laboratoire de toxicologie
cellulaire, du département de biologie, université Badji Mokhtar Annaba. L’étude de
la bioaccumulation des oxydes métalliques a été réalisée au laboratoire (Lab-
Horizon) Annaba. Les coupes histologiques ont été réalisées au service d’Anatomo-

pathologie CHU Saadna Abdenour de Sétif.

1. Matériel biologique

L'espece Helix aspersa Miiller (1774) appelée récemment Cantareus aspersus ou
Cornu aspersum (Barker, 2001). Nous avons travaillé sur des petit gris de taille de

23-35x23-38 mm (Figure 5 a.b).

Figure 5 : Photographie a) Helix aspersa adulte; b) Morphologie externe de I'escargot
(Kerney et al., 2006).
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1.1. Collecte et sélection des échantillons

Les escargots Helix aspersa ont été obtenus d'une ferme d’élevage des
escargots a Bouchegouf Wilaya de Guelma en 2011 et 2012. Les escargots adultes
collectés ont été triés par taille et poids au laboratoire avec un poids moyen de 10 +
0.35g, placés et conservés dans des microcosmes avant d’étre sélectionnés dans des

lots pour les différents traitements et expériences.

Les escargots sont élevés dans des conditions ambiantes de laboratoire, 20-
23°C de température moyenne le jour, 18 heures de photopériode et 80 a 90 %

d’humidité relative (Gomot de vaufleury, 2000).

IIs sont répartis dans des Dboites en plastique transparentes
(25x15x15 cm) dont le volume est de 5625 cm? avec un couvercle perforé, chaque
boite contient une éponge mouillée pour maintenir de I'humidité. L’alimentation
(farine de blé) est fournie dans des boites de pétrie. Les boites sont quotidiennement

nettoyées tout en renouvelant leurs alimentations.

Les escargots sont mis sous conditions de laboratoire pendant 15 jours pour
leurs acclimatations avant de les exposer a un gradient de contamination en
poussiere métallique pour une période de deux semaines. Le deuxieme et le
troisieme traitement consiste a exposer les escargots a l'oxyde de fer (Fe:0s) et

I'oxyde d’aluminium (Al:Os) pendant huit semaines.

2. Matériel chimique
2.1. Les rejets métalliques utilisés

Les poussieres métalliques utilisées dans notre étude ont été collectées a
partir du complexe sidérurgique d’El-Hadjar (Annaba), une analyse chimique par
absorption atomique a été réalisée pour déterminer la composition de ces poussieres.
Cette analyse a déterminé la présence de six ETM indiqués dans le tableau ci-dessous

(Tableau 1).
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Tableau 1 : Composition en ppm des poussieres rejetées par l'aciérie électrique 1

(ACE 1) et l'aciérie électrique 2 (ACE 2) du complexe sidérurgique d’'El-Hadjar
durant I'année (2008) (Tadjine et al., 2008).

Echantillon Zn Pb Cr Ni Mn Fe
Poussiéres ACE1 (ppm) 240 24 10 1.2 320 3000
Poussiéres ACE 2 (ppm) 480 62.4 12 1.3 540 3600

Total (ppm) 720 88.4 22 2.5 860 6600

2.2. L’oxyde de fer (Fe20s)

L'oxyde de fer (III), également appelé oxyde ferrique, est le composé

chimique de formule Fe2Os,  dont

la

forme minérale est

I'hématite.

Clest

un oxyde paramagnétique stable du fer, dont une forme hydratée constitue la rouille.

Il est de couleur rouge (Figure 6).

Figure 6 : Présentation de 'oxyde de fer (a : poudre), (b :la structure

cristallographique).
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Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques de 1'oxyde de fer (CERADEL, 2012).

Parametres Caractéristique

Apparence Solide en poudre
Couleur Rouge sombre a rouge violacé, pourpre.

Odeur Inodore.
Densité env. 5.2 g/cc
Densité relative env. 3.4 kg/l
pH légerement acide, entre 4 et 6 (dans solution saturée a 100 g/1).
Température de fusion | 1565°C
Solubilité dans I'eau | inférieure a 1 ug/l
Stabilité chimique Substance stable dans les conditions normales d’utilisation

2.3. L’oxyde d’aluminium(AlLOs)

L'alumine ou oxyde d'aluminium a pour formule Al:Os, lorsqu’elle est sous la
forme anhydre. Elle présente un polymorphisme structural remarquable avec les
variétés a-, y-, 0-, 0, k-, &, 1-, X-AlLOs. Sa bonne tenue mécanique a haute
température, sa dureté élevée, son excellente résistance a 1'usure, sa grande résistivité
électrique et son inertie chimique importante font de I'alumine un matériau utilisé

dans des domaines tres variés (tableau 3).

Tableau 3: Les principales caractéristiques physico-chimiques de l'oxyde

d’aluminium AlQO:s.

Paramétres Valeur Référence
Masse molaire (g/mol) 101.94 ATSDR (1999), HSDB (2003), OMS
IPCS (1997)
Point d’ébullition (°C) Environ 3 000 | ATSDR (1999)
(a pression normale) °C
Pression de vapeur (Pa) 0 a température | IUCLID (2000)
ambiante
Densité d®?»4=32a4,0 | ATSDR (1999), Guide de la chimie
Solide (par rapport a I'air) (2002), HSDB (2003), IUCLID (2000),
OMS IPCS (1997)
Solubilité (mg/L) dans I'eau ~1,0a20°C TUCLID (2000)

X
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2.4. Caractérisation de la taille moyenne des grains du Fe:0s et Al:Os
2.4.1. Diffraction des rayons-X

Les différents échantillons ont été caractérisés par rayons-X.
Le principe des rayons-X consiste en une interaction de ces derniers avec la matiere a
analyser. L’énergie de ce rayonnement est généralement exprimée en eV, elle peut

étre exprimée par la relation suivante :
E=hxC/A

Ou:
h: la constante de Planck.
C : la vitesse de la lumiére.

A :la longueur d’onde des rayons-X.
2.4.2. Identification des échantillons

L’analyse par diffraction des rayons-X a été effectuée sur poudre en adoptant la
méthode de Debye Sherrer. Nous avons utilisé un diffractometre type APD-15 Philips
2134 et une anticathode en cuivre de longueur d’onde A =1,5406A° avec sélection de la

raie K.

De la loi de Bragg A =2d sin0, nous déduisons la valeur de la distance réticulaire
pour chacune des raies des spectres des échantillons et nous les comparons a celles
données par les fiches A.S.T.M (American Systeme Testing Métal) n° 11-549 et 25-447

respectivement de 3 et a-PbQOs..
2.4.3. Calcul de la taille des cristallites

La taille des cristallites est déterminée généralement par la méthode de Scherrer
(Scherrer, 1918) en exploitant les raies des spectres de diffraction des rayons-X. le calcul

est basé sur 1'équation suivante :
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Ou:

B =kA/ DcosO

D=0,94 A / BcosO

B : Largeur de la raie a mi- hauteur exprimée en radians

A: longueur d'onde de I'anticathode

k : constante (0,94).

D : taille des cristallites (en A°).
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Figure 7 : Spectre de diffraction des rayons-X de 1'oxyde de fer.
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Figure 8 : Spectre de diffraction des rayons-X de 1'oxyde d’aluminium.

Les poudres d’oxyde de fer et d’'oxyde d'aluminium utilisés dans nos expériences
sont obtenues du laboratoire de recherche en physique (LM2S). La méthode de Scherrer
nous permet de caractériser les poudres, en calculant la taille moyenne des grains, nous
avons enregistré une taille de 99 nm pour l'oxyde de fer, alors que 'oxyde d’aluminium

présente une taille de 93 nm.
3. Méthodes
3.1. Dispositif expérimental et protocole de traitement

Les escargots seélectionnés ont été répartis en 15 lots a raison de 12
escargots/lot dans des boites en plastiques. Les cinq premiers lots sont exposés a la
poussiere métallique mélangée a leur alimentation pendant deux semaines. Les dix
autres lots sont traités par l'oxyde de fer (Fe:0s) et I'oxyde d’aluminium (AlOs)

durant une période de huit semaines (cinq lots pour chaque traitement), Tableau (4).
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Tableau 4 : Répartition des lots des escargots des bioessais avec les différentes

concentrations de poussieres métalliques, Fe2Os et AL2O:s.

Type de Concentration en ug /g Numéro de lot Nombre des

traitement d’aliment sec (farine de blé) escargots traités
0 (Témoin) 1 12
Poussiéres 100 2 12
Meétalliques 500 3 12
1000 4 12
1500 5 12
0 (Témoin) 1 12
Oxyde de fer 50 2 12
Fe20s 100 3 12
200 4 12
400 5 12
0 (Témoin) 1 12
Oxyde 50 2 12
d’aluminium 100 3 12
AlLO:s 200 4 12
400 5 12

3.2. Dosages de principaux métabolites et biomarqueurs

Apres deux semaines d’exposition a la poussiere métallique, les escargots sont
pesés et maintenus pendant 48 h sans nourriture, cette période de jelin permet aux
escargots d’excréter le contenu de leur tube digestif afin d’éviter des biais dans les
analyses. L’escargot est sacrifié, il est décoquillé puis disséqué afin de prélever la
masse viscérale entiere qui sera ensuite pesée avant de séparer les organes,

I'hépatopancréas, le rein et la téte.

&
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Apres dissection I’hépatopancréas est préleve, pesé et divisé en 6 fragments :

e Un échantillon pour le dosage des métabolites (lipides, protéines, glucides).

e Un échantillon pour le dosage de la catalase(CAT).

e Un échantillon pour le dosage de la glutathion-s-transférase (GST).

e Un échantillon pour le dosage du glutathion (GSH).

e Un échantillon pour le dosage de malondialdehyde (MDA).

e Un dernier échantillon conservé dans une solution de bouin alcoolique pour

une étude histologique.
Les reins prélevés ont subi les mémes étapes de dissection et les mémes dosages.

Les tétes sont prélevées et conservées dans un tampon adéquat pour le dosage de

'acétylcholinestérase (AChE).

La détermination des concentrations et la bioaccumulation de 1'oxyde de fer et
de l'oxyde d’aluminium au niveau des deux organes est réalisée par la méthode
SAA.

Une étude histologique a été également effectuée sur les mémes organes.

Figure 9 : Photographie de la dissection de I'escargot Helix aspersa.
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3.2.1. Dosage des métabolites

Extraction des métabolites : L’extraction des métabolites de I'hépatopancréas et du

rein ont été réalisées selon le procédé de (Shibko et al., 1966) (Figure 10).

Fragment de la glande digestive + 1 ml (TCA 20%)

v

Broyage (ultrasons)

Centrifugation (5000 g, 10 mn)

CULOT 1

1 ml éther/chloroforme

(1 V/1V)

Centrifugation (5000 g, 10 mn)

SURNAGEANT 1 SURNAGEANT 2 CULOT 2
(aliquote 100 pul) (aliquote 100 pl)
-+
Iml d’anthrone 1 ml d’acide sulfurique 1 ml d’eau distillée

J

agitation
v )
chauffage (80°C, 10 mn) chauffage (100°C, 10 mn)

dosage aliquote (200ul)

!

agitation

dosage aliquote

+ (100 pl)
2.5 ml de réactif sulfo-phospho-vanillinique +

4 ml de BBC
W v A 4

Lecture (absorbance a 620 nm) Lecture (absorbance a4 530 nm) Lecture (absorbance a 595 nm)
W A W

Glucides Lipides Protéines
(Duchateau & Florkin, 1959) (Goldsworthy et al., 1972) (Bradford, 1976)

Figure 10 : Principales étapes d’extraction des métabolites : protéines, glucides et

lipides (Shibko et al., 1966).
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3.2.1.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui
consiste a additionner a une fraction aliquote de 100 ul du surnageant ou de la
gamme étalon a 4 ml du réactif colorant bleu brillant de Coomassie (BBC) G250. La
présence des protéines dans l’échantillon se révele par une coloration bleue. La
lecture des absorbances s’effectue a une longueur d'onde de 595 nm au
spectrophotometre visible (JENWAY 6300). La gamme d’étalonnage est réalisée a

partir d’une protéine standard, I’albumine sérum de boeuf (BSA).
3.2.1.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été effectué selon Duchateau et Florkin
(1959). Cette méthode utilise 'anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml

d’acide sulfurique et 25 ml d’eau distillée) et une solution mere de glucose (1g/l).

La méthode consiste a additionner a une fraction aliquote de 100 ul de
surnageant, 4 ml de réactif d’anthrone et apres chauffage du mélange dans un bain
marie (80°C pendant 10 min), une coloration verte se développe, dont l'intensité
mesurée a une longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la concentration des

glucides présente dans 1'échantillon.
3.2.1.3. Dosage des lipides totaux

La concentration des lipides totaux a été estimée selon Glodsworthy et al
(1972) utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0.38 g de vanilline, 55 ml d’eau
distillée et 195 ml d’acide orthophosphorique a 85%). La solution mere des lipides est
préparée en utilisant I'huile de table selon la procédure suivante : 25 mg d’huile de
table pesée dans un tube eppendorf ; cette quantité est ensuite reprise dans 10 ml du
mélange (éther/chloroforme) (1V/1V). Apres évaporation des prises aliquotes de 100

ul de surnagent II dans un bain a sec a 60°C, on additionne 1 ml d’acide sulfurique

=
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concentré (96 %), les tubes fermés sont agités et chauffés dans un bain a sec a 100 °C

pendant 10 minutes.

Apres refroidissement, on préleve 200 ul de chaque tube auxquels on ajoute
2.5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Apres 30 minutes a l'obscurité, le
complexe se colore en rose. La densité optique est lue dans un spectrophotometre

(Jenway 6300) a une longueur d’onde de 530 nm.
3.2.2. Dosages des biomarqueurs
3.2.2.1. Dosage de l’activité catalase (CAT)

La catalase est I'enzyme antioxydante le plus couramment mesurées dans les
recherches liées aux radicaux libres. La catalase est 'enzyme qui élimine le peroxyde
d’hydrogene (H202). Le protocole le plus couramment utilisé est le plus direct (Aebi
1984; Goth 1991 a,b). Cette enzyme intervient dans la défense de la cellule contre le
stress oxydatif en catalysant la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H20:) toxique

en eau et en oxygene (Regoli et Principato, 1995).

2 H20e » 2 H.O+O2

L’activité enzymatique catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a l'aide d'un
spectrophotometre par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation
du peroxyde d’hydrogene (H20:) (¢ =40 M! cm™) en faisant réagir dans 100Mm de
tampon phosphate pendant Imn a pH 7.5 100 pl de H202 (500 mM) sur 20 ul
d’homogénat, a une température d’incubation de 25°C. Les résultats sont exprimés

en pmol d” H20: par minute et par mg de protéines.

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactionnel contient 20 ul de
surnageant, 200 uL de peroxyde d’hydrogene H:0: (¢ = 40 M! cm™) et 780 uL de
tampon phosphate2. La réaction est déclenchée par I'addition de 1'eau oxygénée. Le

dosage s’effectue en suivant la cinétique de la réaction pendant 1 mn a 240 nm dans

*
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des cuves UV en quartz au spectrophotometre. L’activité spécifique de I'enzyme est

déterminée d’apres la formule suivante :
Activité CAT (umol /mn /mg de prot) = (A DO X 10) / (ex L x 0.05 x mg de prot)

Activité CAT : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines

(UM/mn/mg de protéines).

A DO : différences des absorbances pendant une minute

e: Facteur d’extinction

L : Longueur de la cuve utilisée.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
3.2.2.2. Dosage de l’activité glutathion-S-transférase (GST)

La mesure de l'activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) est
déterminée selon la méthode de Habig ef al., (1974). Elle est basée sur la réaction de
conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzene) en
présence d’un cofacteur le glutathion (GSH) et mesurée a une longueur d’onde de

340 nm dans un spectrophotometre visible/UV (JENWAY 6300).

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1 M,
pH 6). L’homogénat est centrifugé a 14000 trs/mn pendant 30 mn et le surnageant

récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 ul du surnageant avec 1.2 ml du
mélange CDNB (1 mM)/GSH (5 mM) [20.26 mg CDNB, 153.65 mg GSH, 1 ml éthanol,
100 ml tampon phosphate (0.1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuce
pendant une minute et chaque 15" a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc
contenant 200 pl d’eau distillée remplagant la quantité du surnageant. L’activité

spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

=
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Activité GST (umol/min/mg protéine) = (ADo xVt)/ (9.6 x dx Vsxmg de prot)
Ou:
Taux de GST : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines
(UM/mn/mg de protéines).
A DO : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en

fonction du temps.
9.6: coefficient d’extinction molaire du CDNB.

Vt: volume total dans la cuve: 1.4 ml [0.2 ml surnageant + 1.2 ml du mélange

CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0.2 ml

d : épaisseur de la cuve

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
3.2.2.3. Dosage de l’activité Acétylcholinestérase (AChE)

L'acétylcholinestérase catalyse la réaction d'hydrolyse de l'acétylcholine en
choline et acide acétique. Elle est spécifique des esters de l'acide acétique et si,
physiologiquement, son substrat est l'acétylcholine, elle catalyse également
I'hydrolyse de la butyrylcholine, de la butyrylthiocholine ou de I'acétylthiocholine
(ATCh). Dans ce dernier cas, les produits de la réaction d’hydrolyse sont I'acide
acétique et la thiocholine. La méthode spectrophotométrique d’Ellman (1961) utilise
cette propriété de I’AChE en faisant interagir les groupements thiols ainsi rendus

disponibles dans le milieu avec le DTNB pour donner du TNB (coloré en jaune).

Le dosage de l'acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode
d’Ellman et al.,(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, ’acétylthiocholine
(ASCh) dont I'hydrolyse libere de la thiocholine (SCh) et de l'acide acétique. La

thiocholine en présence de DTNB (acide 5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoique) forme un

*
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complexe de couleur jaune dont l'intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.
La téte des animaux est homogénéisée dans 1 ml de solution détergente (solution D),
1ml Triton X 100%, 5.845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10 mM,
pH 7), puis centrifugés (5000 trs/mn, 5 mn). Le surnageant récupéré servira comme

source d’enzyme.

Le dosage de l'activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl a
laquelle on ajoute 100 ul de DTNB préparé extemporanément et 1 ml de tampon tris
(0.1 M, pH 7). Apres 3 a 5 minutes, 100 ul de substrat acétylthiocholine préparé
extemporanément sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 mn
pendant 20 mn a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ot 100 ul de la
solution détergente remplace les 100 pl du surnageant. L’activité Acétylcholine

Estérase est calculée selon la formule suivante :
L’activité AChE (uM/min/mg de protéines) = (A DOx Vt)/ (1.36 10 x Vs x mg de prot)

X : umole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de

protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en

fonction du temps. 1.36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB.
Vt : volume total dans la cuve.

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0.1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

3.2.2.4. Dosage du Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide constitué d’acide glutamique, cystéine et de
glucine. Le GSH est requis pour 'activité de plusieurs enzymes, il participe avec le
glutathion réductase a l'établissement de ponts désulfures dans de nombreuses

protéines et dans des hormones polypeptidiques et prend part au métabolisme des

*
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xénobiotiques.il est aussi un substrat des glutathions peroxydases sélénodépendantes
(GPx). Avoir présent dans la majorité des tissus. Il est intéressant de noter que le
GSH peut chélater les ions Cu+ et ainsi limiter leur participation a la génération de

radicaux libres par la réaction de Fenton (Hanna et Mason, 1992).

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et
Cory (1988), Cette technique est basé sur la réaction entre le groupement thiol (-SH)
du glutathion et le DTNB (dithiobisnitrobenzoate ou acide 5.5'-dithiobis (2-
nitrobenzoique). En effet, le groupement SH réduit le DTNB en TNB
(thionitrobenzoate ou acide 5-thio (2-nitrobenzoique)). Le TNB, coloré en
jaune, possede un coefficient d'extinction molaire élevé dans le visible (412-415 nm)

qui permet un dosage du glutathion présent initialement dans le milieu réactionnel.

La réalisation de ce dosage commence par 'homogénéisation des échantillons
dans 1 ml d’une solution d’éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) a 0.02 M [7.448 g
EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de protéger les groupements thiols du glutathion
I’homogénat doit subir une déprotéinisation par 1'acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25
% [0.25 g ASS, 100 ml eau distillée] ou1 0.2 ml de I’ASS sont additionnés a 0.8 ml
d’homogénat. Le mélange apres agitation est plongé dans un bain de glace pendant

15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn pendant 5 mn.

Une aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon
tris/EDTA (0.02 M, pH 9.6) [63,04 g tris, 7.4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0.025
ml de DTNB (0.01 M) [3.96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des
absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm apres 5 minutes de repos
pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 ul du surnageant sont
remplacés par 500 pl d’eau distillée en utilisant le spectrophotometre de type (JENWAY

6300). Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

Taux du GSH (uM/mg de protéines) = (ADo x1x 1.525)/( 13.1x 0.8 x 0.5 x mg de prot)

&
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Ou:
Taux du GSH: micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/mg de

protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
13.1: coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0.2 ml ASS + 0.8 ml

homogénat].
Vh : volume de I'homogénat utilisé dans la déproténisation : 0.8 ml

Vt: volume total dans la cuve: 1.525 ml [0.5 ml surnageant + 1 ml tris/EDTA + 0.025 ml
DTNB].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0.5 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
3.2.2.5. Dosage du malonedialdéhyde (MDA)

Le MDA, "messager toxique secondaire" responsable de la cytotoxicité li¢e
a la lipoperoxydation, est le représentant le plus réactif et le plus abondant des
aldéhydes produits in vivo par la décomposition des hydroperoxydes lipidiques par
les FAO (Cossu et al., 1997b). Il représente un marqueur important de la
lipoperoxydation membranaire qui est un des premiers mécanismes d'atteinte

cellulaire par les polluants (Ribera et al., 1991 ; Klobucar et al., 1997).

Le malondialdéhyde (MDA) est dosé selon la méthode de Draper et Hadley
(1990). La détection du MDA présent dans les échantillons biologiques se base sur la
réaction au cours de laquelle, 2 molécules de TBA réagissent avec une molécule de
MDA ce qui entraine la formation d'un chromogene rouge dont l’absorption
maximale est comprise entre 312 et 535 nm (Sunderman et al., 1985). L’intensité de la

coloration rouge augmente avec la concentration en MDA. Il faut noter que le
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complexe MDA-TBA n’est stable que pendant 3 heures a 'abri de la lumiere et a

température ambiante.

Les fragments d’hépatopancréas et de rein de H. aspersa sont broyés aux
ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCl (50 mM, pH 7.5) [1.5137 g tris, 0.0730 g
EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique), 42.78 g sucrose, 250 ml eau distillée].
Une fois 'homogénéisation réalisée, une centrifugation est effectuée pendant 10 mn a

10000 trs/mn et le surnageant récupéré servira au dosage du MDA.

Le dosage est réalisé avec 500 ul du surnagent additionnés de 2,5 ml de TCA
[100 g TCA, 1000 ml eau distillée]. Apres chauffage au bain marie a 100 °C pendant
15 mn et refroidissement dans de la glace, une centrifugation est effectuée a 10000
trs/mn pendant 10 mn. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée
a laquelle on ajoute 1 ml de TBA [6.7 g TBA, 1000 ml eau distille]. Apres un second
chauffage (100 °C, 15 mn) et refroidissement, 1.5 ml de butanol sont rajoutés. Apres
agitation, une derniere centrifugation (10000 trs/mn, 10 mn) est réalisée et le
surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant les complexes TBA/MDA est
récupéré et une lecture des absorbances est effectuée a 532 nm contre un blanc ou du
tampon tris-Hcl remplace le surnageant. Le taux du MDA est déterminé selon la

formule suivante :
Taux du MDA (uM/mg de protéines) = (A Do x Vt) / (156x Vs x mg de prot)
Ou:

Taux du MDA : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uUM/mg de

protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.
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Vt: volume total dans la cuve : 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant

les complexes TBA/MDA].
Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0.5 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

3.3. Détermination de la bioaccumulation des NPs par la spectrophotométrie

d’Absorption atomique (SAA)

L’accumulation des oxydes métalliques (Fe:0s, Al:Os) est étudiée sur des
escargots mise en expérience exposés a différentes concentrations en oxydes

métalliques.
3.3.1. Préparation des tissus, minéralisation et extraction

Avant la minéralisation ou l'extraction, les animaux sont décongelés, plongés
dans une solution d'EDTA 10 uM pendant 5 min pour les animaux exposés a des
métaux puis rincés a l'eau pure et disséqués pour séparer les deux organes. Les
fragments d’organes sont placés individuellement dans des tubes a vis puis séchés a

I'étuve (50°C) entre environ 48 a 72 heures (Coeurdassier ,2001).
3.3.2. Minéralisation

La minéralisation consiste en une destruction complete de la matiere
organique sous l'effet combiné de la température et de l’acide nitrique concentré.
Aux tissus préalablement séchés, nous avons ajouté 4 ml d’acide nitrique concentré
(50%). L’ensemble est mis a 60°C durant (environ 72 heures) jusqu'a ce que la
solution devienne claire et que les vapeurs nitreuses rousses disparaissent. ). Ensuite,
chaque échantillon est complété a 19 ml avec de l'eau distillée puis conservé a 4°C
jusqu'a l'analyse (Coeurdassier, 2001), Les minéralisats sont ensuite récupérés dans

des tubes gradués.
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L’échantillon sous forme liquide est porté dans une flamme a une haute
température, de sorte qu’il se forme une vapeur atomique qui sera irradiée avec une
lampe spectrale émettant des raies de transition des atomes recherchés. En raison de
la quantification des états énergétiques, seuls les atomes concernés absorbent la
radiation excitatrice. L’absorption lumineuse que l'on mesure est liée a Ila

concentration des atomes étudiés par la loi de Beer Lambert : Log (I /I) =K.L.C
3.4. Analyses histologiques
3.4.1. Fixation des organes

Les organes sont fixés dans environ 2 ml de liquide de Bouin (fixateur a base
d’acide picrique, d’acide acétique et de formol) pendant 12 a 24 h. Le maximum de
Bouin est retiré des piluliers dans lesquels les organes sont immergés puis un
morceau de gaze est fixé a I'aide d"un élastique sur le haut de chaque tube. Les tube s
sont placés sous l'eau courante durant 3-4 h afin d’éliminer le reste de Bouin. Apres
ce ringage, 3 bains successifs d’alcool a 95%, d'une demi-journée chacun, sont

effectués, suivis par 2 bains de butanol d’environ 24 h.
3.4.2. Inclusion des organes dans la paraffine

Les organes sont placés a I'étuve (56°C) dans des piluliers contenant de la
paraffine. Trois bains successifs de paraffine sont effectués, d’environ 8 h chacun. Les
organes sont ensuite disposés dans des petits blocs en plastique dans lesquels est
coulée de la paraffine chaude. Puis ces blocs sont laissés a température ambiante

jusqu’a durcissement complet de la paraffine.
3.4.3. Réalisation des coupes au microtome

Les blocs sont fixés sur un microtome a manivelle (Anglia scientific 0325)
apres avoir été taillés afin d’obtenir une section de coupe enserrant étroitement
I'organe. L’avancement de 1'axe de coupe est réglé pour que 1'épaisseur de la coupe

soit de 2 um. Les coupes sont par la suite déparaffinées avant d’étre colorées a
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I’hemalun éosine (hématoxyline 1 g, iodate de sodium 0.2 g, chloral hydraté 150 g)
qui permet une coloration différentielle .apres déshydratation dans les bains
suivants : éthanol 95°, éthanol a 95° et du xyléene pur et enfin du xylene pur. Les
pieces sont montées a 'aide du baume de Canada (Martoja et Martoja, 1967). Les

rubans de coupes sont placés dans un support fermé puis seront collés sur lames.

Les observations des coupes sont effectuées avec une photo microscope

LEICA DM 1000.
3.5. Traitement des données

Les variables mesurées ont été analysées selon un dispositif factoriel en blocs

avec quatre répétitions.

Les données obtenues ont été soumises a une analyse de la variance a un seul

critere étudié, en utilisant le logiciel Openstat (Miller, 2014).

L'analyse est complétée par des comparaisons des moyennes par le test de

Fisher’s de la plus petite différence significative au seuil de 5% (Steel et Torrie, 1980).

L’analyse des régressions est faite a ’aide du logiciel IBM-SPSS (version 20),
pour déterminer leffet des facteurs biotiques sur les concentrations des
biomarqueurs étudiés. Le modele de la régression linéaire multiple s’écrit de la fagon

suivante :

Y= a + blx1+ b2x2,....bkxk
Ou:
Y est la variable dépendante,

x1,x2,...xk, sont les variables indépendantes ;
a est 'ordonnée a I'origine estimée ;

bl,b2,...bk, sont les pentes estimées.

-
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Chaque pente indique le changement attendu dans Y pour un changement d’une

unité dans xk.

Les valeurs de p (probabilité) refletent la présence (p < 0.05 et p < 0.01) ou I'absence
(p > 0.05 et p <0.01) d’effet significatif des variables indépendantes sur les variables

dépendantes

Les graphes ont été faits par Microsoft Excel 2013 (Microsoft, Redmond, WA,

Etats-Unis).

=
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Chapitre III. Résultats et discussion
1. Effets des poussiéres métalliques sur les variations des métabolites

Le tableau (5) représente les carrés moyens de I'analyse de la variance a un
critere des parametres mesurés au niveau de 1'hépatopancréas et du rein des

escargots traités par les poussieres métalliques.

L’analyse de la variance a mis en évidence un effet concentration hautement
significatif pour les trois parametres étudiés au niveau de 1'hépatopancréas des
escargots exposés aux différentes concentrations de poussieres métalliques. Par
ailleurs, au niveau du rein l’analyse de la variance révele des différences
significatives au seuil de 5% pour les protéines totales et les lipides, et hautement

significatives (p < 0.001) pour les glucides.

Tableau 5: Carrés moyens de I'analyse de la variance a un critere des parametres
mesurés au niveau de 1'hépatopancréas et du rein des escargots traités par les

poussieres métalliques.

Source de variation ddl Prot H Glu H Lip H
Concentrations 4 3.30 *** 168*** 0.30%**
Erreur 15 0.07 4.11 0.001
C.V % 9.08 8.99 10.92
Source de variation ddl Prot R GluR Lip R
Concentrations 4 2.05* 44.88*** 0.23*
Erreur 15 0.57 1.60 0.099
C.V% 18.70 11.00 17.86

ddl=degré de liberté, C.V= Coefficient de variation, ProtH=Proteines hépatopancréas. Glu H= Glucide hépatopancréas, Lip
H= Lipide hépatopancréas, Prot R= Proteines rein, Glu R= Glucide Rein, Lip R= Lipides Rein.

L’analyse de la régression linéaire explique que 83% de la variation des
protéines totales au niveau de I'hépatopancréas est influencée par l'effet des
concentrations croissantes des poussieres métalliques. La valeur du coefficient de
régression montre que l'augmentation de la concentration augmente le taux des

protéines de 0.0013 pg/g de poids frais. Alors que ce méme parametre n’est pas

=



Boucenna M. 2016. Etude de la toxicité des particules métalliques d’origine industrielle chez Helix aspersa. Evaluation nanotoxicologique
du Fe;0; et ALLOs.These de Doctorat en Sciences, Fac des Sciences. Université Badji Mokhtar, Annaba.156 p.

affecté par la contamination en poussieres métalliques au niveau du rein (r= 0.041)

(Figure 11).

Les taux de glucides sont positivement et significativement corrélés aux
concentrations de poussieres métalliques ou r = 0.98*** et r = 0.88* au niveau de
I'hépatopancréas et du rein, respectivement. Ainsi, les valeurs des pentes des
régressions réalisées indiquent que 1'élévation de la concentration augmente le taux
des glucides de 0.004 pg/g de poids frais au niveau de I'hépatopancréas et 0.010 ug/g

de poids frais au niveau du rein (Figure 12).

La figure (13) montre qu'au niveau de I'hépatopancréas, les lipides sont peu
liés aux concentrations de poussieres métalliques ou r = 0.68**, et I'analyse de la
régression linéaire au niveau du rein indique qu’il n'y a pas de corrélation avec le
traitement par les différentes concentrations de poussieres métalliques et le modele
linaire a un faible pouvoir explicatif (r = 0.076™). Cependant, les taux de lipides

enregistrés ne varient qu’entre 1.59 et 1.78 ug/g de poids frais.
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Figure 11 : Variation du taux de protéines totales au niveau de I'hépatopancréas et

du rein en fonction des différentes concntrations de poussieres métalliques.
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Figure 12 : Variation du taux des glucides au niveau de 1"hépatopancréas et du rein

en fonction des différentes concentrations de poussieres métalliques.
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Figure 13 : Variation du taux de lipides au niveau de I'hépatopancréas et du rein en

fonction des différentes concentrations de poussieres métalliques.
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2. Effet des traitements sur les variations des biomarqueurs

L’analyse de la variance montre un effet concentrations hautement significatif
au niveau de l'hépatopancréas et du rein pour 'ensemble des parametres étudiés
chez les escargots traités par 1'oxyde de fer (Tableau 6). La comparaison des
moyennes des biomarqueurs étudiés au niveau de 'hépatopancréas chez les traités
par I'oxyde de fer révele quatre groupes homogenes pour l'activité CAT et GST, cinq
groupes pour le GSH, alors que le MDA présente trois groupes seulement (Tableau

8).

Tenant compte de la plus petite différence significative au seuil de 5% (Ppdss%
= 0.002), le taux de l'activité enzymatique catalase (CAT) chez les individus témoins
présente la moyenne la plus faible (0.003 uM/min/mg de prot), alors que les individus
traités par les concentrations 50 et 400 forment un seul groupe dont le taux enregistré

est le plus élevé avec 0.030 uM/min/mg de protéines (Tableau 8).

Pour l'activité GST, le test de Fisher’s fait ressortir quatre groupes homogenes
qui se chevauchent pour les concentrations 200 et 400 pg/g présentant les taux
maximum. Les témoins présentent la valeur la plus faible avec 0.02 uM/min/mg de

protéines (Tableau 8).

Le taux de glutathion (GSH) le plus élevé est noté chez les individus témoins,
alors que chez les individus traités par la concentration 400 ug/g Le taux de GSH est

de 0.12 uM/mg de protéines et présente le taux le plus faible (Tableau 8).

La valeur maximale est obtenue chez les escargots traités par la concentration
400 pg/g avec une valeur de 0.47 uM/mg de protéines pour le taux de MDA au
niveau de 1'hépatopancréas, alors que la valeur minimale est de 0.08 (uUM/mg de

protéines) chez les témoins (Tableau 8).

&
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Tableau 6 : Carrés moyens de I'analyse de la variance a un facteur des parametres

mesurés au niveau de I'hépatopancréas et du rein des escargots traités par 'oxyde de

fer.
Source de variation ddl CATH GSTH GSH H MDAH
Concentrations 4 6.24c-4%** 0.003*** 0.20*** 0.10***
Erreur 15 1.88e¢ 4.32¢5 0.002 2.204
C.V% 7.03 10.18 15.93 7.90
Source de variation ddl CATR GSTR GSHR MDA R
Concentrations 4 0.001*** 0.037*** 0.68*** 2 53eakk*
Erreur 15 5.56¢¢ 6.84¢5 0.006 2.85¢6
C.V% 4.71 9.01 11.27 4.50

ddl=degré de liberté, C.V= Coefficient de variation, CAT H= CAT hépatopancréas. GST H = GST hépatopancréas, GSH H=
GSH hépatopancréas, MDA H= MDA hépatopancréas. CAT R= CAT Rein, GST R= GST Rein, GSH R= GSH Rein, MDA
R= MDA Rein.

L’induction de I'activité CAT est nettement supérieure chez les traités par les

concentrations croissantes d’oxyde de fer par rapport aux groupes témoins (Tableau

8).

La comparaison des moyennes des différentes concentrations sur la base de
I'induction I'activité GST laisse apparaitre quatre groupes distincts. Le groupe (a) est
représenté par la concentrations 400 ug/g, le groupe (b) est constitué des
concentrations 100 et 200 pg/g, le groupe (b,c) représenté par la concentration 50 ug/g
et enfin, le dernier groupe (c) qui représente les témoins avec l'activité la plus faible

(0.037 uM/min/mg de protéines) (Tableau 8).

Au niveau du rein, le traitement par l'oxyde de fer (tableau 4), met en
évidence des taux de GSH de I'ordre 0.356 (uM/mg de protéines) chez les traités par
la plus faible concentration et un taux de 1.107 (uM/mg de protéines) chez les

individus traités par la plus forte concentration.

Le test Fisher’s révele trois groupes homogenes, avec le taux le plus faible de

MDA chez les témoins, quant a la valeur la plus élevée, elle est enregistrée chez
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escargots traités par la plus forte concentration (400 pg/g) avec un taux de 0.051

uM/mg de protéines (Tableau 8).

L’analyse de la variance montre un effet concentration hautement significatif
pour l'ensemble des variables soumises a 1’analyse chez les escargots traités par
I'oxyde d’aluminium (Tableau 7). L’effet concentration subsiste pour tous les

biomarqueurs au niveau de ’hépatopancréas et du rein.

Tableau 7: Carrés moyens de l'analyse de la variance a un facteur des parametres

mesurés au niveau de 'hépatopancréas et du rein des escargots traités par I'oxyde

d’aluminium.
Source de variation ddl CATH GSTH GSHH MDA H
Concentrations 4 2.80e4*** 0.004*** 0.064*** 0.058***
Erreur 15 1.93¢7 2.204 5.00 2.03¢4
C.V% 3.52 13.48 7.28 9.60
Source de variation ddl CATR GSTR GSHR MDA R
Concentrations 4 0.003*** 3.33e-4*** 29.04*** 0.017***
Erreur 15 7.807 1.74¢5 0.26 1.15¢4
C.V% 1.55 5.20 19.27 10.74

ddl=degré de liberté, C.V= Coefficient de variation, CAT H= CAT hépatopancréas. GST H = GST hépatopancréas, GSH H=
GSH hépatopancréas, MDA H= MDA hépatopancréas. CAT R= CAT Rein, GST R= GST Rein, GSH R= GSH Rein, MDA
R= MDA Rein.

Le tableau (8) représente 1'évolution de l'activité catalase chez les escargots
exposés a I'oxyde d’aluminium au niveau de I"hépatopancréas, avec un minimum de
0.001uM/min/mg de protéines chez les témoins, et un maximum de 0.022

uM/min/mg de protéines chez les traités par 400 pg/g.

Concernant l'activité GST, trois groupes sont distincts, avec une moyenne

générale de 0.110 uM/min/mg de protéines (Tableau 8).

En tenant compte de la plus petite différence significative au seuil de 5%
(Ppdss% = 0.033), 0.464 uM/mg de protéines correspond au taux de GSH le plus élevé

et il est enregistré chez les escargots traités par la concentration 50 ug/g, en revanche,

&
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0.148 uM/mg de protéines est la valeur la plus faible rencontrée chez les escargots

traités par la plus forte concentration de xénobiotiques (Tableau 8).

Au niveau de I'hépatopancréas d’Helix aspersa, le test de Fisher’s a révélé
quatre groupes pour le biomarqueur MDA, mettant en évidence un effet

concentration dépendant vis a vis de I'oxyde d’aluminium (Tableau 8).

Concernant l’activité catalase au niveau du rein, le traitement des escargots
par 'oxyde d’aluminium met en évidence une variation entre les groupes allant de
0.035 pM/min/mg de protéines chez les témoins, a 0.104 uM/min/mg de protéines

chez les traités par la concentration 400 pg/g (Tableau 8).

Concernant l'activité GST, nous ne distinguons que deux groupes homogenes
avec une moyenne générale de 0.080 uM/min/mg de protéines, le premier groupe (a)
représente les témoins et les individus traités par les concentrations 200 et 400 pg/g et

le second groupe (b) englobe les individus exposés a 50 et 100 ug/g (Tableau 8).

Le taux du GSH au niveau du rein enregistre une valeur maximale de 6.823
uM/mg de protéines chez les témoins, cependant 0.235 uM/mg de protéines est la
valeur minimale observée chez les escargots traités par la plus forte concentration

(Tableau 8).

S’agissant du taux de MDA au niveau du rein d’'Helix aspersa traités par
I'oxyde d’aluminium, la comparaison des moyennes laisse apparaitre trois groupes
homogenes, un premier groupe représentant les témoins, un second groupe
renfermant les individus traités par les concentrations 50, 100 et 200 pg/g, et un
troisieme groupe spécifique aux traités par la plus forte concentration de

xénobiotiques (Tableau 8).
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Tableau 8: Comparaison des moyennes des parametres étudiés au niveau de

I'hépatopancréas et du rein des escargots traités par l'oxyde de fer et 'oxyde

d’aluminium.
Oxyde de fer Oxyde d’aluminium
Parameétres | Concentrations Glande Rein Glande Rein
(ng/g) digestive digestive
0 0.003 (d) 0.025 (d) 0.001 (e) 0.035 (e)
50 0.031 (a) 0.051 (b) 0.006 (d) 0.037 (d)
CAT 100 0.010 (c) 0.047 (c) 0.016 (b) 0.050 (c)
200 0.021 (b) 0.050 (bc) 0.015 (c) 0.057 (b)
400 0.030 (a) 0.073 (a) 0.022 (a) 0.104 (a)
Moyenne 0.019 0.050 0.012 0.056
Ppds 5% 0.002 0.003 6.633 0.001
0 0.020 (d) 0.037 (c) 0.062 (c) 0.088 (a)
50 0.040 (c) 0.047 (bc) 0.121 (a) 0.069 (b)
GST 100 0.071 (b) 0.052 (b) 0.094 (b) 0.071 (b)
200 0.090 (a) 0.055 (b) 0.138 (a) 0.083 (a)
400 0.088 (a) 0.265 (a) 0.132 (a) 0.088 (a)
Moyenne 0.064 0.091 0.110 0.080
Ppds 5% 0.009 0.012 0.022 0.006
0 0.690 (a) 1.107 (a) 0.367 (b) 6.823 (a)
50 0.262 (bc) 1.110 (a) 0.464 (a) 3.593 (b)
GSH 100 0.324 (b) 0.221(d) 0.344 (b) 2.239 (c)
200 0.189 (cd) 0.755 (b) 0.209 (c) 0.474 (d)
400 0.122 (d) 0.356 (c) 0.148 (d) 0.235 (d)
Moyenne 0.320 0.710 0.307 2.673
Ppds 5% 0.076 0.120 0.033 0.776
0 0.088 (c) 0.030 (c) 0.050 (d) 0.195 (a)
50 0.147 (b) 0.032 (c) 0.125 (b) 0.076 (b)
MDA 100 0.151 (b) 0.036 (b) 0.129 (b) 0.090 (b)
200 0.087 (c) 0.037 (b) 0.078 (c) 0.078 (b)
400 0.476 (a) 0.051 (a) 0.357 (a) 0.058 (c)
Moyenne 0.188 0.037 0.148 0.099
Ppds 5% 0.022 0.002 0.021 0.016
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L’analyse de la variance indique un effet concentration hautement significatif
pour tous les biomarqueurs étudiés au niveau de I'hépatopancréas et du rein chez les

escargots traités par les poussieres métalliques (Tableau 9).

Tableau 9 : Carrés moyens de l'analyse de la variance a un facteur des parametres

mesurés au niveau de 1’hépatopancréas et du rein des escargots traités par les

poussieres métalliques.

Source de variation ddl CATH GSTH GSHH MDA H
Concentrations 4 0.054*** 6.36*** 1.24%** 3.12e4%%*
Erreur 15 6.08e-4 0.08 0.07 7.37¢¢
C.V% 9.85 15.16 10.49 4.23
Source de variation ddl CATR GSTR GSHR MDA R
Concentrations 4 0.002%*** 0.002%*** 0.23** 0.001***
Erreur 15 6.45 > 1.62¢4 0.03 2.10e5
C.V% 14.29 11.45 14.52 3.20

ddl=degré de liberté, C.V= Coefficient de variation, CAT H= CAT hépatopancréas. GST H = GST hépatopancréas, GSH H=
GSH hépatopancréas, MDA H= MDA hépatopancréas. CAT R= CAT Rein, GST R= GST Rein, GSH R= GSH Rein, MDA
R= MDA Rein.

La comparaison des moyennes de l'activité catalase étudiée au niveau de
I"hépatopancréas de 'escargot Helix aspersa exposé a des concentrations croissantes
de poussieres meétalliques, révele quatre groupes homogenes, avec une activité
minimale de 0.091 uM/min/mg de protéines observé chez les témoins, et une
induction maximale de 0.366 uM/min/mg de protéines représentant les escargots

traités par la concentration 1500 pg/g (Tableau 10).

En tenant compte de la plus petite différence significative au seuil de 5%
(Ppds 5% = 0.442), l'activité GST présente une faible valeur chez les témoins avec
0.342 pM/min/mg de protéines, et une valeur élevée de 3.662 uM/min/mg de

protéines chez les escargots exposés a la concentration 1500 ug/g (Tableau 10).

Cinq groupes homogenes sont distincts pour le GSH. Le taux maximal de ce

biomarqueur est enregistré chez les témoins avec 3.315 uM/mg de protéines, alors
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que le taux minimal est enregistré chez les escargots traités par la plus forte

concentration en poussieres métalliques (Tableau 10).

Concernant le taux de MDA au niveau de I'hépatopancréas d’Helix aspersa
exposé a des concentrations croissantes de poussieres métalliques, nous notons
I'émergence de cinq groupes homogenes avec une moyenne générale de 0.064

uM/mg de protéines (Tableau 10).

Le test de Fisher's (LSD 5%) montre quatre groupes homogenes relatifs a
'activité catalase au niveau du rein: le taux le plus faible est enregistré chez les
individus témoins avec 0.028 uM/min/mg de protéines, et le taux le plus élevé est
observé chez les individus traités par la concentration 1500 pg/g avec 0.081

puM/min/mg de protéines (Tableau 10).

Trois groupes homogenes sont distincts pour l'activité GST, le premier groupe
représente les escargots témoins, le deuxieme groupe englobe les individus exposés
aux concentrations 100 et 500 ug/g, et le troisieme groupe englobe les deux plus

fortes concentrations (1000 et 1500 ug/g) (Tableau 10).

Le taux du GSH le plus faible est enregistré chez les individus exposés a la
plus forte concentration de xénobiotique avec une valeur de 0.864 uM/mg de
protéines alors que la valeur la plus élevée (1.484 uM/mg de protéines) est observée

chez les individus témoins (Tableau 10).

En tenant compte de la plus petite différence significative au seuil de 5%
(Ppdss% = 0.006), au niveau du rein, le taux de MDA est faible chez les témoins avec
0.111 uM/mg de protéines, alors que chez les escargots traités par les poussieres
métalliques, ce taux est de 0.170 uM/mg de protéines particulierement chez les

escargots exposés a la concentration 1500 ug/g (Tableau 10).
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Tableau 10: Comparaison des moyennes des parametres étudiés au niveau de

I'hépatopancréas et du rein des escargots traités par les poussieres métalliques.

Poussieres métalliques
Parametres | Concentrations | Hépatopancréas Rein
(ug/g)
0 0.091 (d) 0.028 (c)
100 0.260 (b) 0.030 (c)
CAT 500 0.178 (c) 0.067 (b)
1000 0.355 (a) 0.073 (ab)
1500 0.366(a) 0.081 (a)
Moyenne 0.250 0.056
Ppds 5% 0.037 0.012
0 0.342 (d) 0.073 (c)
100 1.364 (c) 0.101 (b)
GST 500 1.694 (c) 0.107 (b)
1000 2.613 (b) 0.130 (a)
1500 3.662 (a) 0.142 (a)
Moyenne 1.935 0.111
Ppds 5% 0.442 0.019
0 3.315 (a) 1.484 (a)
100 2.781 (b) 1.413 (ab)
GSH 500 2.548 (bc) 1.276 (ab)
1000 2.153 (cd) 1.159 (b)
1500 1.881 (d) 0.864 (c)
Moyenne 2.535 1.239
Ppds s 0.401 0.271
0 0.053 (d) 0.111 (d)
100 0.060 (c) 0.137 (c)
MDA 500 0.063 (bc) 0.149 (b)
1000 0.066 (b) 0.145 (b)
1500 0.077 (a) 0.170 (a)
Moyenne 0.064 0.142
Ppds 5% 0.004 0.006
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3. Effet des traitements par Fe:0s et AL:Os sur les variations des biomarqueurs

étudiés

La figure (14) illustre les variations de l'activité catalase au niveau de
I'hépatopancréas et du rein des escargots traités par l'oxyde de fer et l'oxyde
d’aluminium. Nous remarquons que l’activité catalase est plus élevée au niveau du
rein par rapport a 'hépatopancréas pour les deux xénobiotiques testés, de plus nous
constatons que cette activité enzymatique est plus élevée chez les traités par 'oxyde

de fer par rapport a ceux traités par 'oxyde d’aluminium et cette différence est de

l'ordre de 40 %.

Au niveau de I'hépatopancréas, l'activité GST est plus importante que celle
enregistrée au niveau du rein chez les individus exposés a Al:Os et la différence est

de l'ordre de 66%. Le méme phénomene est observé pour les traités par le Fe:Os

(Figure 15).

L’effet traitement par 'oxyde d’aluminium moyen au niveau du rein, indique

une diminution du taux de GSH (Figure 16).

La figure (17) montre que le taux de MDA au niveau de I"hépatopancréas des
escargots traités par I'oxyde de fer est nettement supérieur que celui enregistré au
niveau du rein. Ce taux est plus élevé chez les individus exposés a l'oxyde

d’aluminium.
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Figure 14 : Variations de I'activité catalase en fonction des concentrations croissantes

de Fe20s et Al:Osau niveau de I'hépatopancréas et du rein.
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Figure 15 : Variations de I'activité GST en fonction des concentrations croissantes de

Fe20s et Al:Osau niveau de 'hépatopancréas et du rein.
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Figure 16 : Variations du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes de

Fe20s et Al:Osau niveau de I'hépatopancréas et du rein.

400
> #MDA R
=200 (A1203)
£ MDA R
= 100 (Fe203)
£ @MDA H
g 50 (A1203)
S MDA H

0 E (Fe203)

0 0,1 02 0,3 0,4 0,5
MDA (uM/mg de prot)

Figure 17 : Variations du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes de

Fe:0s et Al:Os au niveau de I'hépatopancréas et du rein.
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3.1. Effet de l'oxyde de fer, de l'oxyde d’aluminium et des poussieres

métalliques sur I'activité catalase

Nos résultats indiquent que la variation de l'induction de l'activité CAT au
niveau de I'hépatopancréas chez les escargots exposés a l'oxyde de fer est
positivement liée aux concentrations croissantes de traitement (r = 0.56*). Des valeurs
qui passent de 0.003 a 0.03 uM/min/mg de protéines, chez les témoins et les individus

traités par la concentration 400 pg/g d’aliment, respectivement (Figure 18).

Une augmentation tres hautement significative de l'induction de l’activité
CAT au niveau du rein en présence de 'oxyde de fer est a signaler ou le coefficient
de détérmination (R?) explique 94% de la variation totale de I'activité CAT, ce qui est

important (Figure 19).
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Figure 18 : Variation de l'activité CAT en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau de I'hépatopancréas.
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Figure 19 : Variation de l'activité CAT en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau du rein.

La figure 20 montre que l'exposition des escargots aux concentrations
croissantes d’oxyde d’aluminium provoque une augmentation dose-dépendante et

tres significative de 'induction de I'activité catalase au niveau de 1"hépatopancréas (r

= 0.88"*).

Au niveau du rein, cette induction est positivement et tres hautement
significativement liée aux différentes concentrations d’oxyde d’aluminium (r =
0.99***). Nous avons également mis en évidence une augmentation de l'ordre de
300% de cette activité enzymatique chez les individus traités par la plus forte

concentration de xénobiotique comparativement aux témoins (Figure 21).
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Figure 20 : Variation de l'activité CAT en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau de I"hépatopancréas.
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Figure 21 : Variation de l'activité CAT en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau du rein.
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Nous remarquons que le modele linéaire permet d’expliquer 68% de la
variation totale de l'activité catalase qui est dépendante des concentrations de
poussieres métalliques. La valeur de la pente de régression montre que
I'augmentation de la concentration induit ’augmentation de 1'induction de I'activité

CAT de 0.0002 uM/min/mg de protéines (Figure 22).

D’apres la régression linéaire (figure 23), I'induction de l'activité catalase est
positivement et tres significativement corrélée avec les concentrations de poussieres
métalliques au niveau du rein ou r = 0.92***. Cependant, cette activité est multipliée
par 4 chez les escargots exposés a la concentration 1500 ug/g comparativement aux

témoins, avec respectivement des valeurs de 0.08 et 0.02 uM/min/mg de protéines.
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Figure 22 : Variation de l'activité CAT en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau de I"hépatopancréas.
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Figure 23 : Variation de l'activité CAT en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau du rein.

3.2. Effet de l'oxyde de fer, de l'oxyde d’aluminium et des poussiéres

métalliques sur l’activité GST

La figure (24) met en évidence 1'évolution de I'induction de I'ativité GST au
niveau de l'hépatopancréas chez les escargots exposés a l'oxyde de fer. Nous
constatons une liaison positive et significative (r = 0.80*) entre les concentrations du
xénobiotique et l'activité GST. Le coefficient régression indique que l'augmentation
de la concentration est a l'origine d'une induction de l'activité GST de l'ordre de

0.0002 uM/min/mg de protéines.

D’un autre coté au niveau du rein, les différentes concentrations d’oxyde de
fer sont positivement et tres significativement corrélées avec l'induction de l'activité
GST (r = 0.91***), la valeur du coefficient de régression indique que 1'augmentation
de la concentration augmente l'activité GST de 0.0006 uM/min/mg de protéines

(Figure 25).
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Figure 24 : Variation de l'activité GST en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau de I'hépatopancréas.
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Figure 25 : Variation de l'activité GST en fonction des concentrations

croissantes d’oxyde de fer au niveau du rein.
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L’analyse de la régression linéaire explique que 49 % de la variation de
I'activité GST est dose dépendante au niveau de 1'hépatopancréas, la valeur du
coefficient de régression indique que l'augmentation de la concentration induit

I'augmentation de I'activité GST de 0.0001 uM/min/mg de protéines (Figure 26).

Au niveau du rein, l'induction de l'activité GST est positivement et tres
significativement corrélée aux différentes concentrations d’oxyde d’aluminium (r =
0.98"). On remarque que les valeurs de la GST oscillent entre 0.069 et 0.088

puM/min/mg de protéines (Figure 27).
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Figure 26 : Variation de I'activité GST en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau de I"hépatopancréas.

=



Boucenna M. 2016. Etude de la toxicité des particules métalliques d’origine industrielle chez Helix aspersa. Evaluation nanotoxicologique
du Fe;0; et ALLOs.These de Doctorat en Sciences, Fac des Sciences. Université Badji Mokhtar, Annaba.156 p.

0,12
y = -5E-09x3 + 3E-06x2 - 0,0004x + 0,0874
01 R2=0.97%%  mesteesinn,

008 . e

Activitée GST
(uM/min/mgde prot)
B

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentrations (ug/g d'aliment)

Figure 27 : Variation de l'activité GST en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau du rein.

La figure (28) montre une induction dose dépendante et progressive de
I'activité GST. Cette activité passse de 0.34 a 3.66 uM/min/mg de protéines avec un

coefficient de corrélation r = 0.97***.

L’analyse de la régression linéaire laisse apparaitre une forte corrélation entre
la variation de l'induction de l'activité GST et les différentes concentrations de

poussieres métalliques au niveau du rein ou r = 0.94*** (Figure 29).
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Figure 28 : Variation de l'activité GST en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau de I'hépatopancréas.
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Figure 29 : Variation de l'activité GST en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau du rein.
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3.3. Effet de poussiéres métalliques sur 'activité acétylcholinestérase (AChE)

L’analyse de la variance a un seul critere indique un effet concentration
hautement significatif pour l'activité acétylcholine-estérase mesuré au niveau de la

téte avec un carré moyen des écarts égal a 0.028***.

La figure (30) illustre que l'analyse de regression linéaire révele un profil de
décroissance significatif de I'activité acétylcholine-estérase (AChE) au niveau de la

téte d'Helix aspersa exposé a différentes concentrations de poussieres métalliques,

nous avons mis également en évidence une grande corrélation ot r = - 0.97***,

L’activité AChE passe de 0.27 uM/min/mg de protéines a 0.067 uM/min/mg de
protéines respectivement chez les témoins et les traités par la concentration 1500

ug/s.
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Figure 30 : Variation de l'activité¢ AChE au niveau de la téte en fonction des

concentrations croissantes de poussieres métalliques.
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3.4. Effet de l'oxyde de fer, de l'oxyde d’aluminium et des poussieres

métalliques sur le taux de GSH

Au niveau de I'hépatopancréas des escargots exposés aux concentrations
croissantes d’oxyde de fer, le taux de GSH diminue de maniere significative, et passe
de 0.69 uM/mg de protéines enregistrés chez les témoins a 0.12 uM/mg de protéines

observés chez les traités par la concentration 400 pg /g (Figure 31).

Au niveau du rein, 'analyse de la régression linéaire explique que 67% de la
variation du taux de GSH est dose dépendante, la valeur de la pente de régression
montre que 'augmentation de la concentration réduit significativement le taux de

GSH de l'ordre de 0.0018 uM/mg de protéines (Figure 32).
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Figure 31 : Variation du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau de I'hépatopancréas.
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Figure 32 : Variation du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau du rein.
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Figure 33 : Variation du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau de ’hépatopancréas.
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Chez les escargots exposés aux différentes concentrations d’oxyde
d’aluminium, le taux du biomarqueur GSH, tend a diminuer au niveau de
I'hépatopancréas. Cette diminution du taux de GSH est inversement proportionnelle
aux concentrations de xénobiotique. En effet le taux de GSH diminue jusqu ‘a 0.0006

uM/mg de protéines (Figure 33).

Au niveau du rein, le facteur concentrations affecte d'une facon tres
significative la variation du taux de GSH (r = - 0.99***). Ainsi, le taux de GSH tend a
diminuer de maniere significative et inversement proportionnelle aux concentrations
d’oxyde d’aluminium. En effet, le taux de GST est 30 fois plus important chez les

témoins comparativement aux escargots exposés a la plus forte concentration (Figure

34).
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Figure 34 : Variation du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau du rein.

Une diminution tres significative des taux de GSH a été observée au niveau de
I'hépatopancréas chez les escargots traités par les poussieres métalliques

(r = - 0.95%*). Nous avons enregistré un taux de 3.31 uM/mg de protéine chez les

=



Boucenna M. 2016. Etude de la toxicité des particules métalliques d’origine industrielle chez Helix aspersa. Evaluation nanotoxicologique
du Fe;0; et ALLOs.These de Doctorat en Sciences, Fac des Sciences. Université Badji Mokhtar, Annaba.156 p.

témoins, contrairement aux individus contaminés par la concentration 1500 pg /g qui

ont enregistrés une valeur de 1.88 uM/mg de protéines (Figure 35).

L’analyse de la régression linéaire a mis en évidence une liaison négative et
tres significative (r = - 0.98***) entre le taux de GSH et les différentes concentrations
de traitement par les poussieres métalliques au niveau du rein. Le taux de GSH
décroit de 1.48 chez les témoins a 0.86 uM/mg de protéines chez les escargots traités

par la concentration 1500 ug/g (Figure 36).
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Figure 35 : Variation du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliquess au niveau de I"hépatopancréas.
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Figure 36 : Variation du taux de GSH en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau du rein.
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3.5. Effet de I'oxyde de fer, de 'oxyde d’aluminium et les poussiéres métalliques

sur la variation du MDA

Au niveau de I'hépatopancréas, l'analyse de la régression indique une
variation du taux de MDA de 90%. Chez les traités par la concentration 400 ug/g
d’oxyde de fer, le taux de MDA augmente six fois plus par rapport aux témoins, avec

des valeurs qui passent de 0.08 a 0.47 pM/mg de protéines (Figure 37).

Au niveau du rein, nos résultats indiquent que la variation du taux de MDA
chez les escargots exposés a 'oxyde de fer est positivement, tres significativement et
proportionnelle aux concentrations de xénobiotique avec r = 0.99***. Ainsi, le taux
de MDA passe de 0.03 a 0.05 puM/mg de protéines, chez les individus traités par la
plus forte concentration d’oxyde de fer (400 ug/g) (Figure 38).
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Figure 37 : Variation du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau de I'hépatopancréas.
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Figure 38 : Variation du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde de fer au niveau du rein.

L’analyse de la régression linéaire au niveau de 1'hépatopancréas chez les
traités par 'oxyde d’aluminium et les témoins, indique que 75% de la variation du
taux MDA est dose dépendante. En effet le taux de MDA augmente de 0.0007 uM/mg

de protéines (Figure 39).

La figure (40) illustre une diminution significative du taux de MDA au niveau
du rein en présence de 'oxyde d’aluminium avec un coefficient de détérmination

(R?) qui explique 66% de cette variation.
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Figure 39 : Variation du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’aluminium au niveau de I"hépatopancréas.
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Figure 40 : Variation du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes

d’oxyde d’‘aluminium au niveau du rein.
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La régression linéaire met en évidence un effet concentration tres hautement
significatif (r = 0.95***) chez les traités par les poussieres métalliques au niveau de
I'hépatopancréas d’Helix aspersa. Les taux de MDA qui passent de 0.053 a 0.077
uM/mg de protéines respectivement chez les témoins et les traités par la plus forte

concentration de xénobiotique (1500 pg/g) (Figure 41).

Au niveau du rein, nos résultats indiquent que la variation du taux du MDA
chez les escargots exposés aux poussieres métalliques est dose-dépendante
(r = 0.86*). Les taux de MDA oscillent entre 0.11 pM/mg de protéines chez les
témoins et 0.17 uM/mg de protéines chez les traités par la concentration 1500 ug/g

(Figure 42).

0,09
0,08 .
e et
0,06 | @ et s s
o R2=(.91%**

0,04

0,03

0,02

0,01

0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

MDA (uM/mgde Prot)

Concentrations (ug/g d'aliment)

Figure 41 : Variation du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau de I"hépatopancréas.
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Figure 42 : Variation du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes de

poussieres métalliques au niveau du rein.

4. Bioaccumulation des nanoparticules métalliques de fer et d’aluminium

L’analyse de la variance a mis en évidence un effet concentration hautement
significatif pour la bioaccumulation des nanoparticules de fer et d’alumine au niveau

de I'hépatopancréas et du rein des escargots Helix aspersa traités (Tableau 11).

Tableau 11 : Carrés moyens de l'analyse de la variance a un facteur de la
bioaccumulation mesurés au niveau de I'hépatopancréas et du rein des escargots

traités par 'oxyde de fer et 'oxyde d’aluminium.

Source de variation ddl | Bioaccumulation | Bioaccumulation
Fe:0s H Fe20s R
Concentrations 4 32.08%** 28.93***
Erreur 15 0.12 0.22
C.V% 6.05 7.96
Source de variation ddl | Bioaccumulation | Bioaccumulation
Al:Os H AlOs; R
Concentrations 4 62.95 *** 52.61***
Erreur 15 0.11 0.12
C.V% 4.43 4.55

ddl=degré de liberté, C.V= Coefficient de variation, H= Hépatopancréas. R=Rein.
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Le test de Fisher's (LSD 5%) indique l’émergence de quatre groupes
homogenes concernant la bioaccumulation de l'oxyde de fer au niveau de
I'hépatopancréas, la concentration la plus faible est enregistrée chez les individus
témoins avec 1.143 ug/g de poids sec, alors que la bioaccumulation la plus élevée est
observée chez les individus traités par la concentration 200 ug/g avec une

concentration de 8.126 ug/g de poids sec (Tableau 12).

Au niveau du rein, le test de Fisher’s révele également I'émergence de quatre
groupes homogenes pour la bioaccumulation des nanoparticules de fer, le premier
groupe (a) est représenté par les escargots traités par la concentration 50 pg/g, ou le
taux de bioaccumulation est maximum avec 8.707 ug/g de poids sec, le deuxieme
groupe (b) caractérise les escargots exposés a la plus forte concentration (400 pg/g), le
troisieme groupe (c) englobe les traités par les concentrations 100 et 200 pg/g, alors
que le derniere groupe (d) représente les témoins avec un taux de bioaccumulation

de 1.544 ug/g de poids sec (Tableau 12).

Concernant le taux de bioaccumulation au niveau de ’hépatopancréas d’Helix
aspersa exposés a des concentrations croissantes d’oxyde d’aluminium, nous
distinguons cinq groupes homogenes avec une moyenne générale de 7.612 ug/g de

poids sec (Tableau 12).

Trois groupes homogenes sont distincts apres utilisation du test de Fisher’s
(LSD 5%) sur le méme parametre mesuré au niveau des rein, le premier groupe (a)
représente les escargots contaminés par les concentrations 50 et 400 ug/g, le
deuxieme groupe (b) englobe les individus exposés aux concentrations 100 et 200

ug/g, cependant le troisieme groupe (c) représente les témoins (Tableau 12).
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Tableau 12: Comparaison des moyennes des parametres étudiés au niveau de

I'hépatopancréas et du rein des escargots traités par l'oxyde de fer et 'oxyde

d’aluminium.
Oxyde de fer Oxyde d’aluminium
Parametres Concentrations | Glande Rein Glande Rein
(ug/g) digestive digestive
Bioaccumulation 0 1.143 (d) 1.544 (d) 1.315 (e) 1.776 ()
50 5.222 (c) 8.707 (a) 6.215 (d) 10.612 (a)
100 7.544 (b) 5.994 (c) 9.354 (c) 7.683 (b)
200 8.126 (a) 5.994 (c) 11.132 (a) 8.213 (b)
400 7.074 (b) 7.337 (b) 10.046 (b) 10.669 (a)
Moyenne 5.822 5915 7.612 7.790
Ppds 5% 0.530 0.710 0.509 0.535

Nos résultats indiquent que la bioaccumulation des NPs de fer au niveau de

I'hépatopancréas est positivement et tres significativement liée aux concentrations

croissantes du Fe20s. Ceci est particulierement mis en évidence pour les traités par la

concentration 200 pg/g, avec r=0.96** (Figure 43).
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Figure 43 : Bioaccumulation des NPs de fer au niveau de I'"hépatopancréas d’Helix

aspersa.
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Au niveau du rein, les concentrations des NPs de fer accumulées, apres huit
semaines d’exposition, sont illustrées dans la figure (44). Nous avons mis en évidence
une augmentation dose-dépendante de la bioaccumulation des particules de Fe2Os et
I'analyse de la régression met en évidence la présence d'un effet concentrations
significatif des NPs (r=0.55). Les concentrations de fer accumulées varient de 1.54
ug/g de poids sec chez les témoins a 8.70 pg/g de poids sec chez les traités par la

concentration 50 ug/g.
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Figure 44 : Bioaccumulation des NPs de fer au niveau du rein d’Helix aspersa.

Au niveau I'hépatopancréas, les concentrations de NPs d’alumine accumulées
tendent a augmenter d’une maniere dose-dépendante et tres significative chez les
traités comparativement aux témoins (r = 0.95**). Des les traités par la concentration
50 pg/g de NPs d’alumine, la bioaccumulation augmente et atteint environ 11 ug/g
de poids sec chez les individus traités par la concentration 200 ug/g, alors que la
concentration d’AL:Os chez les témoins n” est que de 1.31 ug/g de poids sec (Figure

45).
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Figure 45 : Bioaccumulation des NPs d’alumine au niveau de 'hépatopancréas

d’Helix aspersa.

Au niveau du rein, I'analyse de la régression linéaire a mis en évidence une
correlation positive et significative (r = 0.60*) entre la capacité de bioaccumulation
des particules d’AlOs et leur concentration. La teneur en particules d’ALOs
accumulée augmente et atteint des valeurs d’autant plus élevées que la concentration
des NPs d’alumine est importante. Ainsi la quantité de particules accumulée passe
de 1.77 pg/g de poids sec chez les témoins a 10.67 pg/g de poids sec chez les traités
par la plus forte concentration (400 pg/g) (Figure 46).
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Figure 46 : Bioaccumulation des NPs d’alumine au niveau du rein d’Helix aspersa.
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5. Etude histopathologique
5.1. Cas des traités par les poussiéres métalliques
> Au niveau de I'hépatopancréas

L'hépatopancréas occupe un volume important de la masse viscérale. Il est
formé de deux lobes, chacun étant relié au mésentéron par un canal
hépatopancréatique. Les lobes de I'hépatopancréas sont entourés de tissu conjonctif
associé a quelques fibres musculaires lisses, I'ensemble constituant une enveloppe. Ils
apparaissent formés par la juxtaposition de nombreux tubules, les espaces qui
les séparent étant occupés par du tissu conjonctif au sein duquel circule
I'hémolymphe. La lumiere des tubules hépatopancréatiques est bordée par un
épithélium simple associant plusieurs types cellulaires et est en continuité avec
celle de canaux de faible diametre. Les canaux hépatopancréatiques résultent de la
convergence de ces petits canaux. L’épithélium renferment trois types de cellules et
chaque cellule présente les constituants essentiels (noyau et membrane) : les cellules
digestives CD (les plus abondantes), les cellules excrétrices CE, et les cellules a
calcium(CC) (Planche 1.B). Cependant chez les lots traités cette structure cellulaire
présente des altérations visibles se manifestant par une congestion vasculaire(CV),
des acinis présentant une lumiere élargie ainsi des structures cellulaires nécrosées

particulierement a la concentration 1000 pg/g (Planche 1.B).

L’observation microscopique des tissus des traités par la concentration 1500
ug/g de poussieres métalliques (Planche 1.C) illustre un aspect peu régulier des
acinis (destruction) avec une lumiere irréguliere contenant des débris cellulaires,
ainsi qu'une forte congestion (couleur rouge foncée), une quasi absence des cellules
digestives et une diminution de 1'épaisseur de l'épithélium confirmant ainsi le

phénomene de nécrose.
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Planche 1 : Coupes histologiques de I'hépatopancréas des escargots témoins (A) et
des traités par les concentrations 1000 ug/g (B), et 1500 pg/g(C) de poussieres
métalliques, (X 40).

CB : cellules a batonnet, CC : cellules ciliées.

" Débris cellulaire, |:> Nécrose

3 L :Lumiere de l'acini + Hypertrophie cellulaire
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> Au niveau du rein

Le rein est situé en position dorsale et postérieure, a la surface de la masse
viscérale. Il est en relation d'une part avec la cavité péricardique par un orifice réno-
péricardique réduit, et d'autre part avec un uretere qui prend en charge l'urine
produite. La paroi rénale forme des replis nombreux et étendus, soutenus par des
axes conjonctifs au sein desquels des lacunes hémolymphatiques sont présentes. Ces
replis sont tapissés d'un épithélium simple, prismatique, formé de -cellules
semblables les unes aux autres, les néphrocytes (Heusser et Dupuy, 2011).
L'épithélium rénal est uniformément composé de néphrocytes. Il s'agit de cellules
hautes, qui présentent une polarité nette : elles possedent un noyau basal associé a un
cytoplasme chromophile, alors que leur région apicale est occupée par une
volumineuse vacuole contenant une concrétion d'acide urique. Au contact de la
lumiere rénale, la membrane porte une bordure en brosse peu épaisse (Heusser et

Dupuy, 2011).

L’épithélium renferme un seul type de cellules excrétrices présentant un
noyau et une membrane granulaire, ces cellules excrétrices sont subdivisées en

cellules a batonnet et ciliées (Planche 2.A).

Les manifestations histologiques induites par la présence des particules
métalliques (Planche 2.B) se traduisent par une hypertrophie des épithéliums, une
nécrose avec une lumiere irréguliere encombrée par des débris cellulaires.
Parallelement 1'examen histologique des traités par la concentration 1500 ug /g
(Planche 2.C) met en évidence une absence des membranes des cellules excrétrices et

la prolifération du tissu conjonctif ainsi qu'une hypertrophie des cellules a calcium.
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Planche 2 : Coupes histologiques au niveau du rein des escargots témoins (A) et des

traités par les concentrations 1000 ug /g (B), et 1500 pg/g(C) de poussieres
métalliques, (X 40).

CB : cellules a batonnet, CC : cellules ciliées.

" Débris cellulaire, |:> Nécrose

= L :Lumieére de l'acini +Hypertrophie cellulaire
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5.2. Cas des traités par les NPs de Fe:0s

L’hépatopancréas normal des escargots Helix aspersa est constitué d'un
épithélium digestif constitué des lobules formant un ensemble d’acini maintenus

cohérents par un tissu conjonctif

La paroi des tubules hépatopancréatiques est constituée d'un épithélium
simple et haut, les cellules qui le composent présentent des morphologies diverses
mais relevent de trois catégories principales : des cellules sécrétrices, produisant des
enzymes digestives déversées dans la lumiere des tubules et responsables de la
digestion extra-cellulaire des substances nutritives, des cellules absorbantes, réalisant
la phagocytose des particules alimentaires de la lumiere des tubules et responsables
de la digestion intracellulaire, des cellules indifférenciées, basales, permettant le

renouvellement des autres types cellulaires (Heusser et Dupuy, 2011).

L’observation des coupes réalisées au niveau de I'hépatopancréas des
escargots traités par l'oxyde de fer mettent en évidence la présence de particules
sphériques jaunatres dans les lumieres des tubules hépatopancréatiques composées
probablement d’amas de nanoparticules, nous avons également noté la présence
d’infiltrats inflammatoires, ainsi qu'un phénomene de nécrose et une
désorganisation cellulaire particulierement pour les plus fortes concentrations 200

et 400 pg/g (Planche 3 A,B).

Au niveau du rein, 'examen histologique a mis en évidence la présence des
particules sphériques et une hypertrophie cellulaire chez les traités par la
concentration 50 pg/g d’oxyde de fer. A la concentration 200 ug/g nous avons

remarqué une hypertrophie des néphrocytes (Planche 4 A, B).
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Planche 3 : Coupes histologiques de I'hépatopancréas des escargots traités par les

concentrations 200 pg/g (A), et 400 pg/g(B) de Fe20s, (X 40).

_~ Particules sphériques, :> Nécrose

= L :Lumiere de I'acini +Hypertrophie cellulaire
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Planche 4 : Coupes histologiques du rein des escargots traités par les concentrations

200 pg/g (A), et 400 pg/g(B) de Fe20s, (X 40).

Particules sphériques, + Hypertrophie cellulaire
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5.3. Cas des traités par les NPs d’Al:0s

Le traitement de l'escargot Helix aspersa par l'oxyde d’aluminium laisse
apparaitre des altérations histologiques au niveau de 1'hépatopancréas chez les
traités par les plus fortes concentrations, se traduisant par une destruction des
lumieres des tubules hépatopancréatiques, ainsi que la présence de particules de

différentes tailles et des nécroses (Planche 5 A, B).

La Planche 6 (A et B) illustre l'aspect histopathologique du rein d’Helix aspersa
apres huit semaines d’exposition a I'oxyde I’aluminium. Nous avons mis en évidence
de particules sphériques sous forme d’amas au niveau du cytosol, ainsi qu’'une

hypertrophie cellulaire.
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Planche 5 : Coupes histologiques de I'hépatopancréas des escargots traités par les

concentrations 200 pg/g (A), et 400 pg/g(B) de AL:Os, (X 40).

_~ Particules sphériques, :> Nécrose
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Planche 6 : Coupes histologiques du rein des escargots traités par les concentrations

200 pg/g (A), et 400 ug/g(B) de ALOs, (X 40).
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Discussion Générale

Afin d’évaluer l'impact toxicologique des polluants sur les organismes
terrestres, l'utilisation des marqueurs biologiques ou biomarqueurs est
indispensable. Ces biomarqueurs sont largement utilisés et peuvent constituer un
importante outil de diagnostic pour évaluer le degré d'exposition et les effets des
xénobiotiques (Forbes et al., 1997, McLoughlin et al., 2000). L'utilisation de batteries
de biomarqueurs permettrait vraisemblablement une évaluation réaliste et fiable des
effets toxicologiques des contaminants sur les individus et les populations (Lagadic

et al., 1997).

Dans notre étude une approche multiparamétrique a été mise en place en
utilisant les parametres biochimiques et enzymatiques pour 1évaluation
diagnostique et prédictive des effets de la contamination sur une population

d’escargot Helix aspersa.

Plusieurs études suggerent que certains aspects de la toxicité des ETM,
en particulier les effets chroniques et sublétaux, dépendent plus de la vitesse a
laquelle un ETM entre dans I'organisme que des concentrations internes (Rainbow,
2002; Van Straalen et al., 2005). L’exposition et I'ingestion des ETM provoquent des
effets et des perturbation de certains systemes enzymatiques et également des

activités métaboliques et physiologiques chez 'homme et ’animal (Iscan et al., 1994).

Dans notre travail, nous avons pu mettre en évidence une atteinte du
métabolisme des escargots a travers la perturbation du taux de protéines totales, avec
un effet concentration significatif au niveau de I'hépatopancréas et du rein chez les
animaux exposés aux poussieres métalliques. Nos résultats corroborent ceux de
Grara et al., (2012c), Radwan et Mohamed, (2013) et Bouaricha (2013) qui ont montré
une augmentation du taux des protéines totales chez l'escargot Helix aspersa traités
par divers xénobiotiques dont les poussieres métalliques et des pesticides

(I'imidaclopride et 'emamectine benzoate entre autres). Cette augmentation pourrait
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étre expliquée en partie par l'induction des métallothionéines (MTs). Celles-ci
constituent une superfamille de faible poids moléculaire, riches en cystéine et
responsables a la fois de la protection des cellules contre les ETM toxiques tels le Cd
ou le mercure (Dallinger et al., 2004) et de la régulation homéostatique des ETM

essentiels comme le Zn ou le Cu (Dallinger, 1993).

Ainsi, chez les mollusques, la capacité a résister aux fortes concentrations des
ETM est liée principalement a la liaison de ces derniers avec les MTs (Simkiss et
Mason, 1983), dont on distingue trois isoformes chez les escargots (Dallinger et al.,

1997; Hispard et al., 2008; Baurand et al., 2015).

D’un autre coté 1'augmentation du pool protéique suggere une induction des
genes HSps, en effet il est maintenant admis que chez quelques invertébrés, y
compris les mollusques, divers facteurs, tels que le choc thermique ou l'exposition
aux ETM, activent les genes HSp70 chez Mytilis galloprovincialis (Franzellitti et Fabbri,
2005), (Kourtidis et al., 2006), et également chez I'escargot Achatina fulica (Martynova
et al., 2007). En revanche, Desouky, (2012) ne note aucune variation du taux de
protéines totales chez deux mollusques Lymnaea stagnalis et Dreissena polymorpha
exposés al’aluminium et au cadmium. Contrairement a El Gohary et Genena, (2011)
et Al-Fahmie, (2012) qui ont mis en évidence une diminution du taux de protéines
totales lors de 1'exposition des escargots terrestres a certains polluants y compris les
ETM et les molluscicides. Dans le méme contexte, El-Shenawy et al, (2012)
mentionnent un faible taux de protéines totales au niveau de la glande digestive des

escargots Eobania vermiculata collectés au niveau des sites pollués par les ETM.

Concerant I'étude de la variation des glucides, nos résultats indiquent une
forte corrélation entre le taux des glucides au niveau des deux organes ciblés chez
Helix aspersa apres traitement par les concentrations croissantes en poussieres
métalliques. L’augmentation du taux des glucides est observée chez Helix aspersa

exposé aux poussieres métalliques pendant quatre semaines (Grara et al., 2012c), il en
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est de méme pour l'escargot Biomphalaria alexandrina exposé a l'atrazine (Barky et al.,
2012). Tandis que Radwan et al., (2008) a révélé que le traitement de 'escargot
Eobania vermiculata par le méthomyl et le méthiocarbe induit une diminution
significative des taux des glucides. D’un autre coté et toujours dans le méme ordre
d’idée, EI-Wakil et Radwan (1991) suggerent que 1'épuisement du taux de glycogene
dans les tissus de l'escargot d’eau douce Bellamya dissimilis, exposés a des pesticides
(I'endosulfane, parathion, quinalphos et nuvan méthyliques) est di a l'utilisation
directe du glycogene pour la régénération de I'énergie, ou a une hypoxie induite par
les pesticides. Les glucides sont les sources d'énergie primaires et immédiates, dans
des conditions de stress, les réserves de glucides sont épuisées pour satisfaire des
demandes énergétiques accrues (Arasta et al., 1996). Cette diminution est due a
I'oxydation des glucides en présence des ions métalliques conduisant a la libération
d’aldéhydes et du peroxyde d’hydrogene (Nzengue, 2008). D’apres Carefoot et al.,
(1993), le taux du glucose diminue lorsque 'on soumet I'escargot Abalone a un stress

chimique.

Par ailleurs, Canesi et al., (1998), a mis en évidence une augmentation du taux
de glucides au niveau de la glande digestive de la moule Mytilus galloprovincialis en

raison de l'inhibition de ’hexokinase .

Les lipides sont également une source principale d'énergie métabolique et I'un
des composants essentiels des cellules, et des membranes (Eghtesadi-Aragh et
Bastami, 2011). Dans notre travail, nous avons mis en évidence une augmentation
du taux de lipides au niveau de I'"hépatopancréas contrairement aux essais menés sur

du rein qui ont mis en évidence de faibles variations du taux de lipides.

Selon El-Shenawy et al., (2012), les lipides augmentent de fagon significative au
niveau de la glande digestive de l'escargot Eobania vermiculata collectés a partir de
zones polluées. Le taux de lipides peut étre également affecté par le mode de

nutrition de l'escargot qui est herbivore dans les écosystemes terrestre (Beeby, 1985).
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Ceci pourrait expliquer en partie 'augmentation du taux de lipides mise en évidence
dans notre travail. Par ailleurs, Boshoff et al., (2015) indiquent que les taux de lipides
ne sont pas corrélés avec les concentrations d” ETM au niveau de la glande digestive
de l'escargot Cepaea nemoralis. En revenche, les travaux de Grara et al., (2012c), ont
mis en évidence une baisse significative du taux des lipides au niveau des deux
organes étudiés. Ceci peut étre dGi a I'attaque radicalaire des membranes qui a pour
conséquence des perturbations de la perméabilité membranaire liées a la formation
de peroxydes lipidiques (Lawton et Donaldson, 1991). De plus, Halliwell et Chirico
(1993) stipulent que les effets spécifiques d"une attaque radicalaire se manifestent a
I'échelle cellulaire par une peroxydation lipidique induisant des perturbations

prononcées du fonctionnement cellulaire.

Tous les composants peuvent étre touchés : lipides, protéines et donc la
membrane dans son ensemble (Radi ef al.,1991; Halliwell et Chirico, 1993), jusqu’a
I’ADN et provoquant ainsi des pathologies diverses (Curtin et al., 2002; Gutteridge,
1992). Selon Aurousseau (2002), les radicaux libres oxygénés sont a l'origine d’une
dégradation des lipides, a travers la 3 oxydation. De plus, les ETM comme le cuivre
et le fer ont été largement utilisés comme des agents initiateurs de I'oxydation des
lipides (Nzengue, 2008). Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Padjama
et Rao (1994) qui ont mis en évidence une diminution des taux des lipides chez

I'escargot d’eau douce Bellamya dissimilis exposé aux pesticides.

La libération de ROS au niveau cellulaire provoque un stress oxydant et une
perturbation de l'efficacité du systeme antioxydant (Valko et al., 2005; Prevodnik et
al., 2007), elle est connue comme le mécanisme général le plus important de la toxicité
de nombreux xénobiotiques (Regoli et al., 2006; Ozden et al., 2013). Selon Manzl et al.,
(2004), au niveau des cellules de I'hépatopancréas d’Helix pomatia le taux de ROS
augmente apres exposition des animaux a des concentrations élevées de Cu (100
uM). Cependant, le déclenchement du stress oxydatif est corrélé a une induction de

I'activité des enzymes antioxydantes chez les animaux (Halliwell et Gutteridge,
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1985). En effet, ces enzymes permettent de protéger les cellules contre les radicaux
libres produits de maniere physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal.
Il en est ainsi de la superoxyde dismutase (SOD) qui joue un rdle tres important dans
protection de I'organisme contre les dommages du stress oxydant (Livingstone, 2001;
Suntres, 2002). Elle a la particularité de ne pas pouvoir traverser les membranes
biologiques, et elle remplit ses fonctions de détoxication au sein méme du
compartiment cellulaire ou les ROS sont formées (Staniek et Nohl, 2000). Les SOD
catalysent la réaction de dismutation de Il'anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogene H:0:. Elle est liée de maniere fonctionnelle avec 'activité catalase (les
deux enzymes fonctionnent de fagon séquentielle) (Asagba et al., 2008), la relation
entre les CAT et l'activation de la SOD a également été constaté chez les vers de terre
Eisenia foetida exposés a l'éthylbenzene (Liu et al., 2010). La catalase et la GPx
appartiennent au mécanisme de défense primaire contre les especes réactives de
I'oxygene (ROS) en catalysant la conversion du peroxyde d’hydrogene H20: en H20
(Franco et al., 1999; Hirrlinger et al., 2002), apres leur libération qui est induite par la

présence de composés exogenes a l'organisme comme c’est notamment le cas des

ETM (Van der Oost et al., 2003; Brown et al., 2004 ) et des NPs (Ali et al., 2012).

Dans notre tarvail, nous avons mis en évidence une augmentation tres
significative de l'activité catalase au niveau de I'hépatopancrés et du rein chez
I'escargots Helix aspersa traité par les concentrations croissantes de 'oxyde de fer, de
I'oxyde d’aluminuim et de poussieres métalliques, cette activité varie non seulement
selon le type de traitement mais aussi en fonction de l'organe testé. Nos résultats
montrent une induction importante de I'activité catalase chez les individus traités par
Fe20s comparativement a ceux traités par AlOs. Par ailleurs, l'activité enzymatique
est plus élevée au niveau du rein par rapport a I'hépatopancréas pour les deux
traitements Fe:0s et Al:Os. Boulkhessaim, (2013) a également mis en évidence une

augmentation significative de l'induction de lactivitt CAT au niveau de
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I'hépatopancréas chez Helix aspersa traité par les concentrations 200 et 300 ug/g

d’aluminium.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Grara et al., (2009) et
Belhaouchet et al., (2012), qui ont révélé une induction de l'activité catalase chez
Helix aspersa traités par des ETM pendant 14 et 28 jours, cette induction est également
observée chez l'escargot Cantareus apertus exposé aux carbamates pendant une

période de trois, sept et 14 jours (Leomanni et al., 2015).

D’autres part, I'exposition de rongeurs a des particules d’aluminium a mis en
évidence non seulement des perturbations au niveau du métabolisme mais
également une diminution de l'activité de la glutathion-peroxydase (Jia et al., 2001a)
et une augmentation de l'activité catalase (Flora et al., 2003) comme le montrent
également Ali et al., (2012), chez des mollusques d’eau douce Lymnaea luteola apres
leur exposition aux particules de ZnO. De plus, Fahmy et al., (2014) mentionnent une
induction de l'activité catalase au niveau des tissus d'escargot Biomphalaria

alexandrina apres trois semaines d'exposition aux NPs de zinc.

Buffet et al., (2011, 2014) notent une augmentation de l'activité CAT au niveau
de la glande digestive chez le mollusque bivalve Scrobicularia plana exposé dans des

mesocosmes aux NPs d’argent et de CuO pendant 14 et 21 jours.

Il en est de méme concernant les travaux de Cid et al., (2015) qui signalent que
'activité catalase tend a augmenter significativement chez les bivalves d'eau douce
Corbicula fluminea exposés a des concentrations croissantes des NPs de diamant
pendant 14 jours. Selon Ali et al., (2014, 2015) l'activité catalase augmente chez
Lymnaea luteola traités par les plus fortes concentrations de TiO2 NPs. Cette activité
est plus importante au niveau de la glande digestive de la moule bleue Mytilus edulis
exposée aux nanoparticules de dioxyde de titane (Tedesco et al., 2008 ; Farkas et al.,
2015). Gomes et al., (2014) notent également que chez les moules Mytilus

galloprovincialis traitées par les NPs d’argent (Ag NPs) pendant 15 jours, la SOD et
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CAT augmentent significativement au niveau de la glande digestive et les branchies.
Une augmentation de 'activité de catalase a été signalée chez les vers de terre Eisenia

foetida, exposées a 1g/kg de TiO2 pendant une période de sept jours (Hu et al., 2010).

Canesi et al., (2014 ) notent qu’il n y a aucun changement de l'induction des
activités spécifiques des enzymes antioxydantes catalase chez le bivalve Mytilus

galloprovincialis exposé aux NPs de TiO2.

Selon Chandran et al., (2005) I'activité catalase au niveau de 1"hépatopancréas
et le rein chez l'escargot Achatina fulica est inhibée en présence de cadmium et de
zinc. Au niveau de I’hépatopancréas d’Helix aspersa également, l'inhibition de
'activité catalase est de I'ordre de 76 % en présence d’ions métalliques (Ramos-
Vasconceloset et al., 2005), une diminution de 73.53 % de l'activité catalase a été
enregistrée au niveau de I'hépatopancréas et de 90.73 % au niveau du rein chez la
méme espece traitée par la poussiere métallique pendant sept jours (Grara et al.,
2012a). Sarkar et Sil, (2014) mentionnent également que 1'augmentation des ROS est
accompagnée d’'une diminution de la CAT au niveau des hépatocytes isolées des
souris exposées au Fe20s. L’effet de 1'exposition aux nanoparticules d'argent sur des
vers de terre, Eisenia foetida se traduit également par une diminution de l'activité
catalase (Tsyusko et al., 2012 ; Gomes et al., 2015). Une diminution de I'ordre de 35%
de l'activité catalase a été enregistré apres quatre jours de traitement par les doses 10
et 100 ug/l de CeO: chez les deux mollusque d'eau douce, Dreissena polymorpha et
Gammares roeseli (Garaud et al., 2015). Ali et al., (2014) ont également observé une
diminution de la catalase chez I'escargot d’eau douce Lymnea Luteola exposé aux NPs
d’argent, une altération de l'activité CAT a été observé chez les huitres Crassostrea

virginica contaminés avec des concentrations croissantes de 0.02 a 20 pg/l de NPs

d’argent (McCarthy et al., 2013).
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Fahmy et al., (2014) mentionnent une inhibition de l'activité CAT et SOD au
niveau de 1'hémolymphe chez l'escargot Biomphalaria alexandrina traité par les

concentrations 7 et 35 ug/ml de ZnO.

L’activité¢ CAT chez les invertébrés varie selon les especes, le mode
d’exposition, et méme au sein d’un méme organisme (Regoli et al., 2006). L'intensité
des effets toxiques exercée par des xénobiotiques est liée a la concentration de I'agent
polluant dans le tissu ou l'organe cible. La durée au cours de laquelle ces effets se
manifestent dépend de la période pendant laquelle l'espece toxique est en contact

avec ce tissu ou cet organe.

Par ailleurs, de nombreuses études montrent que 1'exposition d’un individu a
deux substances ayant le méme potentiel toxique et a des concentrations identiques
ne se traduit pas nécessairement par les mémes réponses de chacune d'elles au
niveau de la cible cellulaire (Rozman et Klaassen, 1996). Ce phénomene est souvent
dti au métabolisme respectif des deux substances qui peut étre différent. Ainsi, c'est
le métabolisme qui détermine le devenir d'une substance dans 1'organisme, parce
qu'il est le résultat des processus d'absorption, de distribution et d'élimination
(biotransformation et excrétion) qui gouvernent son cheminement dans les divers

compartiments de I'individu (Bend et Sinal, 1998; Brodeur et Tardif, 1998).

Les réactions de la phase II ont pour but de fixer a des molécules
hydrosolubles les substances xénobiotiques modifiées lors de la phase I afin de les
excréter ou de les stocker. Le poids moléculaire et le caractere hydrophile des
molécules conjuguées vont étre augmentés ce qui limite leurs possibilités de
diffusion. Les glutathion-S-transférases (GST) font partie des enzymes du cytosol,
des mitochondries et des microsomes (Hayes et al., 2005), ubiquistes dites de
conjugaison phase II (Elia et al., 2003; Lesser, 2006; Kim et al., 2009), elles sont

impliquées dans la détoxification des xénobiotiques, la protection contre les
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dommages oxydatifs et le transport intracellulaire d’hormones (Kim et al., 2009 ;

Zhou et al., 2009).

En effet, la GST joue un role primordial dans le mécanisme de détoxication des
especes réactives de 1'oxygene (ROS) et la régulation de 1'équilibre redox (Konings et
Penninga, 1985; Siritantikorn et al., 2007), elle intervient également dans la
destruction des peroxydes et des époxydes provenant de l'oxydation non
enzymatique des acides gras (Valko et al., 2006). D’autres études ont montré que le
H:0O: peut également induire la GST (Hayes et Pulford, 1995; Solé et al., 2004), cette
enzyme catalyse la réaction d’addition entre ces composés et le groupement —-SH du
glutathion générant ainsi des composés plus hydrosolubles par neutralisation des
sites électrophiles des xénobiotiques, facilitant ainsi son expulsion hors de la cellule

par les pompes membranaires a GS- (Salinas et Wong, 1999 ; Hayes et al., 2005).

Dans notre travail, nous avons indiqué une augmentation dose-dépendante de
'activité GST au niveau des deux organes cibles (hépatopancréas et rein) chez les
traités par les trois xénobiotiques testés. Cette augmentation pourrait étre expliquée
par la mise en place de mécanismes de détoxication afin de neutraliser la pénétration

cellulaire des ETM et des NPs de fer et d’alumine.

Une induction de l'activité GST est signalée chez l'escargot Helix aspersa
exposé a l'insecticide imidaclopride (Radwan et Mohamed, 2013), et au spinosad
(Belhaouchet et al., 2012). Une augmentation de l'induction de l'activité GST a été
enregistrée chez Helix aperta et Helix aspersa récoltée a proximité d’un complexe

siderurgique (El-Hadjar) (Hamdi-Ourfella et Soltani, 2014 ; Larba et Soltani, 2014).

Mouneyrac et al., (2014) notent que les effets des nanoparticules métalliques
(Ag, Au, CuO, Cds et ZnO) sur le mollusque Scrobicularia plana et sur le polychete
Hediste diversicolor se manifestent par une induction importante de l’activité GST. Le
méme phénomeéne observé chez les bivalves Corbicula fluminea exposés aux NPs de

diamant (Cid et al., 2015), et également observé chez la moule Mytilus galloprovincialis
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traitée par les différentes nanoparticules (fullerene (C60), dioxyde de titane (TiO2) et
dioxyde silice (SiOz2)) (Canesi et al., 2010). Cependant, Bigorgne et al., (2012) révelent
une augmentation d'expression d’ARNm-GST suite a 'exposition aux concentrations

croissantes des NPs de TiO:zchez les vers de terre Eisenia fetida.

Des fluctuations de l'induction de l'activité GST ont été montioné par les
traveaux de Regoli et al., (2006), Boshoff et al., (2015) sur Helix aspersa et Cepaea

nemoralis récolté dans des sites pollués par les ETM.

Aucun changement n'a été signalé concernant l'induction de lactivité
enzymatique GST chez Mytilus galloprovincialis exposée aux NPs de TiO:(Canesi et
al., 2014 ). Garaud et al., (2015) mentionnent également que l'exposition de deux
invertébrés d'eau douce Dreissena polymorpha et Gammares roeseli aux nanoparticules

de l'oxyde de cérium (CeOz2) n’affectent pas d’induction de l'activité GST.

Tandis que, Fahmy et al., (2014) révelent une diminution de l'activité GST au
niveau de l'hémolymphe et du tissu mou d'escargot d'eau douce Biomphalaria
alexandrina traité par les NPs de ZnO. Il en est de méme apres une exposition aux
NPs Ag chez la moule Mytilus galloprovincialis (Gomes et al., 2013), chez le ver de
terre Eisenia foetida (Gomes et al., 2015), et également chez l'escargot Lymnea luteola
(Ali et al., 2012, 2014). Ainsi, Cui et al.,, (2010) ont indiqué une diminution de

I'expression d”ARNm-GST chez des souris exposées aux NPs de TiO..

Les principales fonctions du GSH intracellulaire résident d'une part, dans la
protection cellulaire contre les agents oxydants d’origine métallique, le maintien de
I'équilibre d'oxydo-réduction (Dianzani et Ugazio, 1978; Christova et al., 2003), et
d'autre part, dans son implication dans les voies de détoxication des xénobiotiques

(Arrigo, 1999).

Concernant l'effet du traitement par les poussieres métalliques sur l'escargot
Helix aspersa, nos résultats montrent une diminution dose-dépendante du taux de

GSH au niveau de I'hépatopancréas et du rein. Cette déplétion peut étre expliquée
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par la liaison directe du glutathion au métal, comme le stipule Barillet (2007), les
ETM sont caractérisés par leurs fortes affinités vis-a-vis des groupements thiols et
forment des complexes avec ces entités chimiques (Viarengo, 1994). Cependant, la
synthese de GSH en présence de cadmium est un mécanisme de protection dans
lequel le métal se fixe aux groupements thiols du GSH, prévenant ainsi les
dommages cellulaires (Hatcher et al., 1995; Shukla et al., 2000). En effet, grace a la
fonction thiol de sa cystéine, il agit comme un tampon "antioxydant" et pendant ce
cycle, le GSH est oxydé en glutathion disulfure (GSSG) qui est réduit rapidement a
son tours en GSH par l'action de la glutathion réductase en présence de NADPH
(Filomeni et al., 2002) tout en maintenant la proportion GSH /GSSG a 99%. De ce fait,
Leomanni ef al., (2015), montrent que l'activation précoce de GPx joue un role dans la
baisse anticipée de la GSH/GSSG chez l'escargot Cantareus apertus exposé au carbaryl.

Une déficience en GSH expose les cellules a un risque de dommage oxydatif (Droge,

2002).

Plusieurs études confirment nos résultats obtenus et aide a mieux expliquer la
relation entre la diminution du taux de GSH et méme temps 'augmentation de

'activité GST chez les individus exposés aux différents xénobiotiques.

Les études de Atailia (2009), Boucenna (2010) et de Grara (2011) indiquent
I'implication du systeme GSH/GST chez l'escargot Helix aspersa traité par les

poussieres métalliques, et chez les taités par méthomyl et le chlorpyrifos (Salama et

al., 2005).

Une diminution de 55 a 82% du taux de GSH a été enregistrée au niveau de
I"hépatopancréas d’Helix aspersa exposé a des concentrations croissantes d’aluminium
(Boulkhessaim, 2013). Il en est de méme chez I'escargot Achatina fulica exposé aux
cadmium et zinc (Chandran et al., 2005). Canesi et al., (1998) et Torres et al., (2002)
constatent également une diminution du taux de GSH au niveau de la glande

digestive de la moule Mytilus galloprovincialis apres trois jours d’exposition au cuivre.
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La diminution du taux de GSH a été démontrée par El-Gendy et al., en 2009 au
niveau de la glande digestive de Theba pisana apres traitement aux pesticides, et

également chez les traités par le cuivre, le plomb et le zinc (Radwan et al., 2010).

Notre étude d’évaluation des effets du traitement par les nanoparticules
métalliques sur la variation des taux du GSH indique également une diminution
dose dépendante au niveau des glandes digestives et du rein, ces résultats vont dans
le méme sens que ceux de Gomes et al., (2015) et Fahmy et al.,, (2014) qu’ils ont
signalé une diminution du taux du glutathion chez l'escargot Biomphalaria alexandrina
exposé aux NPs de zing, ainsi que chez le ver de terre Eisenia foetida traité par NPs
d’argent. Sarkar et Sil, (2014) révelent une augmentation des ROS et une diminution
du taux de GSH chez les souris traitées par les NPs de fer (Fe20s), une diminution
dose-dépendante du taux de GSH (jusqu'a 42%) a été observé dans les cultures

cellulaires des souris apres une exposition combinée de UVB et 'oxyde de fer

(Murray et al., 2013).

Le taux de GSH a subit également une diminution chez le bivalve Lymnaea
luteola traité par Ag NPs (Ali et al., 2014), le méme phénomene a été observé chez les
huitres Crassostrea virginica apres leurs expositions aux NPs Ag (McCarthy et al.,
2013), et chez la moule d'eau douce Unio tumidus trairée par les NPs de Zn
(Falfushynska et al., 2015). Une baisse du taux de GSH total est observée au niveau
des branchies des poissons exposés a des concentrations sublétales des NPs de TiO2

(Ramsden et al., 2013).

Les résultats de la présente étude ont confirmé également le constat de Xiong
et al., (2011) et Ali et al., (2012), suggérant que la diminution des taux du GSH dans la
glande digestive semble étre une réponse commune des mollusques a l'exposition
aux nanoparticules métalliques, qui s’explique en partie par la forte affinité de ces

derniers pour le GSH.
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Les motoneurones cholinergiques sont considérés comme des récepteurs
spécifiques a l'acétylcholine chez les mollusques et les gastéropodes (Carpenter et al.,
1977; Weiss et al., 1993). Les acétylcholinestérases sont des enzymes qui catalysent
'acétylcholine en choline et acide acétique (Matozzo et al., 2005), elles sont utilisées
comme biomarqueur d’exposition aux pesticides chez les mollusques (Mazzia et al.,
2011), elles sont considérées aussi comme étant la cible principale des ETM (Ladhar-

Chaabouni et al., 2009 ; Belabed et Soltani, 2013).

L’inhibition de I’AChE par de nombreux neurotoxiques, tels que les ETM
provoque une transmission permanente de I'influx nerveux causant de nombreuses
anomalies pouvannt aller jusqu’a la paralysie et la mort (Vidal, 2001 ; Matozzo et al.,
2005). La stimulation intense des récepteurs muscariniques du fait de cette
hyperexcitation conduit a une inhibition de type feedback visant a arréter la

transmission cholinergique (Salmon et al., 2005).

Selon Grara et al., (2012a), I'inhibition de l'activité AChE est de 1'ordre de 96%
apres 7 jours d’exposition d’Helix aspersa aux poussieres métalliques, une inhibition
de 10% a été également indiquée apres 7 jours d’exposition des escargots au
diméthoate, il en est de meme apres traitement topique au méthomyl et au
carbofuran (Salama et al., 2005) , au Spinosad (Belhaouchet et al., 2012), et récemment

chez les traités par l'insecticide Imidaacloprod (Radwan et Mohamed, 2013).

Les travaux de Maas et al., (2010) et Larba et Soltani (2014) ont également
rapporté 'inhibition de ’AChE chez Helix aspersa récoltée a proximité d'un complexe

siderurgique (El-Hadjar).

L'altération des activités enzymatiques telles que 'AChE par les ETM a été
observée chez le mollusque Cerastoderma glaucum (Mashreki-Ajmi et al., 2008), chez
Ruditapes decussatus exposé au cuivre (Hamza-Chaffai et al., 1998), et chez Mytilis

trossulus exposé a différents métaux (Cu, Pb, Ni, Zn, et Hg) (Kopecka et al., 2004).
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Nos résultats corroborent ces travaux, puisque nous avons mis en évidence
une corrélation négative de l'activité AChE apres exposition des escargots a des
concentrations croissantes de poussieres métalliques. Le suivi de ce biomarqueur
révele une diminution de 25% de 'activité de I’AChE, or une réduction de l’activité
de 'AChE de 20% ou plus reflete la présence d’effet toxicologique significatif
I"'USEPA (1998).

Le malonedialdéhyde (MDA) est le produit final de la dégradation des lipides
et dont la teneur est en relation étroite avec les dégradations de la membrane
cellulaire, ce parametre est le biomarqueur de choix d’un stress oxydant (Nesto et al.,
2007; Ladhar-Chaabouni et al., 2009). Les radicaux libres oxygénés sont a l'origine
d’une dégradation des lipides, a travers la 3 oxydation (Aurousseau, 2002). De plus,
les ETM comme le cuivre et le fer sont largement utilisés comme des agents
initiateurs de l'oxydation des lipides (Nzengue, 2008). L’attaque radicalaire se
manifeste a 1’échelle cellulaire par une peroxydation lipidique induisant des
perturbations prononcées du fonctionnement cellulaire (Lawton et Donaldson, 1991 ;

Halliwell et Chirico ,1993).

Nos résultats montrent une augmentation du taux du MDA au niveau de
I'hépatopancréas et du rein d’'Helix aspersa exposé aux poussieres métalliques. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Grara et al., (2012a). Klobucar et al., (1997) ont
mis en évidence la production de MDA chez le gastéropode pulmoné Planorbarius
corneus exposé aux PCP. Un taux en MDA élevé a été observé chez des poissons et
des moules apres exposition au paraquat, au Cu et au Hg (Bano et Hasan, 1989) et a
des sédiments contaminés par diverses substances dont des hydrocarbures
(Livingstone et al., 1993). Selon Chandran et al., (2005) les taux de MDA sont élevés au
niveau de I'hépatopancréas et du rein d’Achatina fulica lorsqu’elle est exposée a des

concentrations élevées de cadmium et de zinc.
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Cette augmentation du taux en MDA chez les organismes contaminés par les
particules métalliques peut étre expliquée par le fait que les ETM engendrent la
production de radicaux libres dans la cellule ce qui entraine différentes conséquences
cytotoxiques, dont l'inactivation des systéemes enzymatiques et surtout la
détérioration de la membrane cellulaire par attaque de ses acides gras constitutifs, ce

qui se traduit par des phénomenes de peroxydation lipidique.

Dans notre travail, nous avons également mis en évidence une augmentation

du taux de MDA chez les organismes exposés aux NPs de fer et d’aluminium.

L’exposition aux NPs de Ti, Cu, Si et Fe est a 'origine d"une peroxydation
lipidique dans des cellules épidermiques en culture (Shukla et al., 2011). Jia et al.,
(2001a) ont également mis en évidence une augmentation des malondialdéhydes
chez des souris et des rats exposés aux sels d’aluminium. Il en est de méme pour des
vers de terre Eisenia foetida et des moules Mytilus galloprovincialis exposés aux
nanoparticules d’argent (Gomes et al., 2014, 2015), ou encore au niveau de
I'hémolymphe et des tissus mous des escargots Biomphalaria alexandrina traités par les
NPs de zinc (Fahmy et al., 2014) et 'hémolymphe de Lymnaea luteola traités par les
NPs Ag (Ali et al., 2014), ainsi que chez les mollusques bivalves Scrobicularia plana

placés dans des mesocosmes pendant 21 jours (Buffet et al., 2014) .

Le taux de MDA est également élevé au niveau du foie, des branchies et dans
les tissus du poisson Cyprinus carpio aprés une exposition aux NPs de titane TiO:
(Linhua et al., 2009). L’exposition des souris aux méme nanoparticules pendant deux
semaines induit une augmentation significative de taux de MDA au niveau du foie
(Abdel-Azim et al., 2015). Des taux de MDA élevés ont été enregistrés aussi au niveau

des hépatocytes des souris exposées au Fe:0s (Sarkar et Sil, 2014).

Par ailleurs, la peroxydation des lipides peut étre stimulée non seulement par
divers cations inorganiques (Geret et al., 2002), mais aussi par les substances

chimiques et organiques (Livingstone et al., 2000; Shaw et al., 2004). Cependant, d'un
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point de vue toxicologique, le MDA est un marqueur peu spécifique puisque sa
production peut résulter de stress varié€s en dehors de toute contamination du milieu
en plus de l'exposition a divers types de polluants, métalliques et organiques (Mora,
1998). Ainsi, Salama et al., (2005) ont montré que les pesticides n’affectaient pas le
taux de MDA chez 'escargot Helix aspersa. Aucune relation n’a été déterminée entre
les concentrations en MDA et les teneurs cytosoliques en cuivre et en zinc chez
Pyganodon grandis (Bonneris et al., 2005). De plus, les études in vivo réalisées sur les
bivalves dulcicoles Corbicula sp exposés a des solutions enrichies en uranium et en
plomb ont montré que le taux de MDA était inférieur a celui des témoins (Labrot et
al., 1996). Dans le méme ordre des idés, Golub et Germann, (2000), signalent que
I'exposition des souris et des rats aux sels d’aluminium provoque également une
diminution du taux de MDA. Ils expliquent cette diminution par le fait que les
escargots traités par une forte concentration d’oxyde d’aluminium, mobilisent leurs

systemes de défense et de tolérance.

Ces effets toxiques ne peuvent avoir lieu que si ces particules métalliques
pénetrent dans les cellules et s’y accumulent. Aussi avons-nous jugé de nous
interreser dans cette partie de notre travail au phénomene d’accumulation des
particules testées notamment les NPs au niveau des tissus de I'hépatopancréas et du
rein des escargots. Dans notre travail, nous avons mis en évidence une accumulation
importante des NPs d’aluminium particulierement au niveau de I'hépatopancréas
des escargots. Ces résultats concordent avec ceux de Eybe et al., (2013) qui ont mis en
évidence une accumulation de NPs de chrome et de platine sous forme de petites
vésicules de 2 a 4 um au niveau des cellules a calcium et des cellules basophiles de la
glande digestive chez l'escargot Helix aspersa. Il en est de méme pour les travaux de
Shoults-Wilson et al., (2011a), de Yeo et Nam, (2013), et ceux d’ El-Ramady et al.,
(2015). Par ailleurs, Morsy et al., (2013a) ont indiqué que la bioaccumulation de NPs
est en relation étroite avec la durée, la concentration, et évidemment 1'organe cible,

alors que Jakubiak et al., (2014) indiquent que le phénomene d’accumulation des
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nanoparticules dépend uniquement de la durée de l'exposition. Cependant, la
bioaccumulation des nanoparticules peut étre influencée par la voie d'exposition
comme le suggerent les travaux de Stebounova et al., (2011), Cho et al., (2013) dont
les résultats révelent que les propriétés des nanoparticules sont modifiés et
considérablement altérées apres leur pénétration et interactions avec les systemes

biologiques .

La bioaccumulation des NPs de titanes et des nanotubes de titane (TiO2-NT)
est observé chez I'escargot terrestre Cipangopaludina chinensis apres une exposition de
dix-sept jours (Yeo et Nam, 2013). Une forte accumulation de nano-Fe:0s et FesOs a

été déterminé chez le poisson Danio rerio (Zhang et al., 2015).

Les algues Pleurotus eryngii et le champignon Trametes versicolor ont présenté
une grande capacité d’accumulation des Al:Os (Jakubiak et al., 2014), Park et al.,
(2015) ont montré également la bioaccumulation des nanoparticules d’alumine apres

13 semaines de traitement des souris.

Starnes et al., (2015) révelent une bioaccumulation des NPs d’argent chez les
nématodes Caenorhabditis elegans, et chez les vers de terre Eisenia fetida (Shoults-
Wilson et al., 2011a). le méme phénomene a été signalé chez les annélides polychete
Nereis diversicolor apres une exposition aux NPs d’argent et de cuivre (Rainbow et al.,
2009 ; Thit et al., 2015). Ramskov et al., 2015 mentionnent également 1’accumulation
des différents forme de nanoparticules de cuivre au niveau du tissus mous et de la
coquille d’escargot d'eau douce Potamopyrqus antipodarum exposé aux sédiments
mélangé avec NPs de Cu pendant 14 jours. De plus, Gomes et al., (2012, 2013) ont
constaté I'accumulation des NPs de CuO au niveau de la glande digestive de Mytilus
galloprovincialis exposé pendant 15 jours, la glande digestive de la méme espece
accumule des concentrations importantes des NPs de titane comparativement a celles

observées au niveau des branchies (Canesi et al., 2014).
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Par ailleurs, Farkas et al., (2015) n’ont signalé aucune trace de dioxyde de
titane au niveau des branchies,de la glande digestive et dans tout le reste du tissu
mou des moules Mytilus edulis. 11 en est de méme concernant les travaux de
Falfushynska et al., (2015), sur la moule Unio tumidus exposée a de faibles
concentrations des nanoparticules de ZnO ne ou encore ceux de Tian et al., (2014)

avec les particules de TiO: chez les bivalves Scapharca subcrenata .

La glande digestive ou l'hépatopancréas - similaire dans sa fonction au
pancréas et au foie chez 'homme- est considérée comme le principal organe cible
dans les processus d’absorption et de stockage ETM chez les mollusques (Dallinger et
Wieser, 1984; Boucenna et al., 2015). Cette glande est responsable de la production de
l'enzyme digestive, I'absorption des nutriments, 'endocytose de certaines particules,
et également le stockage de la nourriture et l'excrétion (Owen, 2012). Chez les
gastéropodes, la glande digestive est considérée comme 1'un des organes les plus
importants impliqués dans la détoxification des polluants (Ismert et al., 2002). Aussi
toute atteinte de leur intégrité aura pour conséquence des perturbations de leur
fonctionnement avec toutes les conséquences toxicologiques qui peuvent s’en suivre.
De ce fait, les changements histologiques et histochimiques sont considérés comme

des biomarqueurs de I'exposition au cuivre par exemple (Snyman et al., 2009), au Cd

(Chabicovsky et al., 2004).

Dans notre travail, notre étude histologique a révélé des dommages tissulaires
au niveau de la glande digestive et du rein d” Helix aspersa en réponse a la toxicité de

toutes les particules métalliques testées.

En effet, les ETM détériorent la dynamique des cellules et endommagent leurs
membranes. De ce fait, I'échange intercellulaire et la fluidité sont perturbés. Par
conséquent, la diffusion des ETM augmente dans les cellules causant ainsi une
nécrose cellulaire (Yager et Harry, 1963). Le méme phénomene est observé par

Osterauer et al., (2010) au niveau de la glande digestive de l'escargot ramshorn

108



Boucenna M. 2016. Etude de la toxicité des particules métalliques d’origine industrielle chez Helix aspersa. Evaluation nanotoxicologique
du Fe;0; et ALLOs.These de Doctorat en Sciences, Fac des Sciences. Université Badji Mokhtar, Annaba.156 p.

(Marisa cornuarietis), avec une augmentation du nombre de vacuoles dans les cellules
digestives. Gust et al., (2011) ont rapporté que les 1ésions histologiques dans la glande
digestive de l'escargot Potamopyrgus antipodarum exposé aux ETM se manifeste par
une hypertrophie des cellules a calcium et vacuolisation de cellules digestives. Une
accumulation de granulés noirs de taille variable, avec une dilatation des cellules
digestives a été observée au niveau de la glande digestive de Pomacea canaliculata
aprés exposition aux sédiments contaminés par les ETM (Fe, Zn, Pb, Cr, Cu, Nj, et
Cd) (Kruatrachue et al., 2011), et également chez l'escargots géants Archachatina

marginata traité par le Cu et le Pb (Otitoloju et al., 2009).

Tous les examens histopathologiques du rein d'Helix aspersa ont révélé des
réponses adaptatives a l'exposition aux concentrations croissantes de poussieres
métalliques. Ces résultats sont en accord avec ceux de Russell et al., (1981), Kambale
et Potdar (2011) chez les escargots Helix aspersa et Bellamya bengalensis traités par le
Cd. Chabicovsky et al.,, (2003) expliquent ces effets par une diminution de

lI'expression génique Cd-MT chez les cellules renales de l'escargot traité par le Cu.

L’examen histologique du foie de la carpe juvénile Cyprinus carpio exposée aux
NP-TiO2, montre des pathologies telles que l'hyperplasie, la vacuolisation
cytoplasmique des cellules hépatiques et I’apparition des granules éosinophiles ainsi
quune condensation du noyau de I'hépatocyte, indiquant le démarrage de la
premiere étape de I'apoptose (Lee et al., 2012). Rajkumar et al., (2015) indiquent des
dommages au niveau du tissu hépatique avec apparition de vacuoles chez le poisson

Labeo rohita traité par les NPs d’argent.

Thit et al., ( 2013, 2015) indiquent que le traitement de Xenopus laevis par les
NPs de Cu provoque une apoptose des cellules épithéliales rénales. Cependant,
I'exposition combinée aux NPs de ZnO et un pesticide entraine chez des moules Unio
tumidus une inflammation et une destruction cellulaire conduisant a la nécrose

(Falfushynska et al., 2015). Tandis que, Radziun ef al., (2011) n’ont signalé aucun effet
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cytotoxique significatif sur les cultures cellulaires de mammiféres traitées par les NPs

d’Al2Os.

Les nanoparticules induisent la libération des ROS a l'extérieur et l'intérieur
des cellules, perturbant ainsi des organites tels que les mitochondries, les lysosomes,
et les noyaux et méme les voies de signalisation cellulaire, provoquant une mort
cellulaire par nécrose ou apoptose (Marano et al.,2011). Le processus d'internalisation
des nanoparticules peut étre induit par différents mécanismes, y compris la
phagocytose, la pinocytose, et I'endocytose (Di Virgilio et al., 2010; Thit et al., 2013),
l'effet cytotoxique est causé principalement par la propagation de l'inflammation ou
lI'induction du stress oxydatif au niveau des cellules exposées aux NPs (Dey et al.,

2008; Oesterling et al., 2008).

L’apoptose et la nécrose sont considérées comme des mécanismes de réponse
séveres liés a la toxicité d’aluminium chez les rats (Brenner, 2002), des lésions
histopathologiques ont été observées au niveau du foie et du rein de souris apres 13
semaines de traitement par I'oxyde d'aluminium (Park et al., 2015). Hsieh et al., (2015)
mentionnent que les nanoparticules de fer entrainent une apoptose chez des cultures
cellulaires (3T3, RAW264.7 et MCF?). Il en est de méme pour des rats traités par les
NPs d’argent et d’or (Rathore et al., 2014).
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Conclusion générale et perspectives

La présente étude concerne l'évluation de la toxicité de certaines nano et
microparticules meétalliques sur un modele d’organisme bioaccumulateur/
bioindicateur et ce a travers le suivi de certains parametres biochimiques tels que les
principaux métabolites, et les biomarqueurs du stress oxydatif. Cette étude a été
complétée par l'évaluation des concentrations des nanoparticules métalliques

accumulées au niveau de 'hépatopancréas et du rein.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence que 'exposition a des
concentrations croissantes de poussieres métalliques durant deux semaines est a
l'origine de perturbations métaboliques assez importantes chez Helix aspersa avec un
taux de protéines totales et de glucides qui tendent a augmenter d"une maniere dose-
dépendante au niveau de I'hépatopancréas. Par ailleurs, le taux de lipides ne semble

pas affecté par ce traitement.

D’un autre coté, les poussieres métalliques et les nanoparticules de fer et
d’aluminium semblent avoir un effet sur certains biomarqueurs, indiquant ainsi un
état de stress. Ainsi, nos résultats ont mis en évidence une induction de l’activité
catalase au niveau de I'"hépatopancréas et du rein des escargots traités par les micro

et nanoparticules métalliques beaucoup plus marquée au niveau du rein.

Il en est de méme concernant l'activité GST parallelement a une diminution

du taux de GSH.

L’analyse de la regression linéaire révele un profil de décroissance significatif
de lactivité acétylcholine-estérase (AChE) chez Helix aspersa exposé aux

concentrations croissantes de poussieres métalliques.

Le traitement par ces xénobiotiques est également a 1'origine de l'installation
d’un stress oxydant confirmé par une augmentation du taux de MDA, avec une forte

corrélation avec les concentrations de particules métalliques testées.
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Concernant la bioaccumulation, nos résultats ont mis en évidence un fort
potentiel bioindicateur d’Helix aspersa pour les NPs, avec des relations linéaires entre
les concentrations des NPs dans l'alimentation et celles retrouvées dans

I'hépatopancréas et le rein des escargots.

On a pu démontrer que l'escargot Helix aspersa a développé un systeme
adaptatif de tolérance vis-a-vis de l’exposition aux NPs de fer et d’aluminium a
travers 'accumulation des concentrations importantes et dose-dépendantes de ces

NPs au niveau des deux organes testés.

Enfin, l'étude histopathologique révele que la toxicité des particules

métalliques se manifeste entre autres par des nécroses cellulaires.

En perspectives, il serait judicieux d” :

v" Etudier la relation Nanotoxicité/Variation des propriétés des NPs (la taille
et la taille des agglomérats, la composition, chimie de la surface, forme,

stabilité, solubilité et la structure cristalline).

v Elargir les dosages des biomarqueurs (GPx, LDH et MTs) et micronoyau
pour mieux comprendre les mécanismes d’adaptation et de résistance aux

xénobiotiques nanométriques.

v' Evaluer la génotoxicité et embryotoxicité des NPs.
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Abstract: The effect of metal dust on the terrestrial snail Helix aspersa, collected from an uncontaminated site
in Guelma city (North east of Algeria) was investigated. Herein, snail Helix aspersa was treated with various
doses 100, 500, 1000 and 1500 pg of industrial metal dust/g of diet, for a total duration of two weeks. The
obtained results showed that metal dust treatment caused a significant increase in the levels of total protein,
carbohydrate and lipids in the digestive gland, along with less effect on the carbohydrates in kidney when
compared with their controls. Histological changes which observed in the selected organs following treatment
with 1000 and 1500 pg of metal dust/g of diet were atrophy of the connective tissue, membrane destruction, cell
necrosis, the appearance of inflammatory infiltrates. All these effects could be attributed in the first biological

response of Helix aspersa to various pollutants.
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INTRODUCTION

Trace metals (TMs) are naturally present in the
environment but soils can exhibit extremely high levels of
these persistent pollutants, often due to anthropogenic
activities and such contamination may lead to harmful
effects on wildlife [ 1-2]. World mining activities are known
to release significant amounts of toxic metals into the
surrounding environment [3]. Having such individual
tolerance to metal-induced stress, allows some individuals
to be more competitive than non-tolerant ones under
polluted environments [4].

Land snails have an ecological role and importance as
the most species-rich group of terrestrial mollusks; their
ecological and biological attributes closely adhere to the
preconditions of serving as suitable bioindicators.
These ubiquitous and sinantropic mollusk species
(Helix aspersa) are abundant in Northeast Algeria [5].

Snails are a good bio-accumulator of metals, may
provide main links in transfer of chemicals from vegetation
or plant litter to carnivores. Such transfer along food

chain is an important aspect of ecotoxicology. Snails are
able to accumulate bioavailable metals in their organs and
they present an important organotropism for the digestive
gland and the kidney [6,7]. Using snails in toxicity
bioassays is an attractive method, since snails are easy to
culture in the laboratory and can be fed on artificial diets
with the desired amounts of metals and they respond
quickly to metal contamination in the range of sublethal
doses [8,9]. This is due to their physiological
particularities leading to pollutant accumulations through
multiple routes of exposure: oral, dermal and respiratory
[10].

Several studies have reported the crucial role of the
anti-oxidant defense system in attenuating oxidative
threat due to various chemicals [11]. Organisms can be
tolerant to metal exposure following two main processes:
acclimatization, adaptation, or both [12].

The digestive gland (or hepatopancreas) was chosen
as a target organ in metal toxicity evaluations; this is due
to its ability to uptake and to concentrate the
contaminants by 5-10 folds higher than other organs [13].
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Additionally, it’s involved in accumulation and storage of
metals [14-15] and in detoxification processes [16].
Changes in digestive cell structure and function, as a
result of metal accumulation, have been well documented
[14,17].

Gastropod epithelium consists of three cell types:
excretory, calcium and digestive cells, the latter of which
is the most abundant cell type [18]. The digestive glands
also possess connective tissue, which is composed of
pigment cells, rhogocytes (pore cells) and fibroblasts
among other tissue types [19].

The kidney is rapidly accumulated Al and Fe but the
increase was short-lived. The kidney may therefore be
involved in elimination of metal not incorporated into the
digestive gland [20]. Matricon-Gondran [21] indicted that
the main region of the kidney characterized by epithelial
folds of nephrocytes, the very proximal part has a reticular
aspect due to the presence of large hemal spaces
surrounded by podocyte-like cells.

The severity effects cell membranes of the apex and
the microvilli, as well as the appearance of the cytoplasm,
the nucleus, mitochondria, vacuole, endoplasmic
reticulum and the Golgi apparatus could be semi-
quantitatively evaluated, allowing to identify three
physiological states of the animal state "control" for
unexposed animals, compensation status characterized by
symptoms of reaction indicates that animals are able to
tolerate sublethal poisoning by activating detoxification
process and the status of non-compensation with
symptoms of destruction that correspond to intracellular
structures with visible damage due to toxic effects[22].

The aim of the current study was to evaluate the
effects of industrial metal dust on the two target organs
(digestive gland and kidney), following some biochemical
parameters (metabolic) and histopathology studies of the
land snail (Helix aspersa) exposed to metal dust in a dose
dependent manner.-

MATERIALS AND METHODS

Snail’s  Collection: Gastropod terrestrial  snails
(Helix aspersa) were collected from an uncontaminated
site of Guelma city (Northeast Algeria). Snails
(10.5+£0.26 g) were raised in the following optimal
environmental conditions: photoperiod 18h light/24h,
temperature (20£2°C), humidity 80 to 95% wheat flour in
food. The animals were divided into transparent
polystyrene boxes (25 x 15 x 15 cm) with perforated lid,;
each box contains a wet sponge to retain humidity. During
the exposure period food is supplied in petri dishes
regularly every day [23].
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Chemical Equipment: Metal dust used in this study
was collected from steel complex of El-Hajar (13km from
the city of Annaba on the road N°. 44 (Northeastern
Algeria)). Dust composition was chemically analyzed,
using atomic absorption technique, allowing us to
determine at least the presence of 07 trace metals
(Table 1).

Treatment Mode: Processing snails was made by adding
various concentrations of metal dust (100, 500, 1000, 1500
mg /g diet such as wheat flour). Snails were divided into
5 groups of 10 snails in each and they were undergone a
daily treatment for two weeks [23].

Dissection and Tissue Preparation: After two weeks
of treatment, the snails were sacrificed after freezing
(-80°C), without prior fasting which could alter the
expression levels of molecules sought. After
dissection and removal of the two organs (digestive
gland and kidney), from five randomly chosen snails of
each experimental group, we evaluated some of
biochemical parameters; total proteins, carbohydrates and
lipids. From another five snails, we performed the chosen
organ histopathological studies, following the usual
technique of histology.

Measurement of Biochemical Parameters: The extraction
of metabolites in both organs was performed according to
the method of Shibko [25] that which total proteins are
quantified by the Bradford method [26], the determination
of carbohydrates was performed according to the method
of Duchateau and Florkin [27]. Lipids were determined by
the method of Goldsworthy [28].

Histopathological Study: Sections of the digestive
gland and kidney from exposed and control animals
were dissected and immediately fixed in 10% neutral
buffered formalin for 24 h, processed by using a
graded ethanol series and then embedded in paraffin. The
paraffin sections were cut into Spum thick slices and
stained with hematoxylin and eosin for light microscopic
examination. The sections were viewed and
photographed. [29].

Statistical Data Analysis: The results obtained were
subjected to analysis by ANOVA one way (treatment
Doses), the analysis over treatments was also performed
\by using SAS (1999). Significant difference between two
means was measured using Fisher’s test (LSDy,). The
linear regressions were performed with Microsoft excel
2007 (Microsoft, Redmond, WA, USA.) [30].
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Table 1: Composition in ppm Dust rejected by the Steelworks 1 and Steelworks 2 of the steel complex of El Hajar-Annaba) [24].

Sample Cu Zn Pb Cr Ni Mn Fe
Dust Steelworks 1 3.70 240 24.00 10 1.20 320 3000
Dust steelworks 2 7.00 480 62.40 12 1.30 540 3600
Total 10.70 720 88.40 22 2.50 860 6600
RESULTS The statistical analysis (ANOVA) showed a

A shown in Table 2, proteins, carbohydrates and lipid
levels were significantly increased (P < 0.001) in the
digestive glands of treated snails with various
concentrations of metal dust, when compared with control
group.

In regard to the proportioning effect of total protein
in the digestive gland, Table 3 shows that the minimum
and maximum values content was registered at the control
individuals with 1.62 (ng /g fresh weight) and 3.92 (ug /g
fresh weight) as the highest dose respectively (Table 3).

Fisher's test revealed four homogeneous groups for
the carbohydrate parameters. The group (a) includes the
D3 and D4 doses with 28.26 and 30.52 (ng/g fresh weight)
respectively (Table 3). The group (b) is presented by
snails exposed to 500 pg of metal dust/g of diet. The
lowest rate of carbohydrates is observed in the control
snails with 16.27 pg/g of fresh weight (group (c)). The last
group has an overlap between the two latter (b and c) for
the 100 pg/g (Table 3).

The average rate of lipids in the digestive gland is
estimated at 0.37 (ng/g of fresh weight), 0.16 and 0.81
(ng/g of fresh weight) are the minimum and the maximum

significant difference in the levels of total proteins and
lipids (Table 4), along with a slight significant difference
at the 5% threshold (LSDy,, = 0.40) for a dose of 5.13 pg/g
fresh weight. The maximum value was noticed in the total
protein levels of the snail kidney (Helix aspersa).
However, 3.20 pg/g fresh weight was noted as a minimum
value (Table 4). The lipid rate exhibited a low value (1.58
ng /g fresh weight) in a dose of 1500 pg/g, whereas 2.17
png /g fresh weight is recorded as the maximum value

(Table 5).
The analysis of variance showed a high
significant dose effect for carbohydrate rates

(Table 4). The maximum value 14.85 pg/g fresh weight is
obtained in snails treated with 1500 pg/g, while the
minimum value is 6.26 pg/g fresh weight in the control
snails (Table 5).

The Figure 1 illustrates that total protein levels are
strongly correlated with doses of metal dust in the
digestive gland (R? = 0.83**). Whilst, the total proteins
were less correlated with increasing doses in the kidney
of treated snails (R?>= 0.0017™).

The rate of carbohydrates is positively and
significantly correlated with treatment doses where R?=

values noted atlOOpg/g and 1000pg/g respectively 0.96** and R? = 0.78** in the digestive gland and kidney,
(Table 3). respectively (Figure 2).
Table 2: Statistical analysis of the functional biochemical markers of digestive gland in control and treated land snails (Helix aspersa)
Proteins Carbohydrates Lipids
Source of variation DF SS MS F SS MS F SS MS F
Doses 4 13.21 3.30 46.93%** 672.00 168 40.82%** 1.23 0.30 182.38***
Error 15 1.05 0.07 61.73 4.11 0.02 0.001
Total 19 14.27 733.73 1.25
CV % 9.08 8.99 10.92

df = degrees of freedom, SS = sum of squares, MS = means square, C.V: coefficient of variation, Level of significance: p<0.05=*, p<0.01=**, p<0.001=***,

P<0.0001=4+5%,

Table 3: Biochemical parameter averages in the digestive gland of the snail (Helix aspersa).

Doses Proteins Carbohydrates Lipids
D0=0 pg/g 1.62 (d) 16.27 (c) 0.24 (c)
D1=100 pg/g 2.38 (c) 17.32 (be) 0.16 (d)
D2=500 pg/g 3.29 (b) 20.32 (b) 0.17 (d)
D3=1000 pg/g 3.36 (b) 28.26 (a) 0.81 (a)
D4=1500 pg/g 3.92 (a) 30.52 (a) 0.49 (b)
Means 2.92 22.54 0.37
Minimum 1.62 16.27 0.16
Maximum 3.92 30.52 0.81
Standard deviation (8) 0.86 6.21 0.25
LSD s, 0.40 3.05 0.06
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Table 4: Statistical analysis (ANOVA test) of the biochemical markers in kidney of the land snail (Helix aspersa) treated with metallic dust

Proteins Carbohydrates Lipids
Source of variation DF SS MS F SS MS F SS MS F
Doses 4 8.22 2.05 3.60* 179.55 44.88 28.12%%%* 0.93 0.23 2.38%
Error 15 8.56 0.57 23.94 1.60 1.48 0.099
Total 19 16.78 203.50 2.42
CV% 18.70 11.00 17.86

df = degrees of fireedom, SS = sum of squares, MS = means square, C.V: coefficient of variation, Level of significance: p<0.05=%*, p<0.01=**, p<0.001=***,

p<0.000]=**5*

Table 5: Statistical analysis (Average comparison) of the biochemical markers in kidney of the land snail (Helix aspersa) treated with metallic dust.

Doses Proteins Carbohydrates Lipids

DO0-0 pg/g 3.20 (b) 6.26 () 1.61 (b)

D1=100 pg/g 5.13 (a) 10.75 (b) 1.66 (b)

D2=500 pg/g 3.64 (b) 11.65 (b) 2.17 (a)

D3=1000 pg/g 4.07 (ab) 13.86 (a) 1.74 (ab)

D4=1500 pglg 4.12 (ab) 14.85 (a) 1.58 (b)

Minimum 3.20 6.26 1.58

Maximum 5.13 14.85 2.17

Means 4.03 11.48 1.75

Standard deviation (8) 0.94 3.27 0.35

LSD , 1.13 1.90 0.47

& Total Proteins (ng 2 FW) = 2E-05 Doses (g g3 +4.0107 2,5 Lipidsing g FIV) = -4F-0% Doses (ng'g)+ 1,785
R = 00017 R = o109
5 | otal Proteins (ng'g W) = 0.0013 Doses (ng g) + 21057 L Lipfdsing g F\W) ~ 00003 Doses (ng g1+ 01856
B = 0.9331 2 RE= 4729
Es.t 4 =W =% L = o
=i L o E 15
Z.m ¢ = -..
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Fig. 1: Variation of total protein rate in the digestive Fig. 3: Variation of lipids in the digestive gland and
gland and kidney of the snails (Helix aspersa) kidney of the snails (Helix aspersa) exposed to
exposed to various doses of metal dust various doses of metal dust
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- it e gt BTV < 819 o 62- _—% The lipids in the digestive gland have low
R* i . . .
= correlations with treatment doses which R2 = 0.47, on the
E - s .
= - other hand, the change in lipids is not very linked to
B - % . . .
: " different treatment doses in the kidney (R2= 0.0109 ™)
27 e (Figure 3).
= - .
E o —— & Clar Digestive gland
_m = Car Kidney Microscopic Examination of Histological Sections of the
Digestive Gland: The digestive gland of control group of
o bon 4o eoo sbo 1006 1200 1400 1600 snails (Fig. 4A) consists of a digestive epithelium

Doses (g /g of Tood)
Fig. 2 : Variation of carbohydrate rates in the digestive
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exposed to various doses of metal dust
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composed of lobules of acinus forming a coherent
maintained by connective tissue. The epithelium contain
three types of cells and each cell has the essential
components (membrane and nucleus) digestive cells DC
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_A¥ Cellular debns, |:: »necrosty, VO vascular congestion

= L lumen acumus
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Fig. 4: Histological sections of digestive gland of Helix aspersa control group (A) and treated with doses 1000 (pg/g of
food) (B), and 1500 (ng/g of food) (C). (DC: digestive cell, EC: excretory cell, CC: calcium cell, L: lumen acinus)

(most abundant), EC excretory cells and the calcium cells
(CC). However, among treated groups of this cellular
structure present visible alterations manifested by
vascular congestion (VC) of acinus with lumen expanded
and necrosis cell structures especially in snails treated
with dose 1000 (ng/g of food) (Fig. 4B). The microscopic
observation of organ histology of treated animals with the
dose of 1500 pg/g of food (Fig. 4C) illustrates the
destruction of the parenchyma of the acinus, irregular
lumen with cellular debris, the disappearance of the
digestive cells and a decrease in the thickness of the
epithelium confirmed the necrosis phenomenon.

Histological Examination of the Kidney: Kidney of
control snails (Fig. 5A) showed an epithelium-lined
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excretory kidney sections, connective acinus incorporated
columnar cells with a brush border. The kidney epithelium
contains only one type of cells named excretory cells,
which have a nucleus and a granular membrane, as well as
they are subdivided into two other cell types known as
rod and ciliate cells.

The histological weathering induced by the
presence of metal particles (Fig. 5B) result following
change as a response in renal tissue: hypertrophy
epithelia, necrosis with irregular lumen obstructed by cell
debris. Similarly, histological examination of snails
treated with dose 1500 (ng/g of food) (Fig. 5C) shows the
disappearance of the excretory cell membranes,
following their destruction and proliferation of connective
tissue.
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Fig. 5:Histological sections of the kidney of Helix aspersa control group (A) and treated with doses 1000 (pg/g of food)

(B), and 1500 (png/g of food) (C).
DISCUSSION

Several studies have shown that most heavy metal
toxicities are strongly associated to over production of
intracellular reactive oxygen species (ROS) in biological
systems [31]. Oxidative stress defines the potential of
ROS to damage cellular components such as
biomembranes, proteins, DNA and RNA [32]. In mollusks
heavy metals can induce a state of general stress,
resulting in the reduction of their ability to adapt to
hypoxia.

Our study showed that the protein levels in both
organs increased in metal dust exposure following
dose-dependent manner, which is agreed with those of
Grara et al. [33]. Here, Helix aspersa were exposed for a
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period of 28 days to a various metals (Cu, Zn, Ni and Pb).
The results showed a significant increase in total protein
content. Alike, Radwan and Mohamed [34] observed a
significant increase in protein rate in the same species
treated with 0.6 LD, of imidacloprid. While El Gohary and
Genena, [35] was found to decrease the level of total
protein. Heavy metal storage in molluscs is often due to
the increase of low molecular weight proteins belonging
to the metallothionin family (MTs), which play a major role
in metal homeostasis. Three isoforms of MTs are known
[36] and one of them (CAMT) is induced by Cd.
Carbohydrates are the primary and immediate source
of energy. Under stress conditions, carbohydrate reserves
are depleted to meet increased an energy demand [37].
Our results show a significant elevation of carbohydrates
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rates at two organs tested. In the study of Barky et al.
[38-39] toxic effect of Atrazine caused increase in glucose
concentration in Biomphalaria alexandrina snails.
Unlike, the work of Radwan et al [40] indicated a
significant decrease in carbohydrate rate.

Lipids are also a main source of metabolic energy and
essential component for the formation of cells and tissue
membrane [41]. The total lipid was significantly increased
in the digestive gland of Fobania vermiculata snails that
was collected from polluted areas [42], unlike the work of
Grara et al. [33] which recorded a significant decrease in
lipid concentration.

The kidney lipid levels did not show any significant
difference, similar results were noted by Boshoff ez al. [7]
indicating that the  biomarker  concentrations
(lipids, glycogen, proteins), were not related to the metal
concentrations in digestive gland of Cepaea nemoralis
snails.

The midgut gland or digestive gland or
hepatopancreas, similar in its function than the pancreas
and liver for humans, is a major organ involved in metal
uptake and storage in molluscs. This gland is responsible
for digestive enzyme production, nutrient absorption,
endocytosis of certain food ingredients and also food
storage and excretion [43]. The digestive glands are the
most important gastropod organs involved in pollutant
detoxification [44]. The histological and histochemical
changes are expected to be useful biomarkers of copper
exposure [14]. The histopathological responses of several
organs (digestive gland and kidney) in Helix aspersa
exposed to increasing concentrations of Cd in food occur
by reactions involving epithelial hyperplasia at the lowest
doses tested cell destruction and important is
accompanied by a proliferation of connective tissue and
necrosis at high concentrations [45].

Our histological study establishes the tissue damage
in the digestive gland and kidney of Helix aspersa in
response to the toxicity of the metal particles which could
result in visible structural changes in snails treated with
high doses. Further histological examination showed
revealed dilation hemolymphatic spaces between the
tubules, cellular degeneration, with a more expanded
lumen, cell necrosis, with atrophy of the connective tissue
of the digestive gland and desquamation of epithelial
cells, accompanied by hypertrophy in calcium cells.
Furthermore, TMs deteriorate the dynamics of cells and
damage their membranes. Therefore, the intercellular
exchange and fluidity are disrupted. Accordingly, the
diffusion of heavy metals increases in cells causing
cellular necrosis [46]. According to Osterauer et al. [47],
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the changes in digestive gland of ramshorn snails (Marisa
cornuarietis) were characterized by large hemolymphe
spaces between the tubules, enlarged tubule lumen,
flattened epithelia, irregular shape of cells, cytoplasmatic
protuberances of digestive cells, increased amount of
vacuoles in digestive cells and rarely, necrosis of
digestive and basophilic cells at 50 and 100 g/l of PtCl,.
The same results were observed in Planorbarius corneus
exposure to 0.4 mg/1 of endosulfan [48]. Thus in adult of
Helix aspersa fed a copper-contaminated diet exhibited
significant effects of copper dose on the height of
hepatopancreatic epithelium cells and digestive glandular
epithelium area [14].

Gust et al. [49] reported histological lesions of the
digestive gland which were observed with hypertrophy of
calcium cells and vacuolization of digestive cells. In the
mud snail Potamopyrgus antipodarum exposed to
complex field poly-metallic pollution. Contrary, Bacchetta
et al. [50], where found no histological damage on the
hepatopancreas of the snail Physa fontinalis even after 14
days of exposure to 0.500 mg/l of Paraquat. No
histopathological change (necrosis) was observed and
evidence of programmed cell death was very rarely
observed in the midgut gland of Helix pomatia [51].

The kidney of gastropods is a blind sac located along
the dorsal region of the mantle cavity. The wall of the
kidney has a uniform structure with epithelial infoldings,
the cells of which, called nephrocytes, are characterized
by apical microvilli forming a brush border, a large apical
vacuole containing a spherocristal and a basal labyrinth
consisting of intricated cytoplasmic processes associated
with mitochondria [21].

As reported previously, the kidney is defined as a sac
of some gastropods [52]; they may play a part in the
regulating of the paracellular pathway followed by some
molecules and ions.

In the kidney of Helix aspersa treated with increasing
doses of metal dust, the histopathological examinations
revealed the following changes like adaptive responses:
structural integrity of the kidney epithelium is not
preserved and cellular debris accumulates in the enlarged
lumen, cellular hypertrophy, cell necrosis and widespread
proliferation of excretory cells. These results are in
agreement with those of Russell [53] observed in Cd-
treated Helix aspersa. Histopathological analysis revealed
significantly enhanced metallic concretion in nephrocyte
of snail’s kidney Bellamya bengalensis exposed to
copper sulfate (3CuS0O,.5H,0) and tubule enlargement,
destructed epithelial lining of tubule with luminal spaces
filled by metallic concretion as well as cellular debris [54].
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Unlike, Chabicovsky et al. [55] indicated that feeding
snails on Cu-enriched diet resulted in a decrease of
Cd-MT gene expression in the snail kidney, whilst, a very
low Cd concentrations were detected. While snail’s
kidney does not play a major role in the accumulation and
excretion of Cd and the specific function in metal
metabolism however remains unknown.

CONCLUSION

The present study provided a convenient
experimental design which can be useful for easy and
quick assessment of metal exposure, under laboratory
conditions. We are interested in the changes of some
biochemical parameters and in the second part to the
histopathological study of the metal dust toxicities. The
results of this study showed a significant increase of the
rate of total protein, carbohydrate and lipids in the
digestive gland, unlike the kidney that does not respond
to increasing doses of different metal dusts, except
carbohydrates which recorded a slight increase compared
to the control group.

Moreover, toxic effects of metal dust induced
histopathological alterations of snail target organs were
evidenced by dilated hemolymphatic spaces between the
tubules, cellular degeneration, with an enlarged lumen, cell
necrosis, with atrophy of the connective tissue of the
digestive gland and desquamation of epithelial cells,
accompanied by hypertrophy in calcium cells in the
tissues of the land snails tested. Cellular debris
accumulates in the enlarged lumen, cellular hypertrophy;
cell necrosis characterized the kidney epithelium after tow
week of expose to dust metal. Finally, the usefulness of
the terrestrial snail Helix aspersa as a potential
bioindicator species of environmental contamination
becomes a topic of great interest.
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