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Résumé

Cette étude examine la toxicité des nanoparticules d'oxyde de chrome(lll) (NPs de
Cr203) et des nanoparticules d'oxyde d'aluminium (NPs d’Al.Os) sur le gastéropode
méditerranéen Stramonita haemastoma. En utilisant une approche multi-biomarqueurs, nous
avons évalué I'induction du stress oxydatif, la neurotoxicité et les altérations histologiques sur
des intervalles de temps de 7, 14 et 28 jours, a différentes concentrations de nanoparticules
(NPs). Les biomarqueurs du stress oxydatif qui ont été évalués sont le glutathion réduit (GSH),
la glutathion S-transférase (GST), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT) et la
superoxyde dismutase (SOD). La neurotoxicité a été évaluée par l'activité de
I'acétylcholinestérase (AChE), tandis que les niveaux de meétallothionéine (MT) et de
malondialdéhyde (MDA) ont été mesurés pour évaluer la réponse au stress et la peroxydation
des lipides, respectivement. Ces biomarqueurs ont été analysés dans la glande digestive et les
branchies de S. haemastoma. Des examens histologiques ont été réalisés pour identifier les
altérations tissulaires. Nos résultats mettent en évidence une induction significative du stress
oxydatif, des effets neurotoxiques et des dommages histologiques chez S. haemastoma exposee
aux NPs de Cr20s et d'Al:Os. Les relations entre les biomarqueurs ont été déterminees a l'aide
de l'analyse en composantes principales (ACP) et de I'approche IBR (Integrated Biomarker
Response), ce qui a permis de mieux comprendre les effets toxicologiques. Cette étude est
innovante car elle est la premiere a utiliser cette espece et a rapporter la toxicité des NPs de
Cr20s chez les espéces marines. Elle souligne I'importance de prendre en compte plusieurs
biomarqueurs sur différentes durées d'exposition pour évaluer avec précision l'impact

environnemental de la pollution par les NPs.

Mots-clés : Toxicité des nanoparticules, Stramonita haemastoma, biomarqueurs du stress

oxydatif, neurotoxicité, altérations histologiques, IBR.



Abstract

This study investigates the toxicity of chromium (III) oxide nanoparticles (Cr.Os NPS)
and aluminum oxide nanoparticles (Al.Os NPs) on the Mediterranean gastropod Stramonita
haemastoma. Using a multi-biomarker approach, we assessed oxidative stress induction,
neurotoxicity, and histological alterations over time intervals of 7, 14, and 28 days, at various
nanoparticle concentrations. Oxidative stress biomarkers were evaluated, including reduced
glutathione (GSH), glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx), catalase
(CAT), and superoxide dismutase (SOD). Neurotoxicity was assessed via acetylcholinesterase
(AChE) activity, while metallothionein (MT) and malondialdenyde (MDA) levels were
measured to gauge stress response and lipid peroxidation, respectively. These biomarkers were
analyzed in both the digestive gland and gills of S. haemastoma. Histological examinations
were conducted to identify tissue alterations. Our findings highlight significant oxidative stress
induction, neurotoxic effects, and histological damage in S. haemastoma exposed to both Cr.0s
and Al:Os nanoparticles. The relationships among biomarkers were analyzed using principal
component analysis (PCA) and the Integrated Biomarker Response (IBR) approach, providing
a comprehensive understanding of the toxicological effects. This study is innovative as it is the
first to employ this species and to report the toxicity of Cr.Os NPs in marine species. This study
underscores the importance of considering multiple biomarkers over different exposure

durations to accurately assess the environmental impact of nanoparticle pollution.

Keywords: Nanoparticle toxicity, Stramonita haemastoma, Oxidative stress biomarkers,

Neurotoxicity, Histological alterations, IBR.
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Introduction

La nanotechnologie a gagné en importance au cours des derniéres années et continue de
croitre, portée par un développement exponentiel et des applications dans de nombreux secteurs
(Abdel-Latif et al., 2020). Elle concerne principalement les nanomatériaux manufactures, ou
nanoparticules (NPs), définis selon la recommandation de la Commission Européenne comme
des particules présentant au moins une dimension comprise entre 1 et 100 nm (Commission

Européenne, 2011).

Les progres continus dans ce domaine sont directement liés a 1’utilisation massive des
NPs dans divers secteurs : médical, biomédical, technologique, chimique, alimentaire, mais
aussi en remédiation environnementale, cosmétique, construction et textile (Sanchez et al., 2011
; Hu et Gao, 2010 ; Hou et al., 2019 ; Nho, 2020).

La taille du marché mondial des nanoparticules métalliques (Me-NPs) a été estimée a
2,4 milliards USD en 2021, avec une projection a 4,2 milliards USD d’ici 2026, correspondant
a un taux de croissance annuel de 11,5 % (Focus on Catalysts, 2023).

Ces données soulignent ’ampleur des quantités de NPs utilisées et potentiellement
relarguées dans I’environnement, pouvant atteindre des concentrations ¢élevées et induire des
effets toxiques chez les organismes vivants, notamment aquatiques et marins (Handy et al.,
2008 ; Kahru et Dubourguie, 2010 ; Bour et al., 2015 ; Corsi et al., 2020).

L'intérét porté aux NPs est principalement d0 a leurs caractéristiques uniques et
avantageuses, principalement absentes chez les métaux lourds, par exemple, leur grande surface
spécifique, leur petite taille, leurs propriétés optiques et électriques, et d'autres (Shi et al., 2013
; Nasri et al., 2022). En revanche, ces mémes propriétés favorables dépassent leur capacité a
interagir et a pénetrer les organismes vivants, induisant ainsi des effets potentiellement nocifs
(Garcés et al., 2021 ; Dube et Okuthe, 2023).
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L’écosystéme aquatique est le principal récepteur des nanoparticules (NPs) rejetées dans
I’environnement (Buffet et al., 2011 ; Minetto et al., 2014). L’augmentation continue de leur
usage implique une accumulation progressive dans les milieux aquatiques (Shaw et Handy,
2011 ; Gottschalk et al., 2013 ; Rocha et al., 2015). Par exemple, la libération significative de
NPs de TiO: dans les systemes aquatiques a été démontrée, en lien direct avec leur usage

industriel.

Les préoccupations liées a la toxicité potentielle des nanoparticules (NPs) ont fortement
émerge ces derniéres années, en raison de leur accumulation dans les milieux aquatiques et des
effets néfastes qu’elles peuvent induire (Handy et al., 2008 ; Quik et al., 2011). En réponse, de
nombreuses études écotoxicologiques ont mis en évidence des effets toxiques, in vivo et in
vitro, des NPs sur différentes especes aquatiques (Ray et al., 2011 ; Ali et Ali, 2015 ; Ates et
al., 2016 ; Nelson et al., 2018).

Cependant, la majorité des études se sont concentrées sur les organismes d’eau douce,
tandis que les espéces marines ont regu relativement peu d’attention (Canesi et al., 2010 ;
Minetto et al., 2016). Les mécanismes de toxicité des NPs et leurs voies d’absorption restent
encore mal élucidés. Les effets nocifs rapportés sont majoritairement associés a la génération
d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) et a I’induction d’un stress oxydatif, par deux
mécanismes principaux :i) la libération d’ions, intra- ou extracellulaire, a partir des NPs ;ii)
I’interaction directe entre la taille des NPs et les membranes cellulaires, entrainant la génération

d’ERO (Yung et al., 2014 ; Peng et al., 2017).

L'échec des mécanismes de défense intracellulaires sous un état prolongé de stress
oxydatif pourrait conduire a l'altération des protéines cellulaires, des lipides, de I'ADN et des
organites (Medici et al., 2021). De plus, la formation de bio-corona entre les NPs et les
protéines, facilitant ainsi I'internalisation des NPs, est considérée comme une voie d'absorption
potentielle, en plus d'autres voies comme I'endocytose médiée par clathrine et caveoline, la

phagocytose et la macropinocytose (Khan et al., 2015 ; Deng et Gao, 2016 ; Canesi et al., 2017).
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Les nanoparticules (NPs) sont considérées comme des contaminants émergents dans les
écosystemes marins. Leur présence dans les eaux cotiéres et profondes résulte de multiples
sources, et peut compromettre 1’intégrité des espéces et des habitats marins (Roma et al., 2020).
Parmi les principales sources de libération figurent les peintures antisalissures, les cosmétiques,
les produits de soins personnels, ainsi que les eaux usées issues des stations de traitement
(Matranga et Corsi, 2012).

La toxicite et le devenir environnemental des NPs en milieu marin dépendent
étroitement de leur comportement dans la colonne d’eau. Dans ce milieu, les NPs subissent des
transformations complexes : dissolution partielle, agrégation, agglomération, et sédimentation.
Leur interaction avec la matiére organique naturelle en suspension favorise la formation
d’agglomérats, ce qui peut réduire leur biodisponibilité ou, au contraire, favoriser la libération
d’ions métalliques. La sédimentation constitue souvent 1’étape finale du devenir des NPs,
entrainant leur accumulation dans les sédiments, avec un impact direct sur les especes
benthiques ou inféodées aux substrats (Rocha et al., 2015 ; Vale et al., 2016 ; Turan et al., 2019).

Le comportement des NPs dans les environnements marins varie selon leur nature
physico-chimique (taille, charge de surface, composition chimique), mais aussi selon les

conditions environnementales telles que le pH, la température ou la force ionique.

Malgré I’augmentation rapide de la production et de la dispersion des NPs dans le milieu
marin, les connaissances sur leur toxicité, leur biodisponibilité et leur devenir environnemental
restent limitées. Cette lacune constitue un enjeu majeur pour la recherche en écotoxicologie
marine (Blasco et al., 2015). Par exemple, Koehler et al. (2008) ont évalué la toxicité du dioxyde
de silicium (Si0Oz), issu de la laine de verre, chez la moule Mytilus edulis. Les auteurs ont
observé une accumulation des NPs dans les mitochondries et les lysosomes, accompagnée

d’une altération de la stabilit¢ membranaire lysosomale, d’apoptose, et de stress oxydatif.
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Le chrome (Cr) est reconnu comme un polluant métallique potentiel dans
I’environnement. Il peut exister sous plusieurs états d’oxydation, principalement sous forme
trivalente (Cr(III), Cr20s) et hexavalente (Cr(VI)) (Sharma et al., 2022). Les nanoparticules de
Cr20; sont largement utilisées dans divers secteurs industriels, notamment dans les pigments
verts, la catalyse, les capteurs, les dispositifs piézoélectriques, ainsi que dans le domaine

biomédical pour leurs propriétés anticancéreuses et antibactériennes (Ghotekar et al., 2021).

Plusieurs études ont mis en évidence les effets toxiques associés a I’exposition aux NPs
de Cr20s, incluant le stress oxydatif, la génotoxicité, la cytotoxicité et des altérations
histologiques chez le rat (Singh et al., 2016 ; Fatima et Ahmad, 2019), la génération d’especes
réactives de ’oxygéne (ERO) et I’internalisation des NPs dans des algues vertes et des bactéries
(Costa et al., 2015), ainsi que I’induction de I’apoptose, des dommages a ’ADN et un
déséquilibre du systéme antioxydant in vitro (Horie et al., 2013 ; Alarifi et al., 2016). Des effets
toxiques aigus ont également été rapportés chez les poissons et les daphnies (Tavares et al.,
2014 ; Kanwal et al., 2019).

Cependant, a ce jour, la littérature ne fournit aucune donnée sur la toxicité potentielle
des NPs de Cr20s chez les organismes marins. A notre connaissance, aucune étude n’a encore

été menée dans ce contexte.

Les nanoparticules (NPs) d’oxyde d’aluminium (Al2Os) ont suscité un fort intérét au
cours de la derniere décennie en raison de leurs propriétés avantageuses, telles que la résistance
a D’abrasion, les caractéristiques di€lectriques, I’inertie chimique et une haute résistance
mécanique (Murali et al., 2018) . La production mondiale annuelle d’Al-Os en nanoparticules
est estimée a environ 35 000 tonnes (Murali et al., 2017), avec une part représentant environ 20
% des nanoparticules présentes dans les produits commerciaux (Chen et al., 2020). Ces NPs
sont largement utilisées dans des secteurs variés, notamment médical, cosmétique, alimentaire,
chimique, biologique, ainsi que dans les microelectroniques, les agents antimicrobiens et les
matériaux abrasifs (Wang et al., 2014; Liu et al., 2019).
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Cette large diffusion conduit inévitablement a une libération environnementale

croissante, avec une accumulation attendue principalement dans les compartiments aquatiques,
considérés comme puits finaux des nanoparticules (Li et al., 2016 ; Canli et al., 2018 ; Nogueira
et al., 2019). Au regard de ces données, il apparait indispensable de conduire des études

écotoxicologiques approfondies visant a évaluer la nanotoxicité de ces particules.

Les NPs d’alumine (Al:Os) ont été considérées dans plusieurs études comme moins
toxiques que d’autres nanoparticules, telles que le TiO:2 et le ZnO, du moins a faibles
concentrations (Yang et al., 2012 ; Nogueira et al., 2020). Toutefois, divers effets toxiques ont
été rapportés chez plusieurs organismes, notamment chez les poissons (Chen et al., 2020), les
insectes (Huang et al., 2012 ; Mufioz et al., 2019), les rats (Morsy et al., 2013 ; Liu et al., 2020),
les cellules in vitro (Dong et al., 2019), les bivalves (Gurkan et Gurkan, 2021) ainsi que les
microalgues (Li et al., 2011). Par ailleurs, un manque d’études concernant les organismes
marins est notable, et de méme pour les nanoparticules de chrome, peu de données sont

disponibles dans la littérature actuelle.

Les mollusques sont reconnus comme d’excellents bioindicateurs des €cosystémes
aquatiques, en raison de leur r6le écologique majeur et de leur sensibilité avérée aux polluants,
notamment aux nanoparticules (Abramenko et al., 2021). Par exemple, Canesi et al. (2012) ont
souligné I’importance des bivalves comme groupe cible pour 1’évaluation de la toxicité des
nanoparticules, insistant sur 1’intérét d’utiliser les invertébrés aquatiques comme indicateurs

écotoxicologiques pertinents.

Le gastéropode marin perceur Stramonita haemastoma (Muricidae), couramment
appelé « Bakouma » en Algérie, a été utilisé comme bioindicateur de la toxicité des peintures
antisalissures au tributylétain (TBT) et de I’incidence de I’imposex (Chiavarini et al., 2003 ;
Limaverde et al., 2007 ; Rossato et al., 2014 ; El Ayari et al., 2018). Cette espece occupe divers
substrats marins durs et est fréquemment présente dans les zones subtidales cotieres (Madeira
etal., 2018).
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Toutefois, cet escargot marin a fait 1’objet de peu d’études concernant I’évaluation de la

toxicité d’autres polluants, et a notre connaissance, aucune étude antérieure n’a examiné les
effets des nanoparticules sur S. haemastoma. Dans une étude antérieure, ce Muricidae a été
validé comme un indicateur pertinent de la pollution métallique cétiére (Bouzahouane et al.,
2018). De méme, Di Bella et al. (2018) ont qualifié S. haemastoma d’espéce sentinelle
prometteuse pour la pollution métallique. Les gastéropodes constituent des modéles
écotoxicologiques appropriés en raison de leur tolérance aux conditions expérimentales en

laboratoire et de leur facilité d’échantillonnage (Caixeta et al., 2020).

D'autre part, en considérant ces escargots comme des prédateurs de bivalves et la
consommation humaine (Cioni et al., 2011), ils peuvent servir de modeéle excellent pour

I'évaluation de la toxicité des NPs.

Cette étude vise a évaluer in vivo la toxicité des NPs de Cr.0Oz et d’Al,Oz sur S.
haemastoma en utilisant une approche multi-biomarqueurs, un examen histologique, et 1’étude
des relations entre biomarqueurs via 1’analyse en composantes principales (ACP) et I'IBR
(Integrated Biomarker Response). Deux organes ont étaient sélectionnés qui sont la glande
digestive qui représente 1I’organe métabolique, et la cténidie qui represente les branchies avec
le rble respiratoire important, pour 1’évaluation des effets toxiques potentielle des deux NPS
notamment I’induction du stress oxydant souvent considéré comme mécanisme d’action de ces
NPs, évaluer le potentiel neurotoxique et les effets histologiques et donc déterminer la présence
potentielle du phénoméne de translocation et de biodisponibilité de ces NPs.
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l. Les nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont définies comme les particules de taille inférieure a 100
nm qui possedent des caractéristiques physiques et chimiques propre a eux, les NPs présentent
une tres grande surface d'échange due au fait que la majorité des atomes qui les constituent se

situent en surface (Lanone et Boczkowski, 2010 ; Leon et al., 2020).

Il existe plusieurs définitions pour le terme nanoparticule ou nanomatériau , selon
I'Organisation internationale de normalisation (1SO) le terme nanomatériau est défini comme
«tout matériau possédant toute dimension externe a I’échelle nanométrique ou une structure
interne ou en surface a I’échelle nanométriquey ; et le terme Nanoparticule comme « nano objet
dont toutes les dimensions externes sont a I'échelle nanométrique et dont les longueurs du plus
grand et du plus petit axe ne différent pas de fagon significative» . Selon les recommandations
de la commission européenne 2011 un nanomatériau est défini comme n'importe quel matériau
naturel formé accidentellement ou synthétisé et dont au moins 50% de ces particules sont a
I'échelle nanométrique de 1 a 100 nm (Journal officiel de I’Union européenne, 2011 ; 1SO,
2017 ; Shard et al., 2020).

Les caractéristiques unique et propre aux NPs sont trés avantageuses et ont contribué de
facon importante dans le développement des nanotechnologies et leur incorporation dans divers
secteurs, La fig. 1 représente I'évolution des travaux de recherche sur les NPs. 1l faut aussi noter
le fait que méme au sein d’un méme €élément naturel, la forme nanometrique de cet élément
présente des caractéristiques bien spécifique, et généralement absente chez celle de sa forme
microscopique (= 500 nm) de méme nature ; c’est effectivement ce point bien précis qui a fait
des NPs un champ de recherche moderne qui ne cesse de se développer (Triboulet, 2013 ; Song
et al.,2016).

Les propriétés supérieures des NPs comme leur taille (Fig.2), leurs caractéristiques
optiques, catalytiques, électriques, magnétiques et autres ont donné une importance et un intérét

inégalé envers eux, ceci a encouragé leur exploitation dans plusieurs aspects.
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Au jour d’aujourd’hui les NPs sont importantes dans plusieurs domaines notamment le

secteur Biomédical, les applications de conversion et stockage énergétique, mais aussi dans le

domaine environnemental et Ecotoxicologique comme par exemple dans la bio remédiation des
polluants (Dalal et Jana, 2018 ; Paris et Vallet-Regi, 2018).

NOMBRE DE PUBLICATIONS SUR LES
NANOPARTICULES (DEPUIS 2000)
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Figure 1: Nombre de publication sur les nanoparticules depuis 2000 (recherche Pub Med le 19/12/2021)
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Figure 2 : Nanoparticules et I'échelle nanométrique (Agence européenne de chimie, 2016)
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Il.  Classification des nanoparticules

Les NPs peuvent étre classées selon plusieurs criteres différents, leur classification peut
donc étre basée sur leur forme, la taille, la dimension des particules, la méthode de synthese
utilisée lors de la production des NPs, les propriétés physiques mais surtout leur nature
chimique. En se basant sur la dimension et la forme des particules on peut distinguer : les NPs-
sphérique, les nanoplates et les nano fibres, de plus selon la taille des particules, les NPs sont
classées dans un range allant de 1 a 100 nm. D’un autre c6té, la nature des éléments utilisés lors
de la synthése des NPs et aussi la méthode adaptée (traitement physique, chimique et autres) a
une influence sur le type de particule synthétisée mais aussi les parametres physico-chimiques
par conséquence on distingue alors quatre majeurs types : NPs dendrométriques, polymeres
(Fig.3) , les NPs a base de carbone (Fig.4) et enfin les NPs métalliques et oxyde métalliques
(Pal et al., 2011 ; Kshtriya et al., 2021).

1. Les nanoparticules organiques ou polymeres

Ce type de NPs est considéré comme non toxique et biodégradable, les polymeéres sont trés
sensibles a la chaleur et aux radiations magnétiques, parmi les NPs organiques on trouve : les
liposomes, ferritine, dendriméres et les micelles. Les caractéristiques idéales des polymeres ont
attiré une attention considérable dans divers secteurs et domaines d’application notamment
biomédicale, ce type de nanoparticules est largement utilisé dans les différentes techniques de
la délivrance médicamenteuses et celle ciblée de principe actif pour leur efficacité (Ealia et

Saravanakumar, 2017).
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Figure 3: Les polyméres : a - Dendriméres, b - Liposomes et ¢ - micelles (Ealia et Saravanakumar, 2017).
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2. Les nanoparticules a base de carbone (nanotubes de carbone)

Les nanotubes de carbone (Fig.4) ont été découverts en 1991. Ce sont des particules qui
se disposent seulement en deux dimensions dans leur forme nanométrique ; ce type de
nanoparticules est composé soit de plusieurs couches a la fois de graphéne (multitude d’atomes
de carbone répartis sur un réseau hexagonal) comme les MWNT (multiple-walled nanotube),
ou d’une seule couche de graphéne comme les SWNT (single-walled nanotube). lls sont
similaires a un réseau d’atome de carbone distribué de fagon hexagonale ; les nanotubes de
carbone possédent des propriétés physico-chimiques trés intéressantes comme leur bonne
conductivité et la tres grande dureté (Chuto et Riffaud, 2010 ; Bhatia, 2016).

Les Ceo fullerénes font partie des nanotubes de carbone les plus importants a cause des
diverses caractéristiques intéressantes qu'ils présentent ; de plus ils ont été étudiés de facon
exhaustive comme étant des particules prometteuses dans le domaine médical de délivrance des
principes actifs, et ¢’est le fait qu'ils peuvent étre remplis par des produits chimiques dans leur
cavité qui a donné tant d'intérét envers eux. Cependant leur faible solubilité a fait que des
modifications de leur surface soit nécessaire pour leurs applications multiples (Chuto et
Riffaud, 2010 ; Bhatia, 2016).

0.5to 1.5nm >100nm

Figure 4: Représentation schématique des nanotubes de carbone (Ribeiro et al., 2017).
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3. Les nanoparticules métalliques et oxyde métalliques

Les nanoparticules métalliques possedent des propriétés et des caractéristiques propre
et absente chez les autres types de particules dont certains les suivants : une charge a la surface,
une petite taille, des structures variées notamment cristalline et amorphe, des formes multiples
comme la forme sphérique, tétragonal et cylindrique en plus de leur forte résistance a la
corrosion, ceci a incité leur utilisation dans les domaines biomédical et des technologies

électroniques.

Ces NPs sont synthétisés a partir des métaux par plusieurs méthodes dont certaines sont
constructives et autres destructives, d’un autre coté les oxydes métalliques comme 1’oxyde de
fer et ’oxyde de titane sont synthétisés pour améliorer et renforcer les propriétés trouvées dans

leur élément métallique respectif (Singh, 2016 ; ljaz et al., 2020).

Les NPs métalliques sont en majorité non biodégradables et présentent une forte rigidité,
par ailleurs certains éléments de ce groupe se distinguent par leur bonne biocompatibilité ; d'un
autre cOté ces particules peuvent étre synthétisées dans des formes et structures tres diverses
et logiquement Les caractéristiques que possédent ces NPs peuvent étre modifiées et surtout
améliorées, les NPs meétalliqgues sont méme utilisées en associant plusieurs éléments
métalliques nanométriques ce qui représente un sérieux avantage, le tableau 1 représente les

divers types majauers des NPs métalliques (El-Sayed and Kamel, 2020).

Ce genre de NPs est synthétisé par trois approches différentes soit par méthodes
chimiques, méthodes physiques ou méthodes biologiques ; avec bien sdr pour chaque méthode

des avantages et des défauts (Jeevanandam et al., 2016).
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Tableau 1: Quelques types de nanoparticules métalliques et oxydes métalliques
(Zhang et al., 2008 ; Dijaz et al., 2014).

Nanoparticules métalliques Oxydes métalliques
e Plomb (Pb) e Oxyde de Fer (Fe20s)
e Argent (Ag) e Dioxyde de Titane (TiOz)
e Fer (Fe) e Oxyde d'argent (Ag20)

e Cadmium (Cd)

Oxyde de Zinc (ZnO)

e Aluminium (Al) e Dioxyde de Cérium (CeOy)

4. Les points quantiques ou (Quantum Dots)

Les Quantum Dots (QDs) sont des particules tres fines de diametre allant de 2 a 10
nm, les QDs sont des semi-conducteurs aux propriétés supérieurs, il existe une grande variété
de ces particules et généralement ils sont constitués de plusieurs atome des éléments du groupe
I11aVI(Se, Zn, Te et autres) et 111 2 V comme par exemple I’Indium (In) du tableau périodique.
Les QDs possedent des propriétés de fluorescences tres intéressantes comme leur stable photo-
fluorescence et les capacités a émettre plusieurs couleurs, ces caractéristiques ont influencé
I’exploitation des points quantiques dans divers secteurs. Parmi les champs auxquelles ces
particules ont été extrémement utiles on trouve I’imagerie médicale et les capteurs spécifiques
au principe actif tell que I’ibuproféne ; les Quantum Dots les plus importants et les plus étudié
sont celle a base du cadmium (Cd) constitué principalement des CdSe, il existe également

d’autre genre & basse de zinc (Zn) comme les ZnS (Bharti et al., 2019 ; Yetisgin et al., 2020).

Malgré les vastes propriétes uniques, les Quantum Dots sont considérés comme trées
toxiques et peuvent constituer un danger réel pour la santé publique mais aussi un sérieux
probléme pour leurs applications médicale dans le futur (Drbohlavova et al., 2009). La Fig. 5

et la Fig.6 représentent la classification des nanoparticules selon la nature chimique et physique.
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I11.  Source et origine des nanoparticules

Les nanoparticules constituent un éventail assez large et tres divers de particules de
fait par les différentes propriétés, formes et structures dans les quelle ils peuvent se présenter ;
ces nano-objets proviennent de deux sources principales 1’une naturelle et 1’autre anthropique,
I’origine des NPs peut ainsi étre un critére de classification des NPs en deux categories selon la

source d’émission dans I’environnement :

1. Les NPs d’origine naturelle

Divers phénomeénes et processus naturels peuvent intervenir dans la formation et
I’émission des nanoparticules, par ailleurs la sphére terrestre (lithosphere, atmospheére et
biospheére) contient multiple genre de NPs formées naturellement et pouvant se trouver dans les

riviéres, les océans, les rocher, les sols et autres (Jeevanandam et al., 2018).

Plusieurs sources naturelles causent 1’émission des NPs notamment les éruptions
volcaniques, tempéte de sable, poussiére cosmique, les feux de forét etc. ; certains NPs sont
aussi d’origine biologique telle que I’ADN (2.5nm), certain virus (10-30nm) et bactéries
(IRSST., 2006 ; Strambeanu et al., 2015).

Parmi les NPs d’origine naturelle on trouve les particules de carbone (le charbon) et
nanotubes de carbone tel que les fullerénes, certains NPs inorganique notamment les oxydes
métalliques comme 1’oxyde de fer, et plusieurs d’autres comme les NPs d’argile (Nowack et
Bucheli, 2007). Quelques types de métaux et oxyde métallique a la taille nanométrique sont
formés par divers processus naturelle complexes comme par exemple ’oxyde d’aluminium
Al>O3, I’oxyde de silice SiO», I’oxyde de manganese MnO, les sulfites de fer FeS (Sharma et
al., 2015).

Les NPs d’origine naturelle sont généralement hétérogene et ont une taille similaire pour
chaque genre, c’est le cas des poussieres atmosphériques qui peuvent contenir des millions de
tonne de particules naturellement formées qui sont transportées par 1’atmosphere sur de trés

grandes distances et étre retenues pendant plusieurs jours dans 1’air (Smita et al., 2012).
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2. Les NPs de source anthropique

Les nanoparticules sont aussi originaires des multiples activités humaines qui ont pour
résultats dans la plupart des cas 1’émission de ces éléments dans 1’environnement et de fagon
assez alarmante, il est possible de diviser les NPs de source anthropique en deux fractions
différentes : ceux produits de fagon accidentelle ou involontaire et d’un autre cote les particules
nanométriques produites de facon voulue et intentionnelle (Boczkowski et Lanone, 2010 ;
Gigault, 2011).

Les procedés de combustion des énergies fossiles comme les carburants sont des sources
accidentelles d’émission des différents types de NPs dans I’enivrement dont les causes majeures
sont les trafics routiers, les émissions des bateaux et des avions, les constructions, les fuites de
carburants et les déversements accidentels, 1’utilisation des pneus de voitures et la pollution
atmosphérique (Kumar et Al-Dabbous, 2016 ; Nam et Lead, 2016).

D’une autre part plusieurs procédés de multiples industries comme I’industrie
chimique des nanomatériaux sont des sources intentionnelles de production des NPs, les NPs
métalliques, les polymeres et les nanotubes de carbone sont concue avec des propriétés
modifiables et avantageuses a diverses autres applications, ils couvrent un trés large nombre de
substance comme les NPs d’Or (Auz), les NPs d’argent (Agz), oxyde de zinc (ZnO) et dioxyde
de titane (TiO.).

A ce jour les importantes applications des NPs ont augmenté du fait de leurs
productions volontaires en vue d’obtenir les propriétés les mieux adaptées aux applications
commerciales multiples tel que ’utilisation des NPs d’argent en tant que composé dans les
carburent et cosmétique, le dioxyde de titanium est utilisé dans le secteur biomédicale. Les NPs
de cérium (CeOy) sont utilisées comme polisseurs de verre et plusieurs autres applications ; les
caractéristiques que possédent les nanomatériaux et I’impact économique dans les industries
différentes ont causé I’augmentation au fur et a mesure des années de leur synthése (Buzea et
al., 2007 ; Baker et al., 2014).
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La majorité de ces NPs anthropiques sont produites depuis le dix-neuvieme siecle
et des quantités tres importantes ont été déversées vers 1’environnement, ces particules sont
considérées comme nocives pour la santé et peuvent avoir des effets graves notamment
cancérigenes, tératogenes et mutagénes, omme indiqué précédemment, plusieurs industries sont
concernées, notamment les exploitations industrielles de I'or et d'autres éléments. (Strambeanu
etal., 2015).

IV. Application des Nanoparticules

Compte tenu de multiples propriétés physico-chimiques supérieures dans plusieurs
aspects, la production des différentes nanoparticules synthétiques n’ont cessé d’augmenter au
fil des années et par conséquence une augmentation massive de leurs utilisations dans nombreux
domaines (Zheng et al., 2016). Les nanomatériaux manufacturés sont produits afin de présenter
des caractéristiques spécifiques qui répondent aux criteres nécessaires aux usages pour lesquels

ils ont été créés.(Handy et al., 2008).

Les chercheurs scientifiques ont exploité les comportements chimique, magnétique,
optique et électrique et ont grandement bénéficier des caractéristiques extraordinaires qu’offre
les NPs par rapport aux autres éléments de méme nature mais non-nanométrique qui ne
présentent pas autant d’avantage. Ce qui a ouvert les portes d’un développement technologique
dans plusieurs secteurs, parmi les applications les plus prometteuse des NPs on trouve le
domaine médical et biomédical ou divers possible usages ont été réussi avec une efficacité
inégale, et autres comme I’industrie variée et les technologies moderne tel que les fabrications

électroniques (Prajitha et al., 2019).

Les applications des NPs sont trés multiples, on peut distinguer certains usages dans
lesquels les NPs ont gagné une place importante en tant qu’élément indispensable, durant ces
derniéres années les nanotechnologies représentent : dans le secteur médical et santé 18 % , les
communications, I’environnement, et autres technologies 8-9 % pour chacun , les constructions,
produits cosmetiques et industries agroalimentaire 1-6 % , I’industrie chimique aussi représente
une grande part des applications des NPs avec 12%. Une augmentation des recherches et
techniques d’incorporation dans la bio remédiation et dépollution a vu le jour avec des avis trés

prometteurs (Sanchez et al., 2011).
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Les nanotechnologies environnementales ont obtenu un grand intérét puisqu’ils
permettent 1’étude des interactions entre 1’environnement et les NPs pour le but ultime de
I’exploitation de ces dernieres avec efficacité et le minimum possible d’effet toxique. Les NPs
sont utilisées dans le traitement des eaux et de 1’air, dans la détection des polluants, dans le
secteur des technologies énergétique tel que les carburants et les matériaux thermoélectriques
en plus de la capture et séquestration du carbone dans les proceédés industriels (Louie et al.,
2016).

Les nanotechnologies et leurs usages dans le domaine de 1’environnement rentrent

en majorité dans ces trois classes des activités environnementales suivantes :
- Laremédiation environnementale contre les polluants.
- Les produits durable et respectueux de 1I’environnement.

- Les capteurs pour les différentes substances chimiques et polluantes (Khan et al., 2019).

Les NPs sont également utilisées dans un domaine tres important et ont récolté
beaucoup de succes dans leurs applications médicales et biomédicales innombrables. Au sein
des applications cliniques des NPs, I’administration ciblée des médicaments ou la délivrance
médicamenteuse (Drugs targeting) et I’imagerie médicale sont les plus exploitées. Les
propriétés supra magnétiques ont favorisé 1’usage en radiographie comme par exemple

I’utilisation de 1’oxyde de fer (FeO) dans I’imagerie par résonnance magnétique (IRM).

D’un autre cOté les usages des NPs comme systéme de transport et vecteurs de
médicament surtout en oncologie et due principalement aux propriétés pharmacocinétique
unique, ce qui peut permettre un ciblage direct des tumeurs par les médicaments transportés. I
faut noter que plusieurs formes de nanoparticules sont utilisées comme systéme de transport
ciblée de médicaments qui sont les suivants : - les polymeéres, les lysosomes et micelles, les NPs

inorganique comme 1’argent, 1’or et le titanium. (Gill et al., 2007 ; Calugaru et al., 2015).

Parmi les avantages de la nano-médecine, le fait que la distribution peut étre contrélée
par la modification sur les NPs en surface ou de la taille et plusieurs autres procédures ceci a
fait que ces applications peuvent assurées une efficacité surtout dans les traitements anti-

tumoraux des cancers (Arvizo et al., 2012 ; Thassu et al., 2013).
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Généralement les nano-porteurs de médicaments sont destinés a résoudre un tres grand
probléme qui est le transport des médicaments fortement hydrophobe qui représente un vrai
chalenge pour les chercheures, de plus les nano-porteurs de médicaments peuvent étre trés
efficace dans la délivrance des principes actifs d’origine protéique et lipidique (Torchilin, 2006 ;
Gill et al., 2007 ; Arvizo et al., 2012 ; Thassu et al., 2013 ; Calugaru et al., 2015).

Le dioxyde de zirconium ZrO, I’oxyde de cérium CeO3, 1’oxyde de titanium TiO> et
I’oxyde d’aluminium Al2O3 ont été et sont encore employés dans le domaine biomédical en
tant qu’implants dentaires de toutes formes mais aussi dans 1’orthopédie. Leurs applications
dans les matériaux dentaires peuvent étre seules ou sous forme de mixture de plusieurs
nanoparticules a la fois un exemple est la Zircone stabilisée a I'yttrium (TZP — 3Y), la zircone
tétragonique (TZP-CE) stabilisée avec le dioxyde de cérium et le TZP/Al>Oz qui ont été utilisés

comme tous types d’implants dentaires.

Des matériaux similaires sont aussi appliqués dans 1’orthopédie notamment dans
I’arthroplastie avec 1’utilisation d’implant de remplacement d’os dans les cas de fracture ou
autre mais aussi d’autres types (Fig. 7A). Toutes les propriétés favorables comme la
biocompatibilité, la stimulation de I'ostéogenése dans les implants a base de NPs et la rigidité
ont suscité les applications des NPs en orthopédie et en chirurgie dentaire. D'un autre c6té, un
probleme fréquent avec ces implants est les infections microbiennes. Cela a renforcé les études
visant a exploiter les NPs, en raison de leurs caractéristiques antibactériennes, comme celles du
TiO, par exemple, avec des matériaux composes de NPs ayant montré une certaine efficacité

dans la résolution de ce probléeme

Cependant il faut bien noter que beaucoup d’avis concernant les dangers et la non sureté
de leurs applications dans ce domaine ont émergé et plusieurs types de ces implants ont été soit
retirés ou modifiés pour réduire les échecs identifiés lors des applications (Streicher et al.,
2007 ; Smith et al., 2018 ; Li et al., 2020 ; Yuehong-Li et al., 2020).

Le monde des productions agro-alimentaire aussi a été intégré par les différentes NPs
qui sont utilisées pour plusieurs objectif et catégorie ; les NPs sont employées comme additifs
alimentaires de tous genre qui se divisent en plusieurs catégories comme les additifs afin
d’améliorer la fluidité des aliments en poudre (Fig.7B), ils sont communément appelés

antiagglomérants et ils sont employés dans le sucre en poudre et sel par exemple.

Dans une autre catégorie de NPs employées comme additif alimentaire on retrouve les

pigments comme les colorants alimentaires, par ailleurs dans les applications pour enrichir les
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aliments c.-a-d. I’incorporation d’éléments liposoluble comme les lipides directement dans les
aliments, un exemple de cette stratégie est I’incorporation des Omega-3, des vitamines et le
béta-carotene par encapsulation dans des micelles nanométriques. Parmi les antiagglomérants
en peut distinguer les suivantes : E551 (oxydes de silicium (SiO2)) et E559 (silicate
d’aluminium). En tant que colorant les suivants : E172i, E172ii et E172iii (oxyde de fer noir,

jaune et rouge, respectivement), E171 qui est I’oxyde de titanium (TiO2) (Houdeau et al., 2018).

Il faut aussi noter que d’autres NPs comme le zinc, cuivre et surtout I’argent sont utilisés
dans une autre classe d’additif alimentaire tel que les emballages en textiles ou papier. Ces
éléments sont connus pour les effets biocides (antifongique et antibactérien) due principalement
a leurs capacités de libérer les ions et générer les radicaux libres. Les NPs les plus connu pour
ce type d’effets sont les NPs d’argent avec la libération d’ion Ag" progressivement. L’objectif

final de leurs utilisations est de prolonger la conservation des aliments emballés.

Cependant des craintes sur la toxicité et danger potentiel sur la santé humaine se sont
fait entendre et ces NPs sont concernées par plusieurs études toxicologiques avec la question la
plus importante qui est : « est-ce que les NPs peuvent migrer vers I’aliment ... » avec en plus
des grandes difficultés d’évaluation des effets potentiellement toxiques de ces éléments. Sans
oublier que la reglementation concernant ce type d’application n’est pas suffisamment

développée (Marano et Guadagnini, 2011).

Les nanoparticules par leurs propriétés idéales ont montré une certaine capacité dans les
usages au sein de I’agriculture avec des techniques tres variées. Les NPs sont employées dans
la fertilisation des sols par plusieurs méthodes différentes soit comme nano-fertiliseur brute
directement ou par exemple comme des matériaux hotes a d’autres fertiliseurs et donc comme
transporteur. Par ailleurs les NPs sont utilisées pour la prévention et le traitement des différentes
maladies des végétaux par les systémes de transport cible de produits actifs. Certaines propriétés
jugées tres utiles comme celle photo catalytique et la fluorescence ont contribué aux usages des
NPs dans le développement de capteurs, dans la remédiation des sols et la dégradation nano
chimique (Siddiqui et al., 2015 ; Nasrollahzadeh et al., 2019).

Les utilisations des Nano-pesticides sont parmi les plus importantes applications des
NPs dans I’agriculture, les divers avantages que présente ces élements ont influé ces
exploitations : la solubilité, la rigidité, les stabilités thermiques, la biodégradabilité dans certains
cas et la forme cristalline. Un exemple des nano-pecticides est présenté dans le tableau 2, comme

pour les nano-fertiliseurs dans 1’'usage des NPs en tant que pesticides peut étre soit direct avec
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les caractéristiques biocides de certains éléments ou comme systeme de transport cible dans les
quelle d’autre produits chimiques sont incorporés dans des capsules nanométriques ces
procédure permettent d’augmenter 1’efficacité et diminuer les pertes (Ditta et lbrahime, 2015 ;
Thul et Sarangi, 2015 ; Nasrollahzadeh et al., 2019).

Tableau 02 : Exemple de systéme de transport ciblé des nano-pecticides (Thul et Sarangi, 2015)

Nanoformulations Matériaux utilisés Composés actifs
Herbicide Zn-Al 2-4-dichlorophénoxyacétate
Pesticide SiO2 Validamycine

Pesticide Polymere Bifenthrin

Insecticide TiOz/Ag Diméthomorphe

Pesticide PEG Carbofuran

Insecticide TiO: Avermectines

Insecticide Chitosane Etofenprox
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Figure 7 : Usages des nanoparticules, - A : implant orthopédique a base de NPs - B : types de NPs employées dans les
procédées alimentaires (Marano et Guadagnini, 2011).
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Les NPs sont utilisées dans nombreuses autres industries et produits de
consommation comme representé dans la Fig. 8, ils ont suscité I’attention et 1’intérét de
plusieurs secteurs en se basant sur les structures spécifiques et requises a chaque type d’usage ;
les NPs sont adaptées dans les domaines éenergetique, optique, catalytique, les industries
chimiques et I’aérospatiale, soin et santé, semi-conducteurs. Toutes ces industries emploient les
NPs soit dans la forme brute, incorporée dans des liquides ou des éléments solides ; un exemple
bien spécifique est celui de I’implication des points quantiques dans la fabrication des Diodes
électroluminescentes (connu en tant que LED), aussi I’exploitation des capacités
antibactériennes des NPs d’Ag dans les vétements, les NPs ZnO, comme revétements pour

réduire les expositions aux rayonnements UV (Lu. 2012).
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Figure 8: Applications des nanoparticules dans notre quotidien (www.veillenanos.fr).
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V.  Nanoparticules dans I’environnement, pollution et danger
potentiel au sein des écosystemes aquatiques

L’augmentation conséquente des utilisations des nanoparticules au fur et a mesure des
annees au présent et sans doute dans le future proche a un impact sur I’augmentation des

émissions de ces €léments dans ’environnement.

Plusieurs procédés peuvent étre la cause d’émission des NPs qu’il soit stationnaire
comme les emissions industrielle et automobile, le déversement d’eaux usées contenant
multiple genre de NPs qui proviennent essentiellement des produits de consommation dans
plusieurs domaines et plusieurs autres émissions. De plus ces éléments peuvent rejoindre
I’environnement de fagon directe ou indirect comme dans le cas de traitement des eaux usées

avec les NPs.

Des craintes des effets néfastes potentiels a cause de 1’augmentation des concentrations
des NPs dans les milieux naturels (eau, sol et air) émergent avec beaucoup d’intérét donné a
I’évaluation du comportement des nanoparticules une fois libérées dans 1’environnement
(Biswas et chang-Yu, 2005 ; Bundschuh et al., 2018).

Les NPs métalliques du fait de leurs applications importantes dans plusieurs produits
ont suscité des craintes par rapport au danger potentiel qu’ils peuvent représenter notamment

dans les écosystéemes aquatiques.

Le ZnOgy, le TiOy, I’Ag et le CuO par exemple sont massivement utilisés avec une
production moyenne annuelle de plusieurs milliers de tonnes. Par conséquence une
augmentation des concentrations de ces NPs aux seins des écosystemes aquatiques est reportée
par plusieurs études ; d’autre part les craintes concernant essentiellement la capacité
d’accumulation chez les espéces aquatiques sans oublier leurs effets toxiques multiple comme

I’induction de stress oxydant, potentiel tératogene et effets sur I’ADN (Xu et al., 2020).
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L’environnement aquatique est considéré comme étant le probléme ultime concernét les
polluant, dans la méme idéologie les NPs aussi sont considérer comme un probléme pour
I’écosystéme aquatique principalement a cause de la difficulté de leurs détections dans 1’eau,
Sédiment et les organismes en face des effets Eco toxicologique multiples reporté de ces NPs.
De plus les comportements de ces eléments dans I’eau comme 1’agglomération et la
sédimentation sont des raisons pourquoi donnez aussi d’importance aux €cosystémes
aquatiques et les interactions avec les nanoparticules (Buffet et al., 2011 ; Ali et al., 2014 ;
Ramskov et al., 2015).

Le comportement des nanoparticules dans les systémes aquatiques est tres influencé par
la surface (taille, forme etc...) des particules qui joue un réle primordial dans leur devenir une
fois introduits vers les milieux aquatiques a savoir la stabilité, la mobilité et 1’agglomération.
Dans le milieu marin les nanoparticules ont tendance a se comporter d’une manier spécifique
et similaire a la majorité d’entre eux, généralement c’est 1’agglomération dans les milieux

marins qui est observer pour beaucoup de NPs.

La formation d’agglomération est largement favorisée par la force ionique et teneur en
matiére organique naturelle en suspension dans I’cau de mer ; le résultat final de cette
agglomeération est généralement la tendance des NPs a de sédimenter et étre disposer. Il a été
reporter que les NPs peuvent se comporter comme vecteur de polluants dans le milieu marine
a cause de la capacité probable des NPs a absorber les autres polluants, d’un autre cote cette
aspect peut favoriser 1’internalisation de ces polluant dans les organismes marins due a la
faciliter observer des NPs a pénétrer dans les organismes marins et autres. Des ponts trés
importants comme celle mentionné précédemment ont contribué a susciter I’évaluation de leurs
comportements et 1’écotoxicité (Kahru et Dubourguier, 2010 ; Quik et al., 2011 ; Huang et al.,
2019 ; Arvidsson et al., 2020).
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Les NPs peuvent subir d’autres processus de transformations dans le milieu
aquatique essentiellement résumé dans la Fig. 9 ; Des transformations chimiques, physiques et
biologiques. Les réactions chimiques regroupent : - la dissolution, 1’oxydation et la réduction
comme le processus de sulfatation ou la libération des ions en plus des rections photochimiques.
La transformation biologique regroupe essentiellement les processus de biodégradation via les
microbes mais aussi les bio-modifications (Weinberg et al., 2011 ; Huang et al., 2019 ; Turan
etal., 2019).

Les NPs cationique comme le ZnO; et I’Ag” font partie des particules qui subissent
la dissolution et la sulfatation, ces réactions auront pour résultat de favoriser 1’agglomération et
I’augmentation de la toxicité de ces particules dans 1’eau de mer. Ce type de réaction est
considéré comme un élément déclencheur des effets toxiques de certains NPs comme ceux
mentionnés en début de phrase a cause de la libération des ions et cations toxiques (Turan et
al., 2019).
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Figure 9: Transformations des nanoparticules dans le milieu marin (Turan et al., 2019).
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Avec les utilisations multiples des nanoparticules, leurs existences dans les difféerents
compartiments environnementaux semblent tout simplement inévitable ; dans 1’écosystéme
marin plusieurs voix ou cause d’introduction des NPs peuvent étre identifié, qui sont les

suivantes :

1- les produits cosmétiques qui contiennent certains types de NPs notamment le TiO, et
le ZnO2 qui sont libérées directement dans 1’eau apres utilisation. 2- les décharges des eaux
usées domestiques avec de nos jours les innombrables genres de particules nanométriques
incorporées dans les produits de consommations et domestique qui peuvent se retrouver dans
les eaux usées et donc rejoindre 1’écosystéme marin. 3- le ruissellement avec des preuves de la
libération des NPs comme le TiO2 de certaines surfaces comme les peintures et étre
transportées vers 1’écosystéme marin. 4- le déversement des déchets dans les eaux marines
comme le cas des micros plastics. 5- autre route d’entrée comme par exemple les dép6ts
atmosphériques et I’application des NPs dans la bio-remédiation (Zhu et al. 2016 ; Gonzélez-
Galvez et al., 2017).

Plusieurs études ont été dediées a 1’évaluation de la libération des nanoparticules a
partir des différents produits et textiles qui contiennent divers NPs tel que les vétements, Des
preuves de la libération des NPs contenues dans les chaussettes apres leur lavage ont été
indiquées et observées, c’est le cas des NPs d’Ag. Le résultat de ces libérations sera
probablement 1’émission dans 1’écosystéme marin ce qui va considérablement augmenter les

concentrations des NPs dans ces compartiments (Krzyzewska et al., 2009).

Les nanoparticules une fois en contact avec le compartiment marin ont un
comportement assez distingue, les NPs d’origines métalliques ont tendance a former des
agrégats et soit libérer des ions mais aussi étre déposées dans le fond par un phénomene appelé
sédimentation. Les concentrations des NPs dans les eaux de mer sont prédit a rang de
picogramme/L, Cependant, des études ont prouvé que pour les NPs les plus connues et a usage
important, telles que le TiO et le ZnO, Les concentrations surtout dans les sédiments peuvent
envoisiner les milligrammes/kg de sédiments. Les invertébrees benthique comme les huitres
qui sont des filtreurs, palourde nourriciére et les échinodermes sont potentiellement exposés

aux NPs par les sédiments (Corsi et al., 2014 ; Baalousha et al., 2017).
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Figure 10: Comportement des nanoparticules dans le compartiment marin et leurs interactions (Val et al., 2016).

L’interaction des nanoparticules une fois dans la colonne d’eau saline avec les particules
en suspension naturelle est représentée dans la Fig. 10 et Fig .11 et peut conduire a la formation
de molécules sous forme colloidale qui sont similaire a des couronnes, ce type d’interaction est
largement suspecté d’étre un élément favorable a I’entrée des NPs dans les organismes marins
et générer des effets toxiques (Corsi et al., 2020).
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L’un des points les plus important au quel fait face les chercheurs dans le domaine des
nano toxicologie est la grande difficulté de leurs caractérisations mais surtout la détections des
NPs dans les divers compartiments mais spécifiguement dans le milieu aquatique. Parmi les
méthodes les plus adaptées a la détection des concentrations des NPs notamment métalliques
est la Spectrométrie de masse par plasma a couplage inductif (ICP-MS) a cause des résultats
plutdt convaincante que cette technique peut donner en matiére de détection des concentrations
des nanoparticules dans 1’eau. Il faut bien noter que les concentration réelles des NPs dans les
eaux naturelles sont tres difficile a établir et beaucoup de différence dans les concentrations
prédites sont remarquées, les concentrations prédites dans les eaux naturelles des NPs d’Ag,
CeO2, TiO. et ZnO; varient de 1- 10 pg/L tandis que les concentrations optimales totales
avoisinent les 100 pg/L . D’un autre c6té elles sont plus importantes dans les sédiments de fagon

inévitable due aux dépdts et la persistance (Klaine et al., 2008 ; Atluri et Jensen, 2017).
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Figure 11: Biodisponibilité des NPs et interactions avec les organismes marins (Flahaut et al., 2018).
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L’état d’agrégation des NPs dans les milieux marins et leur tendance soit a se sedimenter
ou de libérer les ions ou méme la dissolution est influencée majoritairement par les
caractéristiques intrinséques des particules : - taille, forme, structure et composition
chimique. Cependant méme les propriétés du milieu ont un impact considérable dans la nature

des NPs une fois introduite dans la colonne d’eau tel que les
, le pH, la force ionique, la salinité et la température (Peng et al., 2017).

La charge a la surface des NPs est un elément trés important aussi dans la disposition
des NPs au sein de 1’écosystéme marin, la mesure du potentiel Zeta qui exprime la charge
existante dans la surface des NPs est devenue un parameétre important dans la caractérisation
des NPs surtout dans les études Ecotoxicologique. Le point essentiel a retenir pour I’impact de
la charge c’est que la présence d’une négative stimule la formation d’agglomérations des NPs
dans I’eau saline (exemple : le TiO.), une charge positive au contraire favorise la stabilité des
particules et permet leur présence sous forme nanométrique dans la colonne cau. L’état
d’agglomération comme précédemment noté favorise la sédimentation et augmente la
biodisponibilité des NPs pour les organismes benthiques. Par ailleurs une grande salinité
favorise ce type d’interaction ce qui est présent dans les eaux marines donc ces comportements
peuvent étre expliqgué comme étant le résultat de tous ces facteurs (Fig. 12) qui joues un role

important dans leur devenir (Wang et al., 2014 ; Corsi et al., 2021).
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Figure 12: Impacts des nanoparticules dans le milieu marin (Peng et al., 2017).
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VI. Reglementation des nanoparticules

Face aux dangers potentiels que peuvent induire les nanoparticules plusieurs
systemes d’évaluations de leurs toxicités sont mis en place et sont régulierement améliorés.
L’écotoxicologie est un élément important dans 1’évaluation des effets potentiels nocifs de ces
NPs ; des stratégies d’investigations de la toxicité des NPs sont mises en avant par plusieurs
organisations gouvernementales et autres divers tel que la réglementation européenne REACH
(réglementation d’évaluation, restriction et autorisation des produits chimiques) et
I’organisation de coopération et de développement économique OECD. L’objectif est
principalement de standardiser les essais toxicologiques, dans le cas des NPs des bio-essais de
courte durée et d’autre chronique sont proposés avec divers organismes et modeles biologiques
considérés comme indicateur. Les informations relatives a la toxicité des NPs dans
I’écosysteme aquatique sont considérées comme étant les plus importants et représentatifs
(Crane et al., 2008 ; ECHA, 2016 ; OECD, 2021).

La réglementation en I’encontre des nanoparticules n’est pas assez développée en
comparaison avec d’autres produits chimiques et polluants malgré le danger renforcé par
d’innombrables travaux scientifiques. Cependant il existe certaines réglementations relatives
au valeurs limites d’exposition des NPs comme par exemple ceux établis par le NIOSH
(National Institute for Occupational Safety and Health) par rapport au dioxyde de titanium avec
des valeurs d’exposition limite approximative a 2,4 mg/m® dans le milieu professionnel.
Comme exemple des difficultés au niveau de la législation des NPs le cas de la France avec
I’absence de lois spécifique au NPs selon le rapport de I’institut francais de recherche et de
sécurité (ECHA, 2017 ; INRS, 2020). La Fig. 13 représente le Pictogramme d'avertissement

relatif aux NPs.

Figure 13: Pictogramme d'avertissement relatif aux nanoparticules (INRS, 2020).
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L’Organisme de Normalisation National Britannique (BSI) a proposé un cadre
reglementaire concernant les nanoparticules et la valeur limite d’exposition (VLE), les
directives de cet organisme s’appuie principalement sur les connaissances passe des eléments
de plus grande taille et de méme nature que les NPs (IRSST, 2010). Avec une classification des

NPs en quatre types :
1- Une VLE de 0,01 fibre/ml pour les nanoparticules ou nanomatériaux fibreux

2- Des VLE dix fois plus inférieur pour les substances CMR (cancérogenes -

mutagenes — réprotoxiques)

3- Pour les NPs insolubles (métallique principalement) il est recommandé d’appliquer
les mémes valeurs proposées pour le dioxyde de titanium TiO2 par le NIOSH en plus

des facteurs de sécurité supérieurs.

4- Pour ceux soluble il est recommandé d’appliquer la moitié des VLE des élements de

méme nature chimique mais de taille et dimension supérieur (IRSST, 2010).

La Reglementation européenne CLP qui désigne les termes « classification, étiquetage,
emballage » a introduit les nanoparticules dans I’inventaire des substances chimiques a étre
déclarees. La réglementation CLP stipule que les informations relatives aux types de NPs, leur
forme, leur concentration et les mixtures doivent étre étiquetées et absolument communiquées
dans les SDS (fiche de sécurité) avec les données de leur effets toxiques potentiels et les
avertissement et précaution relatif a ces substances (Alessandrelli et polci, 2011). Le Comité de
la Prévention francais dans un rapport récent confirme que malgré la non classification des NPs
dans la liste des substances CLP certains NPs avec les connaissances actuelles peuvent étre
classées prochainement (CPP, 2020).

Les organismes de normalisation tel que I’ISO et I’OECD donne une grande importance
aux nanoparticules et ont dédié plusieurs activités a leurs encontre pour permettre une
évaluation des effets potentiels : les définitions, nomenclature, test toxicologique, ligne
directives, méthodes de quantification et caractéerisations et protocoles toxicologiques (Castillo.
2010).
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Parmi la liste de NPs a étudier en priorité émis par ’OECD on trouve les suivants :
Nanoparticules d'argent, Nanoparticules de fer, TiO, Fullerénes (C60), les nanotubes de
carbone de divers types (SWCNT et MWCNT), CeO2, ZnOz, SiO», Dendrimeres, Nanoargiles
et nanoparticules d'Or (OECD, 2021).

VII. Toxicité des nanoparticules chez I’homme

En réaction aux divers usages dans lesquelles les nanoparticules sont impliquées,
plusieurs craintes sur leurs toxicités pour tous les organismes vivants ont émergé. Un tres grand
nombre de publications scientifiques ont remporté les effets délétéres des NPs avec des effets
assez multiples lors d’évaluations de la toxicité sur plusieurs organismes aquatiques ou
terrestres. Les NPs ont été reportées comme ayant une capacité d’induction d’effet
immunotoxique, génotoxique, tératogene, neurotoxique, pneumotoxique, reprotoxique et autres
(Andujar et al., 2009 ; Dobrovolskaia et al., 2009 ; Hu et Gao, 2010 ; Maurer-Jones et al., 2013 ;
Greco et al., 2014 ; Bahadar et al., 2015 ; Mahaye et al., 2017 ; Nho et al., 2020).

Un point essentiel dans la toxicité des nanoparticules est a préciser, c’est
majoritairement les propriétés et les caractéristiques uniques considérées comme favorables qui
sont la cause de la capacité des NPs a induire ces effets toxiques divers. De plus les NPs ont la
capacité de pénétrer et passer a travers les barrieres biologiques des organismes vivants, ceci a
suscité des inquiétudes envers eux par rapport aux effets nocifs potentiels (Fernandez et al.,
2011 ; Cid et al., 2015 ; Ng et al., 2015).

Les Nanoparticules sont considérées comme une nouvelle classe de polluants; en
effet ces particules peuvent intégrées les épithéliums et étre transposées dans divers organismes
et s’accumuler dans divers organes comme le cerveau et les reins (Masse et Boudene, 2012).
Plusieurs effets toxiques ont été décrit lors d’évaluations de la toxicité des NPs dans les durées

aigués, subaigués ou chroniques (Castillo et al., 2017).
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Chez I’homme la toxicité des nanoparticules est susceptible d’étre la conséquence
de I’entrée principalement par la voie respiratoire et le contact direct avec la peau (voie
cutanée), la voie digestive par ingestion est considérée comme une voie d’exposition secondaire
d’exposition aux NPs. La petite taille des NPs est considérée comme élément favorable a leur
entrée dans le systeme respiratoire et par conséquence induire une toxicité. D’un autre coté les
NPs métalliques ont la capacité d’intégrer les cellules et de fait interagir avec I’ADN résultant
potentiellement en génotoxicité. Il faut préciser aussi la grande capacité des NPs comme les
nano-cuivre (CuO) a s’accumuler dans les différents tissus biologiques apres entrée dans le
systeme circulaire sanguin et lymphatique qui joue un réle importent dans le transport de ces
NPs vers divers organes (DeVoll et al., 2010 ; Ameh et Sayes. 2019 ; Garces et al., 2021). Les
voies d'exposition aux NPs et leur destination finale potentielle sont représentées dans la Fig.
14.

Bien que les mécanismes de toxicité ne soient pas spécifiguement connus, la toxicité
des NPs peut étre soit locale ou systémique et I’induction du stress oxydant est considérée
comme 1’élément principal en cause de leur capacité a induire les effets toxiques. 1l a été reporté
que les NPs augmentent la production des especes réactives de I’oxygéne (ERO) comme 1’anion
super oxyde O3 et le peroxyde d’hydrogéne H202 et donc induire un stress oxydant dans les
milieux biologiques ; par conséquent induire des effets internes dans les cellules comme ceux
mitochondriales et la peroxydation lipidique résultant en la dégradation des membranes
cellulaire (Singh, 2016 ; Horie et Tabei, 2020).
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Figure 14: Voies d'entrée des nanoparticules et leurs distributions dans le corps humain (Medici et al., 2021).

30



Synthése Bibliographique Chapitre I : Les nanoparticules
R — == S N~

VIIIl. Ecotoxicité des NPs chez les organismes marins et aquatiques

Les nanoparticules métalliques constituées soit de traces métalliques (Cu-NPs, Ag-
NPs) ou d’oxyde tel que le ZnO; et le TiO2 peuvent induire plusieurs effets toxiques dans le
biote aquatique du fait de leur comportement dans le milieu aquatique. Les NPs possedent la
capacité d’interagir et étre intégrées au sein des organismes aquatiques comme les poissons et
s’accumuler dans les différents tissus responsables de la toxicité reporté par plusieurs études
comme I’inhibition de I’activité de la Na*™-K*/ATPase et la diminution de I’activité de I’acétyle
cholinestérase (AChE) chez le poisson zebre (Danio rerio) suite a I’exposition aux NPs-Ag.
D’un autre cOté I’induction de stress oxydant chez la carpe (Cyprinus carpio) a été reporte suite
a I’exposition au ZnO> (Shaw et Handy, 2011 ; Hao et al., 2012 ; de Oliveira et al., 2014 ; Katuli
etal., 2014).

La libération des nanoparticules dans le milieu marin ne cesse d’augmenter par
conséquent les concentrations aussi augmenté de facon exponentielle, ceci a soulever les
inquiétudes sur les dangers probable des NPs dans le compartiment marin. Aujourd’hui la
littérature et les publications scientifiques concernant leur écotoxicité a grandi de fagon tres
importante avec multiple preuves des effets toxiques qu’engendrent les NPs métalliques pour
les organismes marins ; les études disponibles actuellement concernent divers organismes de
réseaux trophiques différents et cible plusieurs organes, tissus et cellules. Cependant un point
important doit étre noté c’est le fait que les protocoles adaptés pour d’évaluation
écotoxicologique des NPs manque de similitudes avec 1’absence d’une standardisation ce qui
nécessite d’autres efforts en vue d’accomplir une évaluation comparable entre chaque étude
(Bour et al., 2014 ; Blasco et al., 2015 ; Ramskov, et al., 2015 ; Marutescu et al., 2019).

Le milieu aquatique est le récepteur final des contaminants, notamment les NPs.
Malgré que leurs effets ne soient pas totalement élucidés, les modeles biologiques aquatiques
sont généralement utilisés pour les tests écotoxicologiques concernant les NPs. Ces modéles

incluent les mollusques, les crustacés, les poissons et les algues.

Les mollusques, en majorité des espéces filtrantes, sont considérés comme des
bioindicateurs de la pollution par les NPs. Les études sur les mollusques se concentrent
principalement sur l'investigation de la bioaccumulation, de la toxicité, ainsi que sur la létalité
et les altérations des processus biochimiques (Cattaneo et al., 2009 ; Galloway et al., 2010 ;
Cordeiro et al., 2019 ; Abramenko et al., 2021 ; Sendra et al., 2021).
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1. Toxicité des NPs Chez les gastéropodes

Les escargots sont considérés comme especes bioindicateurs idéals pour
I’évaluation de la toxicité des nanoparticules due a plusieurs raisons notamment la facilité de
les obtenir et de les maintenir en laboratoire, leur sensibilité envers tout type de polluant, le
cycle de vie plutdt favorable mais surtout la possibilité d’effectuer plusieurs analyses
biochimiques comme le dosage des biomarqueurs et les tests immunologiques. Les escargots
aquatiques sont largement employés dans les études écotoxicologiques concernant les NPs, les
escargots d’eau douce comme L. stagnalis plus utilisés que ceux marin tel que L. litorina (Larba
et Soltani. 2014 ; Caixeta et al., 2020). Les effets toxiques et les phénomeénes de

bioaccumulation des NPs observé chez les gastéropodes sont représentés dans la Fig.15.

Plusieurs études ont confirmé que les NPs métalliqgues comme le CuO, CeO; et le
ZnO; peuvent s’accumuler dans les tissus des escargots aquatiques ; d’un autre coté certains
résultats indiquent clairement que les NPs pénetrent a I’intérieur des escargots aquatiques par
divers mécanismes tel que I’endocytose médiée par la clathrine et les cavéoles. La libération
d’ions est un mécanisme probable par lequel les NPs induisent des effets toxiques par le biais
de la surproduction d’ERO et par conséquent I’induction du stress oxydant. Par ailleurs il a été
reporté que les NPs métalliques provoquent un déséquilibre dans les systemes de défenses
antioxydants tel que : catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx) et la superoxyde dismutase
(SOD) en plus de I’augmentation des Malondialdéhydes (MDA) I’indicateur de peroxydation
lipidique (Fahmy et al., 2014 ; Fahmy et al., 2017 ; Caixeta et al., 2020).

Ali et al. (2014) ont reporté que les NPs d’Ag possédent une activité molluscicide et une
toxicite aigie chez I’escargot aquatique Lymnaea luteola avec une concentration létale médiane
(CLso) (48,10 pg/L). Les NPs d’Ag ont provoqué une diminution des taux de glutathion-S-
transférase (GST), GPx et Glutathion réduit (GSH), et une augmentation des taux de MDA et
CAT dans la glande digestive de Lymnaea luteola.

Les résultats reportés par Li et al. (2012) indiquent que les NPs d’Ag sont plus
biodisponible par exposition direct (a travers 1’eau) par rapport a la voie digestive chez

I’escargot herbivore marin Lymnaea luteola ; par voie directe une forte accumulation dans les
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glandes digestives, branchies et reins par rapport a la voie digestive ou 1’accumulation a été
observée dans les branchies. Ces données indiquent que I’exposition direct via 1’eau est

probablement la voie principale d’entée des NPs chez les organismes marins
L’accumulation des NPs chez I’escargot aquatique Potamopyrgus antipodarum

suite a I’exposition aux NPs a faible concentrations a été observée (100 ug Ag/g PS sédiment)

ou (240 ug Cu/g sédiments), apres exposition aux NPs-Ag via les sédiments (Ramskov, et al

2014 ; Ramskov, et al., 2015).
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Figure 15: Toxicité et accumulation des NPs chez les gastéropodes aquatiques (Caixeta et al., 2020)

2. Toxicité des NPs chez les mollusques

Les données toxicologiques des NPs concernant les organismes aquatiques sont

limitées en grande partie & certains types d’espéces utilisées dans les bioessais réglementaires
et autres especes d’eau douces. Les invertebrées comme les bivalves ont récemment éte utilisés
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comme modele biologique adéquat a I’investigation de I’écotoxicité des NPs en vue de
I’importance qu’ils prennent en matiére de sensibilité, et étant considérés comme
bioindicateurs idéals dont I’exemple le plus pertinent est la moule commune (Mytilus edulis)
qui fait partie des bivalves les plus utilisés pour 1’évaluation de la toxicité, la biodisponibilité
et la bioaccumulation des divers NPs métalliqgues comme le TiO: (Eisler, 2010 ; Matranga et
Corsie, 2012 ; Canesi et al., 2015).

Parmi les divers mollusques, les Bivalves ont été identifiés comme étant la cible
unique relative aux NPs et leurs effets toxiques ; plusieurs publications en mise en avant
I’importance des Bivalves tel que les moules, palourdes et d'huitres pour leurs applications afin

d’éclaircir la toxicité des NPs et leurs mécanismes.

Par ailleurs, une grande série de résultats expérimentaux ont indiqué les effets
toxiques induits par les NPs chez divers types de mollusques, parmi eux les effets Iétaux,
immunotoxiques, hématotoxiques et modification d’expression des protéines ; tous ces effets
sont considérés comme le résultat de 1’induction du stress oxydant en vue que la toxicité des
NPs et largement considérée comme étant médiée par la surproduction d’ERO (Canesi et al.,
2012 ; Canesi et al., 2015 ; Felice et Parolini, 2020).

Koehler et al. (2008) ont reporté plusieurs altérations suite a I’exposition du bivalve
Mytilus edulis aux nanoparticules SiO2 contenu dans la Laine de verre (matériaux isolant
thermique a base de verre appelé en anglais Glass wool). L’endocytose et la diffusion ont été
les deux mécanismes mis en évidence comme étant la cause de 1’entrée des NPs et leur
accumulation dans les mitochondries et les nucléoles de M. edulis. Parmi les effets induits par
les NPs SiO2 la diminution de la stabilité lysosomale et 1’apoptose dans les cellules épithéliales
des branchies et glandes digestives, il a été jugé que le mécanisme d’action en cause était le

stress oxydant.

Pour le dioxyde de titanium TiO2 la grande partie des données toxicologiques sur
les organismes marins concerne les mollusques ; les NPs TiO2 sont capable d’induire
d’innombrable altérations chez les mollusques notamment chez les bivalves comme Mytilus
galloprovincialis et Haliotis diversicolor supertexta ou d’autres. Les expérimentations in vivo
et in vitro ont reporté de multiples altérations notamment le déséquilibre des systémes
antioxydants enzymatique et non enzymatique (GSH, SOD, GPX, GST), I’augmentation de la
MDA synonyme a la peroxydation lipidique, I’embryotoxicité et fragmentation de I’ADN.
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De méme leur bioaccumulation a été observé a plusieurs reprises chez diverses espéces
de mollusques. Cependant malgré que diverses publications ont indiqué la toxicité des NPs tel
que TiO2, la comparaison entre les résultats reste tres difficile a établir a cause des conditions
expérimentales trés différents (Zhu et al., 2011 ; Ates et al., 2013 ; Minetto et al., 2014 ; Xia et
al., 2017 ; Saidani et al., 2019).

Les organismes benthiques peuvent étre exposés par trois voies différentes aux NPs ;
soit par voie direct via I’eau, a travers les sédiments apres dépots des NPs ou via la voie
digestive et les chaines trophiques. La toxicocinétique des NPs chez les mollusques est
largement méconnu, cependant chez certain bivalves quelques informations sont actuellement

disponible.

Les NPs peuvent intégrer les bivalves via les branchies par endocytose pour enfin arriver
dans 1’espace intracellulaire et induire la libération d’ions par les interactions avec le pH acide
lysosomale. La libération d’ions peut genérer une série d’effets toxiques due a I’induction de
stress oxydant. Cependant il existe un manque d’information entre I’absorption des NPs dans
les branchies et leur arrivée a I’intérieur des lysosomes des bivalves ; d’un autre coté apres
absorption les NPs peuvent étre transportés du systéeme digestif a I’hémolymphe (Rocha et al.,
2015).

Les NPs métalliques sont capable d’induire des effets nocifs chez les tous les espéces
des mollusques, plusieurs études ont reporté ces effets déléteres malgré le fait que les protocoles
expérimentaux sont différents rendant la comparaison des données difficile comme noté
préecédemment. Chez M. galloprovincialis 1’exposition @ 10mg/L pendant 96h de TiO2 a pu
induire des altérations génotoxiques, des diminutions dans la stabilité lysosomale des tissus de
I’hépatopancréas de Crassostrea virginica suite a I’exposition a 0.5mg/L de TiO>. Par ailleurs il
a été reporté que les NPs d’Au ont tendance a s’accumuler principalement dans la glande
digestive et secondairement dans les branchies chez M. edulis apres administration de 0.75mg/L
(Minetto et al., 2016).

Les NPs de CuO aussi ont la capacité de s’accumuler chez les mollusques, il a été
reporté que le CuO s’accumule dans les glandes digestives et les branchies de M.
galloprovincialis aprés exposition direct pendant 15 jours a 0.01 mg/L ; des modifications dans
les biomarqueurs du stress oxydant : CAT, GPX et SOD ont été observeées et les taux de MDA
ont augmenté (Gomes et al., 2011 ; Gomes et al., 2012).
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Globalement, en se basant sur les données actuelles relatives a 1’évaluation de
I’écotoxicité des nanoparticules métalliques chez les mollusques, on peut établir une synthése

des éléments les plus fréquents et des effets observés plusieurs fois.

Dans la majorité des résultats, la mortalité était plutot rare. Les effets sur I’ADN ont
souvent ¢té utilisés et rapportés. Aussi, les biomarqueurs du stress oxydant et I’indicateur de
peroxydation lipidique ont été largement employés. La métallothionéine et les tests de stabilité
de membrane lysosomale (LMS) ont également été fréquemment évalués dans ces études.
Cependant, les investigations physiologiques et histologiques étaient rarement appliquées.
Pourtant, dans les études ayant choisi ce type d’investigation, I’impact toxique des NPs a été
indiqué (Roma et al., 2020). Le tableau 3 résume une partie des Clso reportées pour diverses
NPs.

3. Meécanismes d’action des NPs
Trois mécanismes d’action des NPs ont été identifiés chez les especes benthiques, par
exemple le cas du ZnO. qui peut induire des effets toxiques par trois mecanismes principaux

qui sont les suivant :

- Lalibération des ions (tres toxiques) une fois dans le compartiment marin par le résultat de

la dissolution.

- Le contact direct entre les NPs et la surfaces des cellules qui peut induire des altérations due

a la libération des ERO en surface.

- L’induction du stress oxydant causer par la production des ERO a I’intérieur des cellules

suite a I’accumulation des NPs et libération d’ions (Yung et al., 2014 ; Deng et Gao. 2016).

Les résultats de 1’étude de Khan et al., (2014) ont indiqués que 1’absorption des NPs Ag
dans les organismes marins peut se faire par plusieurs mécanismes qui sont : 1’endocytose
médiee par la clathrine (particules < 120 nm) et endocytose médiée par les cavéoles (pour NPs
50 - 100 nm). 1l existe d’autres voies comme la Macro pinocytose pour les particules < 1 pm et

les pompe H* pour les ions (Fig.16).
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Tableau 03 : Les concentrations Iétales médianes (CLso) des NPs chez les organismes aquatiques.

TiO2 . i CLsp96h =124.5 mg/L Xiong et al., (2011)
Danio rerio
Zn0:2 CLso96h =4.92 mg/L
) ) Katuli et al., (2014)
Ag-NPs Danio rerio Clso 96h = 16.76mg/L
) Fahmy et al., (2014)
Zn0O2 B. alexandrina CLso = 145 pg/ml
Ag-NPs ) CLso =9.68 pg/mi Moustafa et al., (2018)
B. alexandrina
Au-NPs CLso =133.7 pg/ml
CuO Lymnea luteola CLso 96h = 83.6 pg/ml Ali et Ali, (2015)
Tio, T. platyurus ClLso48h = 10 mg/L Blaise et al., (2008)
ZnOz Crassostrea gigas Clso= 37.2mg/L Ureviizer siiell, (2o
a Clathrin b Caveolin ¢ Clathrin d Phago- e Macro- [ Extracenser
dependent  dependent and caveolin cy‘tosus pinocytosis g

mdependenl \

Y?Y Y*)Y l Jrk /Qj\ o () Y

& & & - TH

‘.'::.’ \‘_)
BPDORPO ==
] Extracellular space O Nanoparticle * Clathrin
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=== Cell membrane Y Cell membrane receptor \! Actin filaments

Figure 16: Voies d'internalisations et devenir des NPs dans les cellules (Donahue et al., 2019).
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4. Les Nanoparticules de chrome (Cr203)

4.1. Origine et propriétés

L’oxyde de chrome de formule chimique CrzOs fait partie de divers oxydes
originaire de 1’élément métallique Chrome (Cr) ; parmi les multiples états d’oxydation du
Chrome en trouve I’oxyde de chrome trivalent (III) et celui Hexa valent (V1) qui apparaissent

a I’échelle nanomeétrique.

Un intérét trés important est accordé aux nanoparticules de Cr.Oz principalement

due aux multiples caractéristiques que possédent ces éléments (Al-Fakeh et Al-Otaibi, 2022).

Les NPs de Cr.Oz possédent plusieurs propriétés jugées favorables par les chercheurs
scientifiques dans divers domaines notamment leur petite taille et faible diametre, une grande
surface d’échange, résistance a 1’oxydation, propriétés diélectriques, un point de fusion trés
élevé (proche de 2300 °C), stabilité thermodynamique, une dureté trés élevée et des propriétés
magnétiques diverses (Meenambika et al., 2014 ; Ghotekar et al., 2021).

Les NPs de Cr20s se trouvent généralement sous forme de poudre cristalline de
couleur vert foncé, a caractere plutdt inodore et incombustible aussi largement insoluble dans

I’eau a I’état de poudre solide.

Ces nano-poudres sont répertoriés le plus souvent sous le numéro CAS (1308-38-9).
Auniveau de I’environnement ce type de NPs est considéré comme un polluant potentiel malgré
I’absence d’étude spécialisée qui confirme cette hypothése et au niveau réglementaire aucune
classification toxicologique n’est vraiment disponible comme la majorité des NPs (Fiche de
sécurité Roth, 2021).

4.2. Utilisation et importance économique

Grace aux multiples propriétés de 1’oxyde de chrome(III), un intérét croissant a été
donné a ces nanoparticules qui sont employées dans un large éventail (Gaabour, 2021). Tant

dans les applications industrielles lourd tel que les matériaux de protection anticorrosion et
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abrasion, dans les catalyseurs et aussi dans les capteurs spécifiques de certain élement comme
les alcools (éthanol), les gaz toxiques notamment I’ammonium et les solvants chimiques dont
I’acétone et le toluene, aussi dans les procédures pyrotechnique et 1’élaboration des carburants
(Gibot, 2022).

Dans le domaine de la nano-médecine et biomédical et a cause de la biocompatibilité,
les NPs de Cr.0z ont trouvé usage dans nombreux aspect notamment biologique tel que dans
les médicaments anti-cancéreux, antibactérien, antifongique et antioxydant ainsi que dans les
systemes de délivrance médicamenteuse. Dans 1’industrie énergétique aussi ce type de NPs est
utilisé dans les batteries d’ion de lithium, les photos catalyseur et les systéemes de captions

d’énergie solaire.

Plusieurs méthodes de synthése des NPs de Cr.Os notamment chimiques et physiques
ont été mise en place, cependant ces méthodes sont considérées comme nocives alors les
chercheurs récemment se tournent vers la tendance de la biosynthése ou synthese verte de ces
NPs (Sackey et al., 2021 ; Zainab et al., 2022).

Parmi les applications principales du Cr203, on trouve 1’usage comme pigments et
colorants verts a cause de la teinture naturelle verte de ces NPs ; les pigments de Cr.03 sont
appelés eskolaite, ce pigment est utilisé dans divers fabrications comme celle des décorations

en porcelaine et d’autres (Verger, 2015).

5. Les Nanoparticules d’ Aluminium (Al2O5)

5.1. Origine et propriétés

L’oxyde d’aluminium de formule chimique Al2Os est un oxyde de I’élément
métallique aluminium (Al) ; il se présente sous forme de poudre solide cristalline généralement
de couleur blanche, les NPs d’Al,Oz proviennent principalement d’un minerait appelait la
bauxite contenant de 40 & 60% des NPs d’Al.Osz (INERIS, 2005).

Les NPs d’Al>Osz ont une trés grande importance industrielle et économique, ils
représentent enivrent 20% du marché des nanomatériaux mondial avec une augmentation
exponentielle de leur production chaque année, cela indique la grande importance accordée a
ce type de NPs (Yang et al., 2012 ; Vidya et Chitra, 2016). Cette proportion énorme de
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production a fait que les nano-Alumina Al2Os figurent dans la liste des nanomatériaux qui
nécessitent un test d'urgence sur la santé publique et les effets environnementaux
potentiellement néfastes par 1’organisation de développement et de coopération économique
(OCED) avec d’autre type de NPs comme 1’oxyde de cérium (CeO2) (Saucedo et al., 2011).

Les NPs Al,Oz peuvent se présenter sous diverses formes cristallographiques ; a
cause de I’inexistence d’un systéme de nomenclature universel pour différencier les oxydes
d’aluminium généralement les chercheurs utilisent la forme cristalline pour faire la différence ;
de ce fait le a- Al2Osz est attribué a la forme Hexagonale, la variation y est attribuée au
polymorphisme ou altération structurelle de cet élément, la forme y- Al.Oz possede une forme
cristalline cubique. D’un autre coté les NPs d’Al>Oz se trouvent le plus souvent sous forme de
poudre solide et inodore de couleur blanche et ce type d’élément est abondant dans la nature

par rapport a d’autres types de NPs (Becker et al., 2016).

De facon similaire a d’autres types de nanoparticules métalliques, les NPs
d’aluminium sont convoitées du fait des propriétés structurelle, chimique et physique absents
chez leurs éléments naturels. En se basant sur la liste des caractéristiques qu’exhibe les NPs
d’Al>Os plusieurs secteurs (domestique, industriel et médical) utilisent a ce jours ces NPs dans
une variété de produits de tous types, ce qui est logique compte tenu de la forte résistance a la
corrosion, un point de fusion élevé a environ 2072 °C, conductivité thermique, une grand dureté
(15 Gpa sur I’échelle de Vickers) et une stabilité relative chimiquement, et d’autres (Whitney,
2014; Song et al., 2017).

5.2. Utilisation et importance économique
L’ Al>,Oz est notamment utilisé d’une fagon trés abondante depuis plus de 40 ans dans
I’orthopédie, avec multiple type et marques sur le marché mondial de prothése orthopédique a
base d’oxyde d’aluminium. Comme constituant de base ou combiné avec d’autres NPs dont le
dioxyde de Zirconium, parmi les autres usages on trouve aussi les implants dentaires ; la
premiére raison d’usage de ces NPs est leur biocompatibilité reconnue par plusieurs chercheurs
(Piconi, 2017 ; Denes et al., 2018).

Les NPs AlOs sont aussi employés comme insecticides a large spectres,
antibactériens et antifongiques due principalement a la disponibilité et leur faible cout au niveau
mondiale, ces applications sont destinés surtout au secteur des activité agronomiques ;

cependant 1’utilisation de ces nano-poudres reste contesté principalement a cause des
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mécanismes toxiques inconnus et largement inexplorés (Stadler et al., 2009 ; Buteler et al.,
2017 ; Singh et al., 2018 ; Mufioz et al., 2019; Belhamel et al., 2020)

Pour avoir une simple idée de 1’étendue des applications de ces éléments un chiffre
de 1800 produits commerciaux contiennent des NPs d’Al>Oz a été reporté par Nogueira et al.
(2019) ces NPs sont aussi largement employeés dans les produits cosmeétologiques divers, dans
les industries chimiques lourds, dans le domaine médical mise a part 1’orthopédie et les

technologies de délivrance médicamenteuse.

Par ailleurs aussi employé dans les céramiques, les abrasives, le papier, les fibres, les
catalyseurs et produits électroniques, les traitements des eaux et les capteurs. Un point
important aussi c’est I’usage de ce type de NPs dans I’industrie agro-alimentaire spécifiquement
dans les additives alimentaires pour des fins multiples (amélioration du gout, conservation,
coloration et emballage) (Alshatwi et al., 2012 ; 2013 ; Akbaba et Turkez, 2018 ; Kéerich et al.,
2020).

6. Ecotoxicité et mécanismes de toxicité

6.1. Toxicité des NPs Cr,03
En se basant sur la littérature actuelle sur le sujet de la toxicité des NPs de Cr.O3z, on
peut noter directement le manque cruel et la limitation de nombre d’étude s’adressant sur les
effets nocifs potentiels de ces NPs, un résumé des résultats publiés par certaines études est

présenté dans ce qui suit :

6.1.1. Chez les invertébrés

Les NPs Cr20z ont étaient capable d’induire plusieurs effets toxiques chez Daphnia
Magna et Aliivibrio fischeri selon les résultats reportés par Purari et al. (2016), une exposition
aigue (48h) et une autre sub-chronique (21 jours) a des concentrations de Cr.Oz allant de 0.5 a
8 mg/L ont induit des altérations morphologiques chez Daphnia Magna spécifiquement au
niveau de leurs branchies, des altérations au niveau mitochondriale et cellulaire importantes

avec la confirmation de I’internalisation intra cellulaire des NPs Cr20s.

Ces effets toxiques sont dus selon les mémes auteurs a la libération d’ions de chrome

hexa valent et I’induction de stress oxydant médié par la surproduction d’ERO ; d’un autre coté
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une Clso estimée a 6.7 mg/L et 16mg/L, respectivement pour Daphnia Magna et Aliivibrio

fischeri a été reportée ce qui prouve une forte toxicité du Cr.Os envers ces especes.

Une Clso pour 48h estimée a 6.74 mg/L a été reportée par Tavares et al. (2014) chez
Daphnia similis, les NPs Cr.O3 ont induit une tres forte toxicité aigiie avec des altérations
morphologiques et une accumulation intracellulaire confirmée par microscopie électronique, au
cours de la méme étude les NPs de chrome ont montré une toxicité deux fois plus élevée que

celle induite par les NPs de cuivre (CuO).

6.1.2. Chez les vertébrés

Les NPs Cr20zont montré une toxicité plus élevée que d’autres NPs notamment ceux
de Cobalt, Nikel et argent chez le poisson Labeo Rohita, une exposition pendant 21 jours a
25mg/L de Cr203 a causé plusieurs effets toxiques dont une forte toxicité aigiie exprimée par
I’augmentation de la mortalité. Aussi un état d’imbalance dans les défenses antioxydants avec
une diminution des activités du GPx, SOD et CAT et une augmentation des produits de la
peroxydation lipidique (MDA) dans le rein et le foie des poissons. Des altérations histologiques
aussi ont été indiqué notamment 1’inflammation, I’cedéme et la vacuolisation hépatique

(Kanwal et al., 2019).

Lin et al. (2013) ont reporté les effets reprotoxiques du Cr203 sur les embryons du
poisson zebre, avec une inhibition de ’activité et du géne codant pour I’enzyme d’éclosion
ZHE-1. Ces effets ont été expliqué par le mécanisme de toxicité concernant la libération d’ions
de chrome notamment hexa valent et ’internalisation cellulaire de ces NPs et de ce fait
I’induction d’un état de stress oxydant, ce mécanisme est présenté dans toutes les études comme

étant la voie de toxicité des NPs Cr,0s,

Chez les rats Wistar, 1’exposition a des doses élevées in vivo de NPs Cr203 (30-300
mg/kg) cause des effets toxiques multiples, parmi ces effets certaines altérations au niveau
histologique ont été confirmées et reportées notamment des hémorragies, des déegénérescences
cellulaires et des dilatations hépatiques. D’un autre c6té le point principal est évidement le fort
potentiel génotoxique noté dans deux études avec la détection d’altérations au niveau de I’ADN
confirmé par le test des cométes, la formation de micronoyau et 1’augmentation d’abrasion
chromosomal. Des effets sur la fonction hépatique ont aussi eté observés avec une diminution

de I’activité des enzymes hépatiques tels que I'Aspertate Aminotransférase (AST), de I'Alanine
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Aminotransférase (ALT) et de la Phosphatase Alcaline (ALP) en plus des altérations

morphologiques au niveau du sperme des rats.

Il faut noter aussi la bio distribution remarquable de ces NPs avec une accumulation
dans le foie, les reins, et les poumons des rats, dans une étude des effets hématologiques ont
aussi éte observe, le mécanisme de toxicité suspecté et comme toujours celui de la toxicité
médiée par la production d’ERO. En conclusion ces effets sont trés variés et supposent aussi un
effet génotoxique potentiel méme a faible dose chez les rats (Singh et al., 2016 ; Fatima et
Ahmed, 2016 ; 2019).

6.2. Toxicité des NPs Al,O3

La littérature au sujet de la toxicité des NPs d’Al>Os est plus riche en comparaison
avec celle dédiée aux NPs de chrome, cependant elle reste limitée pour les especes de
mollusques et gastropodes avec pratiquement uniquement un faible nombre d’étude répertorié.
Un autre point important est le probléme des différences de résultats reportés pour 1’Al.Oz ou
dans certains cas des résultats contradictoires entre le potentiel toxique de ces NPs et la toxicité
faible jugeée principalement en comparaison avec d’autres NPs réputées d’étre fortement

toxiques.

6.2.1. Chez les invertébrés

Les essais d’écotoxicité sont considérés comme un outil plutdt fiable pour
I’évaluation de la toxicité et du risque lié a la contamination aux NPs ; les NPs d’Al,Oz ont
montré plusieurs effets toxiques sur les especes aquatiques d’eau douce nhotamment Daphnia
magna, cependant la plupart des effets ont été observés dans des concentrations élevés en

comparaison avec d’autre NPs.

Selon les résultats reportés par Nogueira et al. (2020), 1’oxyde d’aluminium a et n
a induit des effets toxiques notable uniquement a forte dose (500-1500 mg/L), avec une Clso
estimee a 1195 mg/L et 897 mg/L, respectivement pour la forme o et | et une LOEL estimée a
6.25mg/L ; selon les méme auteurs, le profil toxicologique des NPs d’Al>Os est faible a modéré

chez Daphnia Magna, d’un autre c6té les résultats indiquent clairement I’accumulation des NPs
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et ’augmentation de production des ERO, augmentation de I’activité du CAT et diminution de
celle de la SOD et le GSH.

Une modification du matériel génétique due a I'exposition a des concentrations
croissantes (0.1-1000 mg/L) d'Al2Os a été notée par Zaleska et Doskocz (2015). Les résultats
de la RAPD-PCR ont montré des effets génomiques chez la bactérie Pseudomonas putida, dont

les effets majeurs ont été observés a forte dose (1000 mg/L).

Lors d'une etude de microsome, I'exposition & 100 mg/L pendant 28 jours aux NPs
d’Al20s a induit plusieurs effets toxiques rapportés par I'étude de Zaleska et al. (2020). Parmi
les effets observés, on note ceux sur Daphnia magna avec une diminution de la viabilité, une
augmentation de I'activité des systémes de défenses antioxydants et une accumulation au sein
des mitochondries causant des altérations morphologiques. Une altération des populations et de
la biodiversité du microsome a également été observée dans cette étude.

Ates et al. (2013) ont évalué I'impact des NPs d’Al>Os sur le crustacé Artemia salina
sur une durée aigué de 24h et 96h. L'exposition a 5, 10, 50 et 100 mg/L a cause la génération
d'un état de stress oxydant, une augmentation de la mortalité et de la peroxydation lipidique
traduite par l'augmentation des taux de MDA. L'accumulation a été confirmée par ICP-MS et

les effets ont été plus séveres a 50 et 100 mg/L et a 96h.

6.2.2. Chez les vertébrés

Dans la littérature actuelle, il est important de noter que principalement deux
modeles biologiques sont le plus souvent employés pour I'évaluation de la toxicité des NPs,
notamment d'Al.Os : premiérement les rats, majoritairement, et en second lieu les différentes
especes de poissons, essentiellement d'eau douce. Plusieurs études ont pointé et indiqué la

toxicité des nano-alumines chez les especes de poissons.

L'AlL2Os induit une toxicité a faibles doses (10-100 pg/L) en causant un déséquilibre des
défenses antioxydantes avec l'augmentation de I'activité du GST, GPx et de la SOD au niveau
des branchies du poisson d'eau douce Carassius auratus. L'accumulation de ces NPs a aussi eté
déterminée par ICP-MS dans les branchies et le foie des poissons. Un effet de synergie potentiel
a également été mis en avant avec les NPs Al.Os et d'oxyde de zinc ZnO: (Benavides et al.,

2016).
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Divers effets toxiques ont aussi été indiqués chez le poisson d'eau douce Oreochromis
mossambicus. L'exposition & un large éventail de concentrations d'Al.Os (0.1-250 mg/L) génere
des altérations histologiques tres séveres et dose-dépendantes, avec de la nécrose, inflammation,
altération de la veine porte dans le foie d'Oreochromis mossambicus, confirmées par I'index

histologique HSI comme étant une dégénérescence du tissu hépatique.

Au niveau des branchies, de l'hyperplasie, congestion, forte inflammation, cedéme et
dommages épithéliaux ont aussi été notés. D'un autre c6té, I'accumulation de ces NPs a été
confirmée dans plusieurs tissus chez le méme modeéle, notamment le foie, les reins et le cerveau.
Une valeur de médiane de létalité a été estimée a 120 mg/L, ce qui est en accord avec plusieurs
travaux dont les résultats indiquent clairement la capacité des NPs d'Al.Os a induire de multiples
effets toxiques avec la génération d'un état de stress oxydant (Murali et al., 2017 ; 2018 ; Vidya
et Chitra, 2016 ; Canli et al., 2018).

Chen et al. (2020) ont rapporté les effets neurotoxiques des NPs d'alumine chez le poisson
zebre. En effet, I'exposition a diverses concentrations de NPs Al.Os (0, 6.25, 12, 25 et 50 mg/L)
aux embryons de poissons zébre pendant une courte durée a sévérement affecté la capacité
nerveuse de ces poissons au stade adulte, avec une altération de la capacité de mémoire et
d'apprentissage, mobilité et vitesse de réaction. Selon les auteurs, cela est causé par une
inhibition des taux de neurotransmetteur (Ach) et des dommages au niveau du tissu nerveux et

des cellules nerveuses, en plus de l'installation d'un état de stress oxydant.

Les nanoparticules d'aluminium peuvent induire des effets toxiques trés variés chez les
rats albinos et les souris BALB. La voie inhalatoire est principalement l'une des voies d'entrée
et de génération de toxicité pour les NPs Al>Os chez les rats. L'exposition pendant 24h a 50 mg
par nébulisation de NPs Al:Os a induit des effets pneumotoxiques trés séveres tels que
l'inflammation pulmonaire et l'ccdéme, mais aussi un déséquilibre dans les défenses
antioxydantes, avec une augmentation de l'activité de la SOD et une diminution des taux de
GSH et de I'activité de la CAT. Ce qui confirme les effets toxiques induits par le biais du stress
oxydant selon Kozima et al. (2020).
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Canli et al. (2018) ont comparé la toxicité des nano-CuO, TiO, et Al.Os chez le rat
Wistar, avec des doses de 0.5, 5 et 50 mg/kg de chaque NPs pendant 14 jours. Les résultats ont
clairement démontré I'effet des NPs Al.Os sur les biomarqueurs du stress oxydant, avec une
diminution de l'activité du GPx et de la SOD ainsi qu'une augmentation des taux de glutathion
réductase (GR), de maniére dose-dépendante, sans affecter la GST et la CAT. D'un autre coté,
pour le CuO et le TiO-, un effet sur la CAT et le GST sans changement dans la SOD et le GPx
dans le foie des rats exposés a été observé. Ces résultats indiquent que la toxicité de 1'Al=Os

n'est pas faible par rapport aux autres NPs.

Morsy et al. (2013) ont indiqué que 1'exposition a de fortes doses d'Al-Os, a raison de 1.3
g/kg pendant 28 jours chez les rats, cause une défaillance compléte du systeme antioxydant
endogene, avec une inhibition de la SOD, GPx, CAT et GSH et une augmentation de la
production de MDA dans le foie, les reins et le systeme nerveux des rats. En conclusion, on
peut dire qu'a un certain seuil d'exposition, les NPs Al.Os exhibent des effets toxiques divers et

difficiles a comprendre.
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1. Description

Stramonita haemastoma(Fig.17) est une espéce d’escargot marin prédateur
communément appelée en anglais « red mouthed rock shell » ce qui veut dire la coquille de

roche a bouche rouge, ou aussi appelée bouche de sang (peazy et al., 2019).

2. Nomenclature

2.1 Origine du nom scientifique

haemastoma provient des deux mots grec (haem) qui veut dire sang et (stoma) qui
veut dire bouche donc en combinaison la traduction signifie bouche de sang, ce nom a été

attribué en raison de la couleur rouge dans I’ouverture de la coquille (lamare et Miller, 2008).
2.2 Origine du nom en francais

Le nom de ces espéeces en francais provient de la traduction du mot latin haemastoma.
(Lamare et muller, 2008).

2.3 Autres noms commun de S. haemastoma

« France : Ouarque (Pays basque), Pourpre, Pourpre bouche de sang

« Royaume-Uni, USA (anglais) : Red-mouthed rock shell, Florida rocksnail
» Italie : Boccone di mare

+ Allemagne : Rotmund-Leistenschnecke

 Espagne : Boca Roja (Richier et al., 2021).
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2.4 Autres synonymes scientifiques

Thais (Stramonita) hidalgoi Coen, 1946

Purpura oceanica Locard, 1886

Purpura laevis Monterosato, 1878

Purpura barcinonensis Hidalgo, 1867

Purpura macrostoma Kuster, 1860

Purpura fasciata Dunker, 1857

Purpura gigantea Reeve, 1846

Purpura gigantea Calcara, 1840

Purpura nuttalli Conrad, 1837

Purpura lineata Kiener, 1835

Purpura haemastoma var. bifasciata Kiener, 1835
Purpura unifascialis Lamarck, 1816

Haustrum striatum Perry, 1811

Thais metallica Réding, 1798

Murex consul Gmelin, 1791

Thais haemastoma (Linnaeus, 1767)

Stramonita haemastoma haemastoma (Linnaeus, 1767)

Purpura haemastoma (Linnaeus, 1767)

Figure 17: Photo de S. haemastoma prise le 28/07/2021 (www.inaturalist.org).
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3. Distribution

S. haemastoma est une espece largement dispersée dans diverses zones,
essentiellement cette espece est présente dans les Océans Atlantique, Pacifique oriental et une
large dispersion aussi dans la méditerranee. Ce gastéropode a été observé dans les eaux chaudes
et tropicaux de I’ouest de 1'océan Atlantique a l'est de la mer Méditerranée dans diverses zones
tel que les Caraibes, Amérique du Sud, Amérique du Nord, Australie et Asie, méme dans les
eaux froides de Corée et Japon. La Fig.18 représente la distribution Globale de S. haemastoma
(Limaverde et al., 2007 ; Lahbib et al., 2011 ; De Biasi et al., 2016 ; Di Bella et al., 2017).

-\u’ e
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Figure 18: Distribution Globale de S. haemastoma (Global Biodiversity Information Facility, 2021).

Parmi les pays de la méditerranée ou vit S. haemastoma on trouve : les cotes sud de
I’Espagne, la France, I’Italie, le Portugal, la Gréce, la Tunisie, Algérie et Maroc ; parmi ceux
d’Amérique du sud on trouve le Brésil et la Colombie ; pour I’ Afrique de I’ouest la Namibie et
I’ Angola sont des habitats aussi de S. haemastoma en plus en Amérique du nord la Floride et le

golfe du nouveau Mexique dans les états unis (WoRMS, 2022).
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4. Morphologie

S. haemastoma est une espéce qui posséde un opercule composé d’une lamelle avec
un noyau externe, la taille varie entre 4 et 8 cm et la coquille est spirale et ventrues sans épines
avec des spires au sommet aplatie et basse (Fig. 19). Chez cet escargot de mer, la coquille
présente une ouverture large de couleur rouge-orangé (Lamare et miller, 2008 ; Meziane et
Kerfouf, 2018).

Il n’existe aucune corrélation entre la maturité sexuelle et la taille de la coquille chez
I’escargot de mer S. haemastoma (Boulajfene et al., 2015a) ; S. haemastoma est un buccin
prédateur relativement grand avec jusqu’a 80 mm de longueur de la coquille (Rossato et al.,

2014).

Protoconch
or Apex

Anterior end

Spiral whorls

Teleoconch

Last or

Body whorl
Aperture
Siphonal Canal

Posterior end

Figure 19: Coquille de S. haemastoma et anatomie externe (Poppe et Goto, 1992 ; peazy et al., 2019).
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5. Habitat

L’escargot prédateur S. haemastoma vit dans les littoraux rocheux et boueux (Chiavarini
et al., 2003 ; Bendoula et al., 2017). Ce gastéropode préfere les bassins de marée intérieurs a
marée basse et se trouve couramment dans la zone subtidale peu profonde (El Ayari et al., 2014
; Madeira et al., 2018). En Méditerranée, cette espéce est généralement présente sur les cotes
rocheuses peu profondes exposées aux vagues et, occasionnellement, dans des zones

sablonneuses comme représenté dans la Fig. 20 (El Ayari, 2015).

S. haemastoma est principalement un gastéropode carnivore des rivages rocheux marins.
Il est communément observé dans les zones intertidales, ou il se déplace soit par voie directe,
dite ditaxique, soit par ondulations alternées du pied (Papp et Duarte, 2001). On trouve
également cette espece sur les épaves submergées, les recifs d'huitres et dans les zones
boueuses. Il est important de noter I'absence d'un grand nombre de prédateurs connus de cet

escargot, ce qui peut favoriser son abondance (Santos et Boehs, 2011).

S. haemastoma privilégie les habitats ou des refuges sont disponibles, notamment dans
les zones peu profondes infralittorales et intertidales rocheuses (Rilov et al., 2002). La présence
de ce muricidé predateur est relativement rare dans les endroits ou les proies, comme les
bivalves, sont abondantes mais les abris insuffisants. Ainsi, la disponibilité de refuges constitue

un facteur clé dans la répartition de ces escargots marins (Rilov et al., 2005).

Certains parametres abiotiques, notamment la structure de 1’habitat, la disponibilité des
proies et le degré d’exposition aux vagues, jouent un réle important dans leur dispersion spatio-
temporelle de S. haemastoma. La zone du milieu intertidale est généralement la ou cet escargot
est le plus abondant par rapport a la zone basse intertidale et haut ou presque une absence totale
a éte reporté ceci refléte la préférence d’un habitat riche en proies et faible en stress due a

I’exposition aux vagues (Ramirez et al., 2009).
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Figure 20 : S. haemastoma regroupées dans un rocher photo prise le 26 déc. 2021
(www.inaturalist.org).

6. Alimentation et techniques de prédation

Le predateur carnivore marin S. haemastoma consomme principalement certains types
de mollusques et crustacées notamment Cirripedes, et patelles (Fig. 21) ; parmi les especes
considérées comme étant 1’alimentation principale de cet escargot prédateur on trouve les
bivalves comme les moules Brachidontes pharaonis et Mytilaster minimus, les huitres tel que

Crassostrea virginica, et palourde Rangia cuneata.
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S. haemastoma peut également se nourrir d’autres bivalves comme Perna perna,
Donax variabilis et Mercenaria mercenaria, d’un autre c6té les phénomeénes de cannibalismes
peuvent arriver envers des congéneres de taille largement inférieures (Watanabe et Young,
2005 ; Giacoletti et al., 2016 ; Pusack et al., 2018).

Les habitudes alimentaires de S. haemastoma sont un vrai dilemme pour 1’industrie
commerciale des huitres et des moules bivalves a cause de leur prédation par celui-ci (Watanabe
et Young, 2005 ; Butler, 1985).

La consommation d’huitre par S. haemastoma permet leurs développements et leurs
croissances, cependant ils consomment rarement les huitres de taille largement supérieure pour

des raisons peut étre due a leur incapacité (Brown, 1996).

S. haemastoma adopte des techniques de prédations tres efficaces, il utilise la radula
(similaire a une langue projectible avec des dents) pour ouvrir les coquilles des palourdes et
huitres (Cas des patelles, représenté dans la Fig. 22), puis ensuite assurer la digestion de leurs
viandes ensuite absorber le contenu et ¢’est principalement 1, le moyen comment se nourris S.
haemastoma. La population de cette espece assez large sont suspectées de dévaster les autres
récifs d'huitres cependant dans certains régions leurs abondances est en plein baisse selon ce
qui a été reporté dans la littérature assez limitée concernant ces escargots marins (Overstreet,
1978 ; Rilov et al., 2002).

Dans 1’étude de Rocha-Barreira et al. (2004) dans les conditions contrblées au
laboratoire, les méthodes de prédations de S. haemastoma sur 1’huitre Crassostrea rhizophorae
ont étaient évalué en vue de déterminer le comportement de ce prédateur marin. Les résultats
ont indiqué que le comportement prédateur de I’escargot peut étre divisé en plusieurs actions
reliees I’une a I’autre successivement en commengant par la détection trés rapide et I’approche
de la proie qui elle a duré entre 30 a 1 h de temps avec une approche indirecte dans laquelle les

mouvements de siphon sont observés.

Ensuite le contact avec la proie ou S. haemastoma a chercher une zone idéale de
pénétration se finissant par la détermination du site s’attaque adequat. Puis le prédateur a utilisé
ca trompe en vue de la penétration vers sa proie par la coquille avec une libération de mucus

pour en fin entamer la phase d’ingestion de ’huitre en question.
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Plusieurs types de perforation de coquille ont été observé notamment perforation
complete en demi-lune, perforation circulaire compléte et perforation irréguliére compléte ou
incompléte. Ces résultats restent pratiquement les seuls a avoir décrit par expérimentation le

comportement de prédation de 1’escargot S. haemastoma (Rocha-Barreira et al., 2004).

Comme la plupart des Néogastéropodes S. haemastoma peut libérer des substances
chimiques qui assure la maitrise de la proie, hormis les conotoxines (type de neurotoxines) les
propriétés d’autres substances sont inconnues ; certaines données indiquent des effets
paralysants provenant de certains types extraits de glandes de l'intestin antérieur chez S.
haemastoma (Cioni et al., 2011).

Cet escargot marin utilise une méthode tres connue chez les espéces prédatrices similaire
pour localiser leur proie, il s’agit de la chimio réception par le biais des multiples organes
chimio sensorielles comme l'osphradium ; S. haemastoma localise ces proies a I’aide d’indice
chimique a travers I’eau méme si ces signaux chimiques peuvent étre perturbé par les diverses
turbulences dans ’ecau. Dans ce cas de figure les indices chimiques sont détecteés par 1’eau qui
est aspirée par le siphon de ces escargots puis il passe sur lI'osphradium 1’organe chimio
sensoriel tres développé (Byron et Smee, 2012).

7. Reproduction

L’escargot de mer S. haemastoma a une longue durée de vie pouvant varier de 1 jusqu’a
20 ans successivement avec une absence de différence entre les deux sexes dans la morphologie
de la coquille (Butler, 1985) ; il n’existe aucune corrélation positive entre la maturité sexuelle

de cette espece et la taille de la coquille (Boulajfene et al., 2015a).

Ces espéces peuvent pondre un grand nombre de capsules allongées de 2 cm allant de
20 a 80 en nombre durant la période d’accouplement (d’avril a septembre), ces capsules
referment un nombre important d’ceufs approximatif a 1700 jusqu’a 7000(Fig. 23 et Fig. 24). 1l
faut noter le fait que S. haemastoma est une espéce qui possede un cycle de vie typiquement
bento-pélagique et les adultes ont une faible dispersion et activité et sont benthiques, pendant
la période d’accouplement ils se déplacent vers les zones intertidales pour s’accoupler (Lahbib

etal., 2011 ; El Ayari et al., 2014 ; El Ayari, 2015 ; El Ayari et al., 2017).
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Figure 21 : S. haemastoma se nourrissant de patelles (litoraldegranada.ugr.es).

Figure 22 : Trou résultant de la prédation d'une patelle par S. haemastoma (litoraldegranada.ugr.es).
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La ponte de S. haemastoma se présente comme des amas de forme hexagonal de capsule
située généralement dans les roches (Bouzahouane, 2018). La couleur de ces capsules est
géneralement jaune qui peut prendre une teinte noire le résultat est généralement la libération
de larve dans I’eau qui se transforme en juvéniles puis migre vers le fond de la mer (Otero et

al., 2013).

Ces especes marines ont une phase larvaire plutét longue (Stickle et Zhang, 2003). Les
larves de S. haemastoma ont une grande durée de vie, ils sont appelés « téléplanique » et ont la
capacité de migrer et se disperser sur des distances larges ; dans les conditions contrblées au
laboratoire une estimation de la durée nécessaire au développement larvaire pélagique
d’environ 2 & 3 mois (Claremont et al., 2011 ; Appeltans et al., 2012 ; El Ayari et al., 2017).

Figure 23 : Capsule de S. haemastoma (litoraldegranada.ugr.es).
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Figure 24 : Capsule de S. haemastoma prise par Lauren colombet en 2017 (www.bioobs.fr).

8. Classification de S. haemastoma

8.1. Taxonomie

Selon les bases de données du World Register of Marine Species (WoRMS) et du

Cataloge of life (Col) la Position systématique de I’espéce S. haemastoma est comme suite :
Reégne : Animal
Embranchement : Mollusca (Cuvier, 1795)
Classe : Gastropoda (Cuvier, 1797)
Sous-classe : Caenogastropoda (Cox, 1960)
Ordre : Neogastropoda (Thiele, 1929)

Famille : Muricidae (Rafinesque, 1815)
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Sous-famille : Rapaninae (Gray, 1853)
Genre : Stramonita (Schumacher, 1817)

Espéce : S. haemastoma (Linnaeus, 1767)

8.2. Embranchement des mollusques

Avec un nombre supérieur & 50,000 espéces identifiées et bien décrites et environ
200,000 espéces vivantes, 1’embranchement des mollusques (Mollusca) fait partie des plus
importants, large et divers de tout le régne animal ; la majorité des organismes vivants
appartenant a I’embranchement des mollusques sont marins avec une diversité morphologique

tres varié et plusieurs classes selon les caractéristiques de ces espéces (Gosling, 2015).

D’un point de vue anatomique interne et externe les mollusques ont des similitudes
communes, ils sont des espéces a corps mou protégé par une coquille dure ; Les organes internes
des mollusques sont généralement contenus dans des tissus repliés a I'intérieur de leur coquille,
appelée manteau. Par ailleurs les espéces de cet embranchement sont distinguées par la présence
d’un pied d’origine musculaire qui permet la locomotion, malgré la morphologie plutét basique

les mollusques sont constitués d’une grande variété de formes (Gosling, 2015).

Les mollusques font partie des organismes vivants les plus connus de la planéte. lls
ont une importance économique et commerciale, mais aussi écologique, en raison de leur large
éventail d’exploitations, notamment en tant que source alimentaire, comme les escargots et les
moules, ou encore pour leur valeur commerciale, comme 1’exploitation de ces derniers dans la

production de perles (Wanninger et Wollesen, 2019).
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8.3. Classe des gastéropodes

Chez les mollusques et le trés grand nombre d’espéces apprivoisant les 100,000 une
classe represente pratiqguement trois quarts du nombre total d’espéce, il s’agit de la classe des
gastéropodes qui est la plus large aux seins de I’embranchement des mollusques (Brown et
Lydeard, 2010). Les groupes des mollusques sont représentés dans le tablau 4.

Tableau 4: Les groupes majeurs des mollusques (classes et subdivisions) (Haszprunar et Wanninger,
2012).

1. Solénogastres Groupe de 280 espéces de vers marins

2. Polyplacophore Groupe d’environ 1000 espéces marines tel que les chitons

Environ 30 espéces connues vivant dans les profondeurs marines
3. Monoplacophores _ o
parmi eux ’espéce Tryblidia

) Comprends plus de 20,000 espéces marines a coquille sans
4. Bivalves ) )
appareille buccale parmi eux moules et palourdes

Comprend 800 especes totalement marines, comme [’espece
5. Scaphopodes ) _
appelée en anglais « tusk shell »

La classe la plus grande et diverse de mollusques avec 100,000
6. Gastéropodes espéces qui présentent des formes diverses de coquilles parmi eux

les escargots, les patelles et les buccins.

Sont des especes exclusivement marines avec 30,00 espéces et
7. Céphalopodes environ 1000 espéces existantes comme les sépias, calmars et

poulpes

) C’est la subdivision majeure des mollusques qui est composée des
8. Aculifera )
Solenogastres, caudofoveates et polyplacophores
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Pour I’anatomie interne et externe des gastéropodes, la masse viscérale (ou corps mou)
est généralement protégé a I’intéricure d’une coquille chez toutes les espéces de cette classe ;
la locomotion est assurée par la présence d’un pied cilié d’origine musculaire, les gastéropodes

possedent des coquilles diverses et multiples en forme et disposition.

Les gastéropodes possédent généralement les coquilles d’enroulement par exemple chez
certaines especes de cette classe ils possedent des coquilles sous développées d’autres n’ont
possedent pas et en distinction les especes les plus évoluées ont tendance a présenter des

coquilles asymétriques tandis que les moins évoluées des coquilles symétriques (Mai, 2014).

Les gastéropodes se nourrissent souvent de petits organismes et d’algues, ils peuvent
exister des especes prédateurs et carnivore, cette classe possede la glande digestive qui permet
la digestion de leurs nourriture avec les sécrétions enzymatiques multiples ; les organismes
aquatiques et les caenogastéropodes (dont S. haemastoma ) possédent des yeux fixés a la base
de leur tentacules contrairement aux autres gastéropodes terrestres qui présentent les yeux a

I’extrémité de ces derniers (Brown et Lydeard, 2010 ; Mai, 2014).

8.4. Ordre des Néogasteropodes

Les Néogastéropodes font partie des mollusques gastéropodes, cet ordre trés connu et
bien étudié englobe plusieurs familles différentes tel que les escargots dit pourpre (Muricidae),
escargots de cone (Conidae), escargots olive (Olividae) et bulots (Buccinidae) ; 1’une des
majeures caractéristiques des espéces appartenant a cet ordre est leurs capacités de prédateurs
qui ont attribué a cet ordre une position de dominateur au sein des chaines alimentaires
benthiques (Modica et Holford, 2010).Les trois familles majeures des Néogastéropodes sont

représentées dans la Fig. 25.

L’anatomie des Néogastéropodes se caractérise par la présence d’un intestin trés
spéciale avec une trompe appelée en anglais (proboscis), des glandes salivaires primaires et
secondaires, la glande de Leiblein, une glande anale et plusieurs glandes radulaires ; la grande
majorité des espéces de 1’ordre des Néogastéropodes sont des carnivores qui adoptent des
stratégies de prédations trés diverses et développées par exemples les Muricidae qui se
nourrissent souvent des bivalves gastéropodes et les petits crustacées (Modica et Holford,
2010).
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Parmi les stratégies de prédation on parle de la secrétion de neurotoxines par exemple
chez notre modeéle d’étude S. haemastoma qui a la capacité de produire des toxines paralysantes

dans les glandes salivaires pour le but de prédation (Modica et Holford, 2010).

8.5. Famille des Muricidae ou Murex

Les Muricidae sont parmi les familles des plus connues de I’embranchement des
mollusques, les murex sont principalement un large inventaire de 2000 espéces d’escargots
marins prédateurs caractériseés par leurs coquilles uniques en forme et assez divers ; la famille
des Muricidae a un impact économique élevé a cause de leurs coquilles ornées, leur opercule
(operculum) mais surtout a cause du pourpre extrait des espéces de cette famille de mollusques
marins (Benkendorff et al., 2015).

Les anciennes civilisations ont exploité les Muricidae en vue de I’extraction du
pourpre et certainement pour des raisons alimentaires et cette famille est bien connue depuis les
temps anciens ; les Muricidae secretent une variété de produits bioactifs tel que les indoles
bromés a activité anticancéreuse et anti-inflammatoire ceci peut expliquer les usages anciens

de cette famille pour des visé thérapeutiques (Benkendorff et al., 2015).

Les femelles des Muricidae sont caractérisées par la ponte d’un grand nombre de
capsules et la grande fécondité qu’elles possédent, la majorité des adultes de cette famille n’ont
pas une croissance élevée et en moyenne 90 % des juvéniles meurent au cours de la premiere
année d’existence cependant 1’espérance de vie des juvéniles provenant des femelles plus

petites sont susceptibles de terminer leurs premiéres années de vie (Spight et al., 1974).

8.6. Sous famille des Rapaninae

\

Parmi la grande famille des Neéogastéropodes appartenant a 1’embranchement des
mollusques on trouve une sous famille qui figure parmi celles les plus connue et remarquable
il s’agit de la sous famille des Rapaninae ; cette derniere est constituée de plusieurs especes
d’escargots prédateurs actifS marins qui jouent un rdle vital dans 1’écologie des autres
communautés des littoraux et leurs structures, les Rapaninae sont des especes qui habitent

principalement dans les zones intertidales et subtidales peu profondes (Claremont et al., 2013).
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Les Rapaninae sont importants sur le plan écologique et économique a cause de la
considération de certaines espéeces appartenant a cette sous famille comme des especes
ravageurs et envahissante dont I’exemple ultime est ’espéce Rapana venosa, cependant des
bienfaits distincts sont attribués aux Rapaninae due a 1’exploitation pour 1’extraction de la

pourpre et certains produits bioactifs pour usages pharmaceutiques (Claremont et al., 2013).
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Figure 25 : Les trois familles majeures des Néogastéropodes (Modica et Holford, 2010).
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Les espéces de cette sous classe sont caractérisées par leurs caractére carnivore et
prédateurs, les Rapaninae adoptent des techniques de prédations comme la perforation des
coquilles de leurs proies, et digestion (comme expliqué dans la partie méthode de prédation de
S. haemastoma) ; certains Rapaninae peuvent habiter les zones proches cotieres ce qui
nécessite des résistances au stress multiple cependant ils ont tendance a trouver refuge loin des

prédateurs dans ces zones 1’abondance en alimentation (Vermeij et Carlson, 2000).

9. Applications et usages de S. haemastoma

L’espéce S. haemastoma est une espece qui fut historiguement mais aussi actuellement
importante et bien connue a cause des usages de cette espéce dans I’extraction de la pourpre
(couleur rouge violacé et élément majeurs de ’antiquité de la méditerranée). La phénicie ou
actuellement le pays arabe Liban était le lieu ou I’industrie la plus remarquable de la pourpre
était le plus réputé ; Appelée dés lors 'pourpre tyrrhénien’, en rapport avec la ville ou cette
pratique d'extraction du pourpre (vers 1200 av. J.-C.) rendit la cité de Tyr tres célebre dans les
temps de I'Antiquité (Kaplan, 2006 ; Garcia, 2017).

La pourpre fut un élément trés précieux qui n’était par réservé a toutes les personnes de
cette antiquité au contraire il était plutdt réservé principalement a la royauté de cette époque ;
appelée aussi pourpre royale, il fut considéré comme un symbole de liberté et royauté. Selon
certaines sources 8000 a 10,000 coquilles étaient nécessaires a la production de petites quantités
de pourpre (Kaplan, 2006 ; Bouzahouane, 2018).

Actuellement dans notre époque récente les usages de S. haemastoma sont principalement
pour des raisons alimentaires, il existe une industrie commerciale pour cette espéce, de plus ces
escargots de mer sont collectés pour alimentation dans la méditerranée tel qu’en Espagne et

Afrique du nord mais aussi dans I’Amérique du nord et sud comme dans le Brésil et les USA

(Santhanam, 2019).
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10. S. haemastoma comme espéce bio-indicatrice

Les Gastéropodes de mer S. haemastoma ont souvent été utilisés dans un cas spécifique
comme indicateur des effets de deux types de composés organoétains qui sont le tributylétain
(TBT) (Limaverde et al., 2007 ; Toste et al., 2013).

Ces derniers ont été des produits largement utilisés dans les peintures des coques des
navires pour les protéger et empécher les organismes aquatiques de se fixer sur la cogque. Cette
espece est prouvée comme excellent indicateur de la pollution aux (TBT) a cause de leurs
sensibilités avec 1’observation des phénoménes d’imposex c.-a-d. la masculinisation chez les
femelles de S. haemastoma. D’un autre cOté ces gastéropodes sont considérés comme des
excellents bioindicateurs a cause de leur abondance, la distribution géographique tres large, la
collecte plutét facile et la possibilité de réaliser plusieurs analyses biochimiques et autres
(Bouzhouan et al., 2018 ; El Ayari et al., 2018).

Il existe un nombre élevé de publications qui visent a évaluer I’imposex due aux
organoétains chez S. haemastoma (Fernandez et al., 2002 ; Limaverde et al., 2007 ; Quadros
et al., 2009 ; Santos et al., 2011 ; Rossato et al, 2014 ; Boulajfene et al., 2015b ; El Ayari et al.,
2018 ; Sierra-Marquez et al., 2019).

Cependant en termes d’étude écotoxicologique sur d’autres polluants ou contaminants
pratiquement un trés faible intérét a été donné a cette espéce comme étant une espece de
bioindicateur idéal. Dans la littérature actuelle on peut retrouver selon les recherches les plus
affinées seulement 1’étude de Bouzahouane et al. (2018) en valorisation de ces gastéropodes
comme indicateurs de la pollution aux NPs avec une conclusion de la pertinence de ce

gastéropode en tant qu’indicateur vis-a-Vvis la pollution par les éléments trace métallique.
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Une autre étude de Di Bella et al. (2018) a reporté que 1’utilisation de S. haemastoma
comme espece sentinelle concernant la pollution aux métaux lourds arsenic, cadmium, nickel
et chrome, a démontré que les concentrations de ces métaux lourds sont plus élevés que ceux
indiqués précédemment par les anciennes études pour d’autres Muricidae de la méditerranée, il
a été conclu dans cette étude que ces gastéropodes sont des especes sentinelles et indicateurs
tres prometteurs.
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Matériel et Méthodes

1. Présentation de la zone d’étude

Le Golfe d’Annaba situé dans la ville d’Annaba sur le Nord-Est de 1’Algérie est un
bassin ouvert sur la mer méditerrané délimité par le cap Rosa (8°15’E, 36°58°N) a I’Est et le
cap de Garde a I’Ouest (7°47’E, 36°58’N) a environ 40 km d’étendue et une profondeur
maximale de 65 m ; I’identification et la collecte du modéle biologique sélectionné pour notre
étude (S. haemastoma) a été effectué dans un site localisé dans le Cap de Garde (36°58°04°N,
7°47°32”’E).

Au sujet de la présence ou non de source de contamination et pollution au niveau du
Cap de Garde, plusieurs études sur terrains confirment 1’absence de n’importe quel type de
pollution sur le site avec en plus I’absence d’activité industrielle proche de la région du Cap de
Garde aussi aucune source de rejet de tous type proche. Au niveau démographique seule une
tres faible habitation des lieux est constatée avec pratiquement seulement une présence dans le
bain pendant la saison estivale (Belabed et al., 2008 ; Bouzahouane et al., 2018 ; Bouzahouane,
2019).

Figure 26: Le Cap de Garde (36°58°04"’N, 7°47°32"’E) Golfe d'Annaba.
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2. Récolte du modele biologigue S. haemastoma

Un site de collecte situé dans le Cap de Garde a été choisi. Les raisons principales
de ce choix sont : la disponibilité et I’abondance de ces escargots marins, la possibilité de
collecte de la quantité nécessaire a 1’étude mais surtout d’un point de vue toxicologique
I’absence de source de stress ou de contamination et donc I’assurance d’espéce modéle non-

contaminée par aucune source de pollution.

Les escargots marins S. haemastoma (Fig. 27) ont été récoltés par plongée marine
sur le littoral du Cap de Garde a une profondeur maximale de 3m, ensuite immédiatement

transporté dans les conditions de laboratoire pour la phase d’adaptation.

Figure 27: A : Masse molle de S. haemastoma -1 Glande digestive -2 rein 3- Cténidium 4-
manteau. B : Branchies. C : Glande digestive (Gonade en jaune) (Photo pers).
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3. Conditions d’élevage des escargots in vivo

De retour au laboratoire et immédiatement apres la récolte, les escargots marins ont
été mis sous conditions d’élevage au laboratoire dans des bacs en plastiques
(43cmx32cmx25cm) dans une photopériode de 12 :12 H (lumiére : sombre), les bacs ont été
remplis avec de 1’eau de mer naturelle approvisionnée directement de I’Est du littoral d’El Kala
(Wilaya d’El Tarf, Algérie) dans un site nommée la Montagné (36°53°59°N, 8°28°12.93’E).

Les escargots ont été dispersés de facon aléatoire dans les bacs et maintenu sous
aération continue a I’aide de pompe a oxygeéne pour aquariums, les parametres physico-
chimiques de I’eau de mer ont été mesurés a I’aide d’une valise multi-paramétres (Horiba®), la
température, pH, Salinité, Conductivité, oxygéne dissous et turbidité ; les résultats sont
présentés dans le tableau 05.

Tableau 5: Valeurs des parameétres physico-chimiques de I’eau de mer.

, o Oxygeéne — "
Temperature pH Salinité Conductivité  Densité TDS

dissout

24 °C 8.2 34.4 ppt 8.57 mg/L 52.3ms/cm | 23.3 ot 31.4¢g/1

3.1. Phase d’adaptation

Les escargots ont été maintenu sous élevage dans les conditions de laboratoire
pendant une période de sept jours, afin d’assurer une acclimatation et dépuration idéale ; les
parametres de 1’eau ont été constamment surveillés et maintenus dans les valeurs initiales pour
éviter tous types de stress. Durant les trois premiers jours de la phase d’acclimatation, 1’eau de
mer a été changée chaque jour pour les bacs et apres cela chaque deux jours.
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3.2. Protocole expérimental d’exposition

3.2.1 Sélection des nanoparticules

Deux types de nanoparticules ont été choisis pour effectuer cette étude, 1’oxyde de
chrome (Cr203) et I’oxyde d’aluminium (Al20z3) (Fig. 28). Les deux NPs ont été obtenues du
centre de recherche scientifique et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC, Bou
Ismail, Algérie) sous forme de nano-poudre.

La caractérisation de ces NPs a aussi été effectuee au niveau du CRAPC, avec une
étude physico-chimique pour déterminer plusieurs parameétres tels que la taille, le diamétre
hydrodynamique et la forme cristalline de chaque NPs.

3.2.2 Préparation de solution stock de NPs

Avant I’exposition des escargots aux nanoparticules (NPs), il est essentiel de préparer des
solutions stock afin d’éviter une dispersion directe des NPs sous forme de poudre dans 1’eau.
Pour chaque type de nanoparticule (nano-chrome et nano-aluminium), des solutions stock a 1
g/L ont été préparées en utilisant de I’eau ultrapure MilliQ de type I. Ces suspensions ont ensuite
été soumises a une ultrasonication dans un bain a ultrasons (50 kHz) pendant 30 minutes afin
d’assurer une dispersion homogene. Les solutions stock obtenues ont été conservées a

I’obscurité jusqu’au moment de I’utilisation.

A chaque point d’exposition, une nouvelle dispersion des NPs a été réalisée par sonication
suivie d’une agitation manuelle immédiate, juste avant I’introduction des escargots et avant
chaque renouvellement d’eau dans les différents groupes exposés, garantissant ainsi une

distribution optimale des nanoparticules tout au long de I’expérimentation.

Figure 28: A : Nano-poudre d'oxyde de chrome (Cr.03), B : oxyde d'aluminium 72
Al,O3 (Photo pers).
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3.2.3 Phase d’exposition in vivo

Apres la fin de la période d’acclimatation des escargots, la totalité des individus ont
été dispersé dans des bacs en plastique de facon aléatoire a raison de 20 individus par lot
(Fig.30-31) ; les escargots ont été maintenus dans les méme conditions que la phase
d’adaptation (aération continue et cycle de 12 :12 h lumiére/obscurité) avec une surveillance
constante des parametres de 1’eau notamment la Température et I’oxygeéne dissous. Chaque bac
a été rempli avec 3L d’eau de mer naturelle, avec un renouvélement chaque 48 h de 1’eau de

mer.
Avec un total de 08 Lots dans I’expérimentation d’exposition, selon I’ordre suivant :

+ Lot 01 (témoin) : le Lot t¢émoin a été maintenu dans les mémes conditions que les Lots

traités et n'a regu aucune nanoparticule.

Lot 02 (C1) : exposé a une concentration de 1 mg/L de NPs de Chrome (Cr203)

Lot 03 (C2) : exposé a une concentration de 2,5 mg/L de NPs de Cr203

Lot 04 (C3) : a regu une concentration de 5 mg/L de NPs de Cr203

Lot 05 (C1) : exposé a une concentration de 1 mg/L de NPs d'alumine (Al2O3)

Lot 06 (C2) : a regu une concentration de 2,5 mg/L de NPs d'Al,O3

- + + + +

Lot 07 (C3) : a recu une concentration de 5 mg/L de NPs d'Al.O3

Les escargots ont été exposés aux deux NPs pendant une durée subaigie de 28 jours,
pour chaque NPs de notre étude trois concentrations ont été choisies (1, 2.5 et 5 mg/L). La
méthode d’exposition appliquée pour cette étude consiste en une dilution des volumes adéquats
a partir des solutions stock préalablement préparées afin d’atteindre chaque concentration pour

chaque lot de cette étude.
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Figure 31: Le Gastropode Muricidae S. haemastoma Figure 30: Mise en élevage de S. haemastoma sous conditions de
(Photo pers). laboratoire (Photo pers).

Figure 291: Exposition des individus aux Nanoparticules par dispersion directe. (Photo pers)
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4. Dosage des biomarqueurs du stress oxydant

4.1. Préparation des échantillons

Pour chaque période de temps d’exposition (7 jours, 14j et 28j) le nombre adéquat
d’escargots de mer a été sélectionné et sorti des aquariums pour tous les Lots témoins, eXposés
a ’oxyde de chrome, et exposés a I’oxyde d’aluminium ; les individus sélectionnés ont été
immédiatement disséqués suite a 1’obtention de leur masse molle aprés la cassure de leur
coquille physiquement. Deux organes ont été sélectionnés pour les analyses biochimiques qui
sont la glande digestive et le cténidium (ou branchies), les organes ont été instantanément

conserveés sous 4 °C en attendant la phase d’homogénéisation.

4.2. Homogénéisation des tissus

Les glandes digestives et les branchies obtenus de chaque individu pour chaque période
de temps ont été instantanément broyés en utilisant un bain a ultrason (50 KHz) ; pour le dosage
du Gluathion réduit (GSH) les organes ont été homogénéisés avec 10 mM d’EDTA (1:3 v/v) ;
pour le dosage des enzymes antioxydants (GST, GPX, CAT et SOD) le tampon Tris-HCI

(10Mm, pH : 7.4) a été utilisé comme tampon d’homogénéisation.

Pour I’estimation des Malondialdéhydes (MDA), les échantillons des tissus ont été
homogénéisés avec 50 mM Tris-HCI ; pour la détermination de 1’activité de I’AChE le tampon
phosphate (100Mm, pH : 7) a été utilisé pour ’homogénéisation des tissus : puis les homogénats
ont été centrifugés a 9000 g pendant 20 minutes (4 °C) avec une centrifugeuse réfrigérée

Sigma®.

Pour le dosage de la métallothionéine (MT), les échantillons des deux organes ont été
broyés par un bain a ultrason avec le Tampon Tris-HCI (20Mm), Saccharose (0.25 M) et
Leupeptine (0.006 Mm) a raison de 1/3 v : v ratio, ensuite les homogénats ont été centrifugé a
20,000 g pendant 30 minutes a 4 °C.

Tous les surnageants ont été immédiatement conserveés au congélateur a -80 °C jusqu’a

la réalisation des dosages.
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4.3. Dosage des protéines

Les différentes concentrations des biomarqueurs enzymatique et non enzymatique
sont genéralement exprimées par rapport a la proportion en protéines, pour cette raison la

mesure des concentrations en protéines dans les échantillons est une phase primordiale.

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode standard et universellement
appliquée de Bradford (1976), cette méthode colométrique est basée sur la réaction et
attachement d’un colorant bleu appelé bleu de Coomassie (G250) avec les lots cationiques des
protéines, cette réaction est directement proportionnelle a la concentration de protéines
contenues dans un échantillon déterminé par spectrophotométrie. Pour ce dosage 1’élaboration
d’une gamme d’étalonnage a six points (0, 0.2, 0.3, 0.6, 0.8 et 1 mg/ml) (Fig. 31) a été effectuee
en utilisant ’albumine du sérum bovin (BSA) comme standard ; le protocole utilisé est comme

suite :

Prélévement de 100 ul du surnagent

Ajout de 4 ml du réactif protéique (BBC)

Agitation au vortex pendant quelques secondes

Mesure de 1’absorbance a une longueur d’onde A= 595 nm

Tragage de la courbe d’Etalonnage : Absorbance = f (concentrations de protéines)

- + + + +

Les concentrations en protéines sont déduites en se basant sur la courbe d’étalonnage
BSA en tenant compte des facteurs de dilution initiale

+ La proportion de protéines est exprimée en mg/ml
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y = 0.6369x + 0.0206
R?=0.996

0.6 0.8

Linéaire (DO ) Linéaire (DO )

Figure 322: Courbe d'étalonnage des protéines (BSA)

4.4, Dosage du Glutathion réduit (GSH)

Le dosage du Glutathion réduit (GSH) a été effectué par la méthode de I'acide 5,5'-
dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) selon la méthode décrite par Weckbecker et Cory (1988) ;
cette méthode de dosage est fondée sur la mesure spectrophotométrique de 1’absorbance de
I’acide 2-nitro- 5-mercapturique, produit direct de la réduction du DTNB par les groupements
thiol (-SH) du glutathion. Cette méthode de dosage nécessite donc une déprotéinisation

préalable pour conserver uniquement les groupements thiol du GSH.

Une gamme d’étalonnage standard du GSH a été élaborée pour la détermination des
taux du GSH, une gamme a six points a été réalisée (0, 20, 40, 60, 80 et 100 pumol/ml) en
employant le Glutathion réduit (Sigma®) comme standard ; Le protocole de dosage du GSH

utilise comporte les étapes suivantes :
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Prélever 0,8 ml du surnagent.

Déproteéinisation avec 0,2 ml d'acide sulfosalicylique (SSA) 0,25 %.

Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

Centrifugation a 10,000 Rpm pendant 5 mina 4 °C

Prélever 0,5 ml du surnagent.

Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA (0.4 M Tris-Hcl, 0.02 M EDTA), pH 9,6.
Mélanger et ajouter 25ul de 10 mM DTNB préparé dans du méthanol absolu.

Laisser pendant 5 min a température ambiante

Lecture de I’absorbance a une longueur d’onde A =412 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions avec le Tris-EDTA remplacant le surnagent.

Les taux de GSH sont obtenus par rapport a la courbe d’étalonnage et exprimés en

nmol/mg de protéines.

4.5. Dosage de ’activité de la glutathion-S-transférase (GST)

Le dosage de I’activité enzymatique de la GST a été réalisé selon la méthode de Habig

et al. (1974), cette méthode est basée sur la réaction de conjugaison d’un substrat le 1-chloro,

2.4- dinitrobenzene (CDNB) et le glutathion réduit GSH comme cofacteur catalysé par la GST,

la conjugaison du CDNB induit la formation d’une nouvelle molécule, le 1-(s-glutathionyl)-

2,4-dinitrobenzene qui absorbe la lumiére a une longueur d’onde A= 340 nm.

+
+
+
+
+

Les étapes du protocole de dosage appliqué sont les suivantes :
Prélever 50 ul du surnagent.

Ajouter 1.05 ml du tampon Tris 100 mM

Ajouter 50ul de CDNB (1mM).

Ajouter 50ul de GSH (ImM).

Agitation par vortex pendant quelques secondes
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4+ L’activité enzymatique a été déterminée par mesure de I’absorbance a A= 340 nm dans

un intervalle de deux minutes contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

4+ L’activité enzymatique du GST est déterminée avec un coefficient d’absorbance égale

a¢e=9.6 mMlcm?

+ Les concentrations de GST sont exprimées en nmol/ mg de protéines et déduites selon

la formule suivante :

AS

(A DO/min|) x Vt x F

E xLx Vs x C protéines

A% ¢ betweitd ospdefigue (ol de CDNE conjugsé formés
mirutefm g de protéines).

ADO/min : Différence de la densité optique obtenue aprés
hyrdrolyse du substrat.

Wi s Wolutr e total o est réalisée la memure.

Wg @ Volum e du surnageat.

F : Facteur de dilution.

£ : Coefficient d extinction m olaire duCDHE (£ = 2.6 mM-1em 1),
L : Longpeur de la cuve utilisée (L = 1 cm).

C protéines : Concentration desprotéines (m gl

4.6. Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)

Pour le dosage du Glutathion peroxydase (GPx), la méthode employée est fondée

sur la réduction du peroxyde d’hydrogene (H20>) catalysé par I’activité enzymatique du GPx

en présence du GSH comme substrat de la réduction résultant la formation du disulfure de

glutathion (GSSG), ce protocole a été décrit par Flohé et Giinzler (1984) selon la réaction

suivante :

H;O>» + 2GSH

>GSSG + 2H)0

Le mode opératoire appliqué pour le dosage du GPx est resume dans les étapes

suivantes :

4+ Prélever 0.2 ml du surnagent.

4+ Ajouter 0.4 ml de 0.1 mM du GSH.
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Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (50 mM Tris et 150 mM NacCl).

Incubation au bain marie a 25 °C, pendant 5 min.

Ajouter 0.2 ml de 1.3 mM d’H.O: pour initier la réaction puis laisser agir 10 minutes.
Ajouter 1 ml d’une solution TCA a 1 % pour arréter la réaction.

Conservation dans la glace pendant 30 minutes.

Centrifugation a 3000 Rpm pendant 10 minutes

Prélever 0.48 ml du surnageant.

Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0.32 ml de 1 mM DTNB

Agitation du mélange au vortex pendant quelques secondes puis lecture des densités

optiques a A= 340 nm

molGSH - (DO échantillon — DO étalon)x0.04
protéine) = -
mg DO étalon

GPx(p

DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
DO étalon : Densité optique de 1’étalon.
0.04 : Concentration de substrat (GSH).

4.7. Dosage de ’activité de la Catalase (CAT)

Le protocole de dosage de I’activité enzymatique de la Catalase (CAT) employé

dans notre étude est celui reporté par Beers et Sizer (1952), cette méthode est basée sur la

capacité de la CAT a réduire 1’H202 en molécules d’oxygeéne O2 et d’eaux H20 a 25 °C ;

I’activité de la CAT est directement proportionnelle & la variation de 1’absorbance a 240 nm de

la réduction de I’H20..

Les étapes expérimentales suivies pour ce dosage sont les suivantes :

4+ Ajouter 1.9 ml de tampon phosphate (50 mM, pH : 7) directement dans une cuve en

Quartz.
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4+ Ajouter 100 pl du surnagent

4+ Ajout de 1 ml de H202 (5 mM) et mesure immédiate des variations des densités

optiques & A= 240 nm toutes les 15 secondes pendant une minute

4+ Les concentrations de CAT sont exprimées en umol d’H2O: réduit/minute/mg de

protéines

4+ Une unité (U) de CAT est définie comme la proportion d’enzyme catalysant la

dégradation de 1 umol d’H20> par minute.

(A DO/min) x Yt xF
AS =

£ xL x Vs x C protéines

AR ¢ Activité spécificque (pm ol dHaO:2 rédudt fminute’m gde protéines).
ADOMmin : Différence de la densité optique obtenue apréshydrolyse
du substrat.

Vi : Volume total ol est réalisée 1a mesuare.

Vs : Volume du surnageant.

F : Facteur de dilution.

£ : Coefficient d’extinction m olaire de 1H2020E = - 0,04 mM 1 om 1y,
L : Longueur de la cuwve utilizée (L = 1 cm).

C protéines : Concentration desprotéines(m gl

4.8. Dosage de la superoxyde dismutase (SOD)

Le dosage de I’activité enzymatique de la SOD a été effectué selon la méthode de

I’inhibition de D’auto oxydation du pyrogallol par la SOD en présence de I’EDTA

précédemment reporté par Marklund et Marklund (1974) ; cette méthode est universellement

considérée comme 1’une des plus fiables par rapport a d’autres essais.

Les étapes expérimentales utilisées sont décrites comme suite :

+ Ajout de 850 pl du tampon Tris-HCI (50 mM, pH : 8,2).

+ Additionner 20 pl du surnagent

£ Ajout de 100 ul EDTA (20 mM)

+ Ajout de 50 pl de pyrogallol (2,5 mM préparer dans 10 mM d’HCI)
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+ Mesure de la variation d’absorbance pendant 5 minutes chaque minute a une longueur
d’onde A= 420 nm
+ L’activité de la SOD est exprimée en unité (U) SOD / mg de protéine.

+ L’activité de la SOD est calculée par la formule : SOD (U/mL) = (% inhibitions x
1000) /n x50) et sachant que :% d’inhibition= (Abs Blanc —Abs test)/Abs test. n : mg

de protéines présentes dans le volume de 1’échantillon utilisé.

4.9. Dosage de I’Acétylcholinestérase (AchE)

L’activité de I’ Acétylcholinestérase a été évaluée selon la méthode d’Ellman ; Selon
le test d'Ellman et al. (1961), qui utilise I'acétylcholine (ACh) comme substrat pour
I’acétylcholinestérase (AChE), la quantité d'acétylcholine dans 1'organisme a été mesurée
(AChE). L'hydrolyse enzymatique du substrat produit la thiocholine (SCh), qui produit une

couleur jaune lorsqu'elle entre en contact avec le réactif d'Ellman (DTNB).

Le taux auquel (SCH) est produit est directement lié a I'activité enzymatique. 100 mm
de tampon de phosphate, 75 mm d'acétylcholine, 10 mm de DTNB et 30 ul de surnageant ont
constitué le volume d'essai final, qui était égal a 0,9 ml. En mesurant le changement des densités
optiques (DOs) a 412 nm toutes les minutes pendant cing minutes, I'activité enzymatique de
I'AChE a été évaluée. Les concentrations d'AchE ont été exprimées en nmol/min/mg de

protéine.

(A DO/min) x Vi xF
AS =

£ xL x Vs x C protéines

4.10. Dosage de la métallothionéine (MT)

Selon la méthode de Viarengo et al. (1997), le niveau de métallothionéine (Mt) a été

évalué. La méthodologie de cet essai, qui a été initialement appliqué aux invertébrés marins,
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consiste a fractionner le contenu cytologique a I'aide d'éthanol et de chloroforme pour obtenir

une fraction MT partiellement purifiée, qui est ensuite mesurée spectrophotomeétriquement en

utilisant le réactif d'Ellman (DTNB) pour déterminer la teneur en thiol (-SH) a 412 nm. Par la

suite, les taux de métallothionéine (Mt) ont été calculés en utilisant I'équation 1 mol Mt = 20

mol GSH et exprimeés en nmol/g de tissu.

Les étapes expérimentales sont résumées dans les points suivants :

+*

+*

- F + + & +

=

Prélévement d’1 ml de surnagent a doser ;

Additionner 1.05 ml d’éthanol absolu froid (conserver a -20 °C) et 80 ul de chloroforme
pur;

Vortexer le mélange pendant quelques secondes ;

Centrifugation a 6000 xg pendant 10 mina 4 °C ;

Récupérer le surnageant et ajout de 3 volumes d’éthanol absolu froid (conserver a - 20
°C);

Additionner 1 mg d’ARN et 40 pl d’HCl a 37%

Mélange au vortex pendant quelques secondes ;

Conserver le mélange a - 20 °C pendant une 1 heure ;

Centrifugation a 6000 xg pendant 10 mina 4 °C ;

Elimination du surnageant ;

Lavage du culot en utilisant 3 ml d’une solution de lavage (Tris-HCL, éthanol,
Chloroforme) ;

Centrifugation a 6000 xg pendant 10 mina 4 °C ;

Elimination du surnageant puis séchage du culot dans 1’étuve a 37 °C;

Ajout au culot 150 pl d’une solution NaCl et 150 pl d’une solution d’HCI contenant de
’EDTA ;

Agitation au vortex pendant quelques secondes jusqu'a la remise en suspension totale

du culot ;
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+ Ajoutde 4.2 mlduDTNB;

+ Centrifugation a 3000 xg pendant 5 min ;

+ Prélévement du surnageant et lecture des DO’s 4 A =412 nm ; La lecture se fait contre
un blanc préparé dans les mémes conditions avec du tampon Tris-HCL remplagant le
surnageant.

+ Tracage de la droite d’étalonnage du GSH : Absorbance = f (concentrations en GSH) ;

+ La concentration en Mt est déduite par rapport a la quantité de GSH (1 mol de MT =
20 mol de GSH).

+ La quantité en Mt est exprimée en nmol/mg de tissu.

4.11. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

La formation de Malondialdéhyde (MDA) a été employée comme un indicateur
primaire de la peroxydation lipidique par plusieurs études toxicologiques et chez divers
organismes vivants terrestre et aquatique ; le dosage du taux d’MDA a été effectué selon la
méthode des especes réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS), la méthode employée dans
notre étude et celle décrite par Fatima et al. (2000) avec des modifications reportées par Zhao
et al. (2009). Ce dosage est principalement fondé sur la condensation du MDA avec 1’acide
thiobarbiturique (TBA) en milieu chaud et par résultat la formation d’un pigment de couleur

rose pouvant étre mesuré par spectrophotométrie.
Les étapes du protocole de quantification du MDA sont briévement décrites dans les

points suivants :

+ Incubation des homogénats dans I’étuve a 37 °C
+ Prélévement de 1 ml du surnagent

+ Ajout de 1 ml d’une solution TCA a5 %

+ Ajout de 1ml d’une solution TBA 4 0.67 %

+ Agitation du mélange au vortex pendant quelques secondes
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Centrifugation & 3000 Rpm pendant 10 min/ 4 °C
Incubation au bain-marie pendant 40 min a 100 °C

Laissez refroidir le mélange

- + & ¥

Mesure de 1’absorbance des échantillons & A= 532 nm contre un blanc préparé dans les
mémes conditions
+ La proportion du MDA est exprimée par rapport a la concentration des protéines dans

un échantillon (nmol/mg protéines)

DO x 10°

MDA(nmoles MDA /mg protéines) = EXLxXxF,

DO : Densité optique mesurée a 530 nm (sans unité),
E : Coefficient d'extinction molaire du MDA a 530 nm (E =1.56x10° M cm™)

X : Concentration en protéines en mol/L (ou mg/ml),

D N N NN

L : Longueur du trajet optique, L= 1 cm

5. Etude histologique
5.1 Etapes de I’évaluation histopathologique
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Une évaluation histologique sur deux organes de S. haemastoma (la glande digestive et
les branchies) a été effectuée pour mesurer les altérations et effets au niveau histologique
potentiellement induit par les nanoparticules Cr.03 et Al,O3z ; a la fin de la période d’exposition
(aprés 28j), des individus de chaque Lot de 1’étude ont été sélectionnés et retirés des aquariums

puis immédiatement disséqués par cassure de leurs coquilles a moyen physique.

La méthode adaptée dans notre étude est inspirée de celle reportée par Hould (1984)

et comporte une série d’étapes brievement présentées dans les points suivants :

5.1.1. Prélévement

Immédiatement aprés [’obtention de la fraction molle des escargots marins,
I’identification et le prélévement de la glande digestive et le cténidium (Branchies) a été

effectué délicatement pour éviter la dégradation des tissues.
5.1.2. Fixation

Pour assurer une conservation adéquate des tissues et organes prélevés une phase de
fixation a été employée ; les échantillons tissulaires ont été directement conservés dans une
solution de Formaldéhyde & 10% préserves hors de lumiére et loin de I’humidité dans des boites

en verre de fixation.
5.1.3. Déshydratation

La phase de Déshydratation & pour but I’élimination des liquides et I’eau intracellulaire
pour pouvoir effectuer proprement des coupes histologiques ; une série de bain d’éthanol a

divers concentration a été employée pour assurer cette phase (éthanol a 50%, 70%, 90%)
5.1.4. Phase d’imprégnation

Cette étape a pour objectif d’éliminer les traces de 1’éthanol et donc assurer une pureté
des tissus ; le Xyléne a été utilisé comme solvant pour cette étape et les échantillons ont été

imprégnés par ce solvant.
5.1.5. Inclusion a la paraffine

Les échantillons tissulaires des deux organes de S. haemastoma pour chaque Lot ont été

mis dans des cassettes d’inclusion, puis enrobage dans un milieu de paraffine chauffé dans
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I’étuve jusqu’a la liquéfaction ; le but de cette étape et de former des blocs de tissus-paraffine

dures afin d’assurer la réalisation de coupes (épaisseur entre 2.5 et 5 um).
5.1.6. Réalisation des coupes histologiques

Des sections de 2.5 a 5 um ont été effectuées sur les blocs de paraffine préalablement
prépareés, les sections ont été réalisees a 1’aide d’un microtome ; les sections ont subi 3 étapes

sur une lame qui sont : 1’étalement, le collage et le séchage.
5.1.7. Déparaffinage

Le but de cette étape est 1’élimination de la paraffine, les lames préalablement préparées
sont placées sur une plaque chauffante pendant 10 minutes pour assurer la liquéfaction totale

de la paraffine et donc I’¢limination compléte.
5.1.8. Réhydratation

Une phase de Réhydratation est nécessaire pour éliminer les résidus de paraffine, cette
étape est réalisée en immergent les lames dans une série d’alcool a concentration décroissante

(éthanol absolu — 50%) puis dans 1’eau distillée.
5.1.9. Coloration

Les tissus contenus dans les lames préparées subissent une coloration pour mettre en
évidence les principaux éléments cellulaires tel que le noyau, le cytoplasme et les membranes
plasmiques et collagéne ; la coloration est effectuée avec I'Hématéine-Eosine (H.E.) avec

I’€osine qui colore les cytoplasmes en rose et I’hématoxyline qui colore les noyaux en violet.
5.1.10. Montage microscopique et observation

La derniere étape comporte le montage des lames avec les lamelles en verre avec une
substance appropriée pour éviter n’importe quel dégats ou altération dans les tissues ; puis
montage dans un microscope afin d’effectuer une interprétation des altérations potentielles au

niveau histologique.
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Figure 33: Etapes de I'étude histologique.
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5.2. Indice de condition histopathologique (Hi)

Une approche quantitative a été appliquée en calculant I’indice histologique et en
intégrant les altérations observées, comme le proposent Costa et al. (2013) pour les palourdes,
Cuevas et al. (2015) pour les moules et Arrighetti et al. (2022) pour les escargots d'eau douce.
L'indice de condition histopathologique (Hi) a été calculé en fonction du poids des altérations
(Tableau 6) et du score de sévérité, les valeurs de poids sont comprises entre 1 et 3 selon

I’importance de I’alteration et le score entre 0 et 6 selon la sévérité et gravite.
L'indice a été calculé selon la formule de Costa et al. Comme suit :

Hi= 2V Y
X =Mj
(1)

Ou Hi est I'indice d'état histopathologique des glandes digestives, wj le poids de I'altération,
aj le score attribué a l'altération. Glandes digestives, wj le poids de l'altération, aj le score
attribué a l'altération et Mj la valeur maximale attribuable a l'altération. L’altération et Mj la
valeur maximale attribuable a I'altération. L'équation normalise Hi a une valeur comprise entre

0 et 1, permettant ainsi des comparaisons entre tous les groupes.

Tableau 6 : Poids des altérations histologiques pour I’Indice moyen de l'état histopathologique

Tissus altération Poids

lipofuscine 1

Tubules

. : Infiltration hémocytaire 1
digestifs %

Interstitium
Hypertrophie

Atrophie
Nécrose

Fibrose

N N W N N -

Conduit central
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6. Synthése et Caractérisation des Nanoparticules d’Al>Os et de Cr203

6.1. Préparation des nanoparticules de Cr.03

Dans la présente étude, des nanoparticules d'oxyde de chrome ont été synthétisées par la
méthode solvothermique. Pour ce faire, 1 g de nitrate de chrome Cr (NO3)s, 9H20 a été dissous
dans 60 ml d'eau desionisée. De I'nydroxyde de sodium (NaOH) a été ajouté a la solution pour
ajuster le pH a 10 tout en étant agité pendant 45 minutes. La solution a ensuite été placée dans
un autoclave en acier recouvert de téflon et chauffée a 140 °C pendant 24 heures. Le précipité
a été isolé et lavé plusieurs fois avec de I'eau désionisée. Apres séchage du matériau pendant
un jour et calcination dans un four a 500 °C pendant 3 heures, un précipité noir-vert de

nanoparticules d'oxyde de chrome a été obtenu.

6.2. Caractérisation des nanoparticules de Cr203

Différentes méthodes ont été utilisées pour caractériser les échantillons préparés. La
diffraction des rayons X (DRX) a été utilisee pour effectuer la caractérisation structurelle, avec
le diffractométre Siemens D-5000 avec le rayonnement Cu-Ko. (A ¥4 1,5418 A), dans la gamme
20° - 90° 20. La microscopie électronique a balayage (SEM : Thermo Fisher Scientific) a été
utilisée pour apprécier les observations morphologiques. Les spectres d'absorption UV-Vis ont
été mesurés par spectrophotomeétre UV-Vis (Shimadzu UV-2401).

6.3. Préparation les nanoparticules d'Al,O3

Pour préparer les nanoparticules d'Al.Oz, une série d'étapes ont été suivies. Initialement, 0,4
mol d'Al (NO3)-9H.0 a été dissous dans 50 ml d'eau distillée. Ensuite, sous forte agitation, 0,6
mol de NH4OH a été ajouté goutte a goutte jusqu'a ce que le pH atteigne environ 8. Une solution
transparente contenant de I'Al (OH)(s) s'est alors formée. Le mélange a ensuite été soumis a une
centrifugation et lavé jusqu'a ce qu'il atteigne le pH naturel. Le précipité obtenu a été dispersé
dans de l'eau distillée et transféré dans un autoclave en acier inoxydable revétu de téflon.
L'autoclave a été scellé et maintenu a une température de 200°C pendant 16 heures. Ensuite,
l'autoclave a été laissé refroidir naturellement jusqu'a la température ambiante. Pour purifier
I'échantillon, il a été lavé plusieurs fois avec de I'eau distillée et de I'éthanol, puis séché sous

vide a 90 °C pendant 8 heures.
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6.4. Caractérisation des nanoparticules d'Al>Os

Differentes méthodes ont été utilisées pour caractériser les échantillons préparés. La
diffraction des rayons X (DRX) a été utilisée pour effectuer la caractérisation structurelle, avec
le diffractométre Siemens D-5000 avec le rayonnement Cu-Ko. (A % 1,5418 A), dans la gamme
20° - 90° 20. La microscopie €lectronique a balayage (SEM : Thermo Fisher Scientific) a été
utilisée pour apprécier les observations morphologiques. Les spectres d'absorption UV-Vis ont

été mesurés par spectrophotometre UV-Vis (Shimadzu UV-2401).

6.5. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) sur les nanoparticules (potentiel

zéta)

Le potentiel zéta et I'analyse de la taille des particules, en fonction du pH des échantillons
d'Al.O3z, de Cr203 ont été réalisés par la mesure de la mobilité électrophorétique et la diffusion
dynamique de la lumiére (DLS), respectivement, a l'aide d'un Malvern Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Panalytical, Royaume-Uni) équipé d'un titrateur MPT-2 et de cellules capillaires
plissées jetables DTS 1070.

Le pH de la solution a été modifié a I'aide de solutions de NaOH (0,03M) et de HCI (0,03M).
La taille des particules et le potentiel zéta des nanoparticules étudiées ont été obtenus en
calculant la moyenne de 20 mesures. Avant les mesures, les NPs ont été dispersées dans des
solutions aqueuses par ultrasons pendant 1 heure a l'aide d'un homogénéisateur ultrasonique
Pulse 150 (Benchmark Scientific, Sayreville, USA).
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7. Analyse de ’IBR (Integrated Biomarker Response)

L'IBR est une méthode permettant I'intégration de multiples réponses de biomarqueurs et
de tous les facteurs expérimentaux en un seul indice afin de mieux encadrer les principaux
impacts et réactions des biomarqueurs, cette méthode a été utilisée pour évaluer les effets des
NPs sur les biomarqueurs du stress oxydant chez les bivalves avec succes (Beliaeff et Burgeot,
2002 ; Marigomez et al., 2013). Dans cette étude, I'IBR a été appliqué a différents biomarqueurs
et concentrations d'exposition pour chaque période d'exposition afin d'identifier les impacts

potentiels de chaque NP.

L'IBR a été calculé selon les modifications apportées par Sanchez et al. (2013) pour adapter

I'IBR v2 aux biomarqueurs de stress oxydatif comme suit :

Les données des biomarqueurs individuels (Xi) ont été comparées aux références
moyennes des biomarqueurs (X0) pour obtenir (Yi), et une transformation logarithmique a été

appliquée pour réduire les variations.

Yi=log (Xi/ Xo)

La réponse standardisée des biomarqueurs (Zi) est obtenue en estimant la moyenne

globale () et I'écart-type (o) de Yi.

Zi=(Yi-p)o

Un indice d'écart (Ai) est calculé pour établir une ligne de base de 0 comme centre dans
lequel les changements de réponse des biomarqueurs sont représentés, en appliquant les

données moyennes des biomarqueurs de référence (Z0) et (Zi).

Al = (Zi - Z0)

Enfin, les valeurs des parametres Ai pour chaque biomarqueur sont calculées pour

obtenir les valeurs IBR.

IBR =Y [Ai]
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8. Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques des données ont été réalisées a l'aide du logiciel R (R Team,
2023), et une permutation ANOVA a été réalisée pour comparer les groupes, les concentrations
de NPs et la Durée. L'exposition a été comparée en appliquant le test Post hoc de Dunnett pour
les comparaisons multiples de moyennes ; suivi du test de comparaison multiple de Dunn, les
valeurs p étant ajustées avec la méthode de Bonferroni. Le test de comparaison multiple de

Kruskal-Wallis a été utilisé.

Le test de Scheirer-Ray-Hare a été appliqué pour comparer statistiquement les
composeés/effets pour les deux groupes. Le test de Scheirer-Ray-Hare a été appliqué pour
comparer statistiguement les composés/effets pour les deux Nanoparticules. Les statistiques
descriptives sont exprimées sous forme de moyenne et d'écart-type et la signification statistique
a été déterminée a un niveau de signification de p < 0,05 pour toutes les analyses.

Une analyse en composantes principales (ACP) a été realisée pour identifier les modéles
cachés au sein de I'ensemble de données. La signification statistique a été déterminée a un
niveau de signification de p < 0,05 pour toutes les analyses.
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1. Résultats au niveau de la glande digestive de S. haemastoma

1.1. Biomarqueurs du stress oxydatif

La variation des niveaux de GSH dans les glandes digestives des escargots marins exposés
aux NPs de Cr20set d'Al,Oz est représentée dans la Fig. 34 A&B ; les deux NPs ont été capables
d'induire des changements dans les niveaux de GSH, les individus exposés & 2,5 mg/L et 5 mg/L
(22,47 = 6 et 22,2 = 0.7 nmol/mg de proteines) de NPs de Cr.Oz ont montré une diminution
significative (p<0,05) des niveaux de GSH par rapport au contrdle (36,72 £ 5,73 nmol/mg de
protéines) au jour 7, d'autre part les NPs d'Al.Oz ont induit une diminution dose-dépendante des
niveaux de GSH avec une déplétion significative (p<0,05) chez les individus traités avec 5 mg/L
(9,97 £ 1,31 nmol/mg de protéines).

Au jour 14, les escargots exposes aux NPs de Cr.Os présentaient des niveaux accrus de
GSH par rapport a leur controle respectif (14,65 + 4,4 nmol/mg de protéines) avec une induction
significative (p<0,05) de GSH dans tous les groupes ; les individus exposés a I'Al2Os
présentaient egalement des taux plus élevés de GSH avec une augmentation significative (p<
0,05) a 1 mg/L (28,62 + 4,95 nmol/mg de protéines) au jour 14. Selon les résultats et comme
représenté dans la Fig. 34 A&B, des niveaux plus élevés dans tous les groupes traités et une
induction significative du GSH peuvent étre notés a 1 mg/L (p<0,05) et 2,5 mg/L (p<0.05) chez
les individus exposés aux NPs de Cr.0Os apres 28 jours ; de méme, les NPs d'Al>Oz ont généré
des niveaux de GSH plus élevés par rapport au contréle (6,43 + 2,87 nmol/mg de protéines)
avec une induction significative (p<0,05) de GSH a 5 mg/L (35,08 + 5,35 nmol/mg de
protéines). D'autre part, la comparaison entre les trois durées d'exposition (7, 14 et 28 jours) a
montré une différence significative dans les niveaux de GSH pour les deux NPs.

Les variations de l'activité GST dans les glandes digestives des escargots exposés aux NPs
de Cr20s et d'Al.O3 sont présentées dans les Fig. 34 A'&B' ; apres 7 jours, I'exposition a 2,5
mg/L (12,4 £ 0,69 nmol/min/mg de protéines) de NPs de Cr.Os a géneré une augmentation
significative (p<0.05) de l'activité de la GST par rapport au groupe témoin (3,29 + 0,84
nmol/min/mg de protéines), l'activité de la GST a également augmenté de maniére significative
(p<0,05) chez les individus traités avec 5 mg/L de NPs d'Al>O3.
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Figure 34: Valeurs de GSH et de GST dans la glande digestive de S. haemastoma exposée aux NPs de
Cr03 (A, A") et d’Al,05 (B, BY). Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.d. (2R, n=3), .
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Au jour 14 de I'exposition aux NPs de Cr203, une induction dose-dépendante de I'activité
GST a pu étre notée, tous les groupes ont montré des valeurs plus élevées par rapport au groupe
témoin (20,33 + 9,6 nmol/min/mg de protéines) avec une induction significative (p< 0,05) dans
le groupe exposé a 5 mg/L (62,86 + 18,7 nmol/min/mg de protéines). L'activité de la GST s’est
réduite chez les escargots traités avec 1 mg/L et 2,5 mg/L et a augmenté de maniere significative
(p< 0,05) a5 mg/L de NPs d'Al,03 (34 £ 15,2 nmol/min/mg de protéine).

Une augmentation significative de I'activité GST a été observée dans le groupe exposé
a2,5mg/L (44,1 + 16,4 nmol/min/mg de protéine) de NPs de Cr.Ozau jour 28 et les deux autres
groupes ont également montré une activité GST plus élevée ; d'autre part, au cours de la méme
période, une augmentation dose-dépendante de I'activité GST a été observée chez les individus
exposés aux NPs d’Al>Oz avec une induction significative (p< 0,05) dans le groupe traité avec
5 mg/L. Globalement, a toutes les périodes, les deux NPs ont induit des modifications de
I'activité des GST, bien que ce déséquilibre ait été plus dominant chez les individus traités avec
les NPs de Cr20s. La comparaison des durées d'exposition pour les deux NPs a montré une

différence significative entre les trois périodes pour I'activité GST.

La Fig. 35A&B représente les changements de l'activité GPx dans la glande digestive
des escargots marins exposes aux deux NPs sélectionnées dans notre étude. Au jour 7, par
rapport a leur contréle respectif (62 £ 13,54 nmol GSH/mg de protéine), l'activité GPx était
significativement (p< 0,05) réduite dans tous les groupes exposés aux NPs de Cr.Os. L'activité
GPx des individus exposés aux NPs d'Al,Oz a montré une diminution significative (p< 0,05) a
2,5 mg/L d'activité GPx.

Au jour 14, les groupes exposés aux NPs de Cr.Os n'ont pas montré de changements
dans l'activité GPx avec une augmentation significative (p< 0,05) de la GPx a 5 mg/L de NPs
d'Al20s. Apres 28 jours d'exposition, une augmentation significative (p< 0,05) de l'activite GPx
en fonction de la dose a été observée pour les groupes exposés aux NPs d'Al.Og, I'induction la
plus forte étant observée a 5 mg/L (25,9+ 6,79 nmol GSH/mg de protéines). Au jour 28,
I'activité GPx a montré une augmentation significative (p< 0,05) aprés I'exposition a 2,5 mg/L
(34,9 £ 14,2 nmol GSH/mg de protéines) de Cr.Oz par rapport au controle respectif (5,98 + 1,99
nmol GSH/mg de protéines). En outre, une différence significative a été établie en comparant

I'activité GPx pour les deux nanoparticules sélectionnées.
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Figure 35: Valeurs du GPx et MDA dans la glande digestive de S. haemastoma exposée aux NPs de
Cr,03 (A, A") et d'AlLOs (B, B'). Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.d. (2R, n= 3).
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Les variations de I'activité enzymatique de la CAT dans les glandes digestives de S.
haemastoma aux deux NPs sont illustrées dans la Fig. 36 A&B ; globalement, le déséquilibre
enzymatique le plus important a été remarqué au jour 7 de I'exposition pour les deux NPs par
rapport au jour 14 et au jour 28. L'activité CAT a été significativement (p< 0,05) réduite dans
tous les groupes traités par rapport au contréle (84,30 + 8,45 umol/min/mg de protéine), avec
une diminution significative dans tous les groupes exposés aux NPs de Cr203, plus importante
a5 mg/L (7.22 £ 0,99 pmol/min/mg de protéine) et de méme pour les individus exposés a Al,O3
avec l'inhibition la plus importante (p< 0,05) a 1 et 2,5 mg/L (19,52 + 11,66 et 19,80 * 7,47
pmol/min/mg de protéine). D'autre part, I'activité CAT a montré des valeurs plus élevées a 1
mg/L et 2,5 mg/L (p< 0,05) de NPs de Cr.Oz et une augmentation significative (p< 0,05) a 5

mg/L d'Al>Os par rapport au contrdle respectif aprés 14 jours

Apres 28 jours, une augmentation significative (p< 0,05) de la CAT a5 mg/L de NPs
d'Al20z a été notée et a montré une réduction mineure a 2,5 mg/L chez les individus traités avec
les NPs de Cr20s. Une variation significative a été notée dans la comparaison des durées

d'exposition pour les deux NP.

La variation de l'activité de la SOD est représentée dans la Fig. 36A'&B' selon les
résultats, aucun changement significatif majeur n'a été remarqué dans la variation de I'activité
enzymatique de la SOD entre les trois paramétres d'exposition choisis dans cette étude a la fois
pour le Cr20z et I'Al20s. Une diminution significative (p< 0,05) de l'activité de la SOD a été
observée chez les individus ayant recu 1 mg/L (0,28 + 0,09 (U) sod/mg de protéines) de NPs
d'Al>O3z, aucun changement marqué de I'activité de la SOD n'ayant été observé dans les groupes
exposés aux NPs de Cr,Ozau 7°™ jour. Aprés 14 jours de traitement, 1 mg/L et 2,5 mg/L (0,39
+ 0,08 (U) sod/mg de protéines) de NPs de Cr.Os et 1 mg/L (0,49 + 0,06 (U) sod/mg de
protéines) de NPs d'Al>Oz ont induit une activité enzymatique plus élevée dans les glandes
digestives par rapport au contréle respectif (0.32 + 0,05 (U) sod/mg de protéines) ; au 28
jour, une augmentation significative (p< 0,05) a 5 mg/L d'Al2Oz dans I’activité de la SOD a été
observée. Les deux NPs n'ont pas eu d'impact majeur sur l'activité de la SOD dans la glande

digestive des escargots marins.
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Figure 36: Valeurs de la CAT et la SOD dans la glande digestive de S. haemastoma
exposée aux NPs de Cr,03 (A, A") et d'Al,Os (B, B'). Les valeurs sont exprimées en
moyenne + S.d. (2R, n=23).

1.2.  Biomarqueurs de la peroxydation lipidique (LPO)

Les résultats ont indiqué une différence significative (p< 0,05) lors de la comparaison
de la variation des niveaux de Malondialdéhyde (MDA) entre les trois périodes d'exposition (7,
14 et 28 jours). Les niveaux de MDA ont montré une variation significative dans la comparaison
entre Cr20z et Al.O3 conjointement et les points finaux de la période d'exposition. D'autre part,
les taux de MDA ont révélé un caractéere évolutif dépendant du temps dans les trois durées
d'exposition, exprimé par les changements significatifs des concentrations de MDA aux jours
7, 14 et 28 observés dans les glandes digestives des escargots exposés a la gamme de
concentrations de Cr20s (Fig. 35A"). En revanche, aucun changement significatif majeur des
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taux de MDA n’a pu étre constaté entre les périodes d'exposition dans les glandes digestives
des escargots exposés a I'Al,O3 (Fig. 35B").

Apres 7 jours d'exposition, aucun changement notable dans les taux de MDA n'a été
observé pour tous les groupes traités avec des NPs d'Al>Os par rapport au groupe témoin ; les
taux de MDA étaient plus faibles dans les groupes ayant recu 1 mg/L et 2,5 mg de Cr20s. Au
jour 14, les taux de MDA étaient plus élevés (p< 0,05) dans le groupe traité avec 5 mg/L de
NPs de Cr.03; les mémes résultats ont presque été observeés chez les individus exposés aux NPs
d'Al20s. Une augmentation significative (p< 0,05) des niveaux de MDA a été remarquée chez
les individus exposés a 2,5 mg/L et 5 mg/L (0,43 £ 0,1 et 0,38 + 0,09 nmol/mg de protéines) de
Cr,0zet a 5 mg/L (0,85 £ 0.34 nmol/mg de protéines) d'Al.Oz aprés 28 jours d'exposition par
rapport au contrdle (0,17 £ 0,05 nmol/mg de protéines) ; de la méme maniére, tous les autres
groupes ont montré des taux de MDA plus élevés que le groupe contrdle pour les deux NPs
exposées. D'apres les résultats, la formation de MDA a été induite par le Cr.Oz et I'Al2Oz apreés

28 jours d'exposition.

1.3. Biomarqueur de la neurotoxicité

Les différences dans l'activité enzymatique de 1’Acétylcholinestérase (AChE) dans les
glandes digestives de S. haemastoma exposées aux NPs de Cr20z et d'Al.Oz sont illustrées dans
les Fig. 37 A&B. Par rapport au témoin (0,11 + 0,04 nmol/min/mg de protéine), les
nanoparticules de Cr-0s ont significativement inhibé 'activité de 1'acétylcholinestérase (AChE)
a toutes les concentrations testées : 1 mg/L (0,04 £ 0,01), 2,5 mg/L (0,03 + 0,02) et 5 mg/L
(0,05 + 0,03 nmol/min/mg de protéine), avec des différences statistiquement significatives
observées apres 7 jours d’exposition (p < 0,05). Une inhibition de I’activité de ’AChE a été

notée chez les individus exposés a 1 mg/L de NP d’Al.Os.

Le 14e jour, bien qu'aucune modification significative de I'AChE n'ait été observée chez
les individus traités avec les NPs de Cr,0s3, une activité enzymatique plus élevée a été notée
dans tous les groupes par rapport au contrdle ; une induction significative (p< 0,05) de l'activité
de I'AChE a été observée chez les individus traités avec 2,5 mg/L a la méme période

d'exposition dans le groupe exposé aux NPs d’Al20s,
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Apres 28 jours, 1 mg/L (0,089 + 0,02 nmol/min/mg de protéine) de NPs de Cr.0z3 a
induit une augmentation significative (p< 0,05) de I'activité AChE, I'exposition a 2,5 mg/L et 5
mg/L (0,07 £ 0,01 nmol/min/mg de protéine) de NPs d'Al>Oz a induit une augmentation

significative de I'activité AChE dans la glande digestive.

La comparaison des durées d'exposition a montré des différences significatives dans
I'activité de I'AChE et des variations différentes entre les points de fin de période (p< 0,05) pour

les individus exposés aux NPs d'Al.Oz.

1.4.  Métallothionéine (MT)

Les variations des taux de MT dans le temps et pour chaque concentration de
nanoparticules par rapport aux groupes de contréle respectifs est représenté dans la Fig. 37
A’&B’. Aujour 7, une diminution significatie (p< 0,05) en MT a été observée chez les individus
exposés a 1 mg/L (94,1 + 18,4 nmol/g de tissu) et a 5 mg/L (104 + 14,7 nmol/g de tissu) de NPs
de Cr20s. Les individus traités avec des NPs d'Al>Os ont également montré une induction
significative (p< 0,05) des niveaux de MT a 2,5 mg/L (392 + 84 nmol/g de tissu) par rapport au
groupe témoin (187 + 24 nmol/g de tissu).

Au jour 14, les niveaux de MT étaient significativement (p< 0,05) augmentés dans les
glandes digestives des escargots exposés a 5 mg/L (395 + 94 nmol/g de tissu) de NPs d'Al>O3
et la concentration de 1 mg/L a également entrainé des taux de MT plus élevés par rapport au
contréle ; d'autre part, les groupes exposés a 1 mg/L (19,9 £ 13 nmol/g de tissu) de NPs de
Cr203 ont montré une diminution significative (p< 0,05) du taux de MT par rapport a leur
contrdle respectif (146 + 81,2 nmol/g de tissu). Apres 7 jours puis 14 jours de traitement, il est
important de noter que les taux de MT étaient sensibles méme a 1 mg/L pour les deux NPs et

qu'ils ont été modifiés dans toutes les gammes de concentration.

Au jour 28, une augmentation significative (p< 0,05) des taux de MT a été observée
dans les glandes digestives des individus traités avec les NPs de Cr.Oza 2,5 mg/L et 5 mg/L ;
les taux de MT ont également été élevés (p< 0.05) chez les individus exposés a 1 mg/L et 5
mg/L de NPs d'Al203, la MT a montré une différence significative entre les durées d'exposition

aux NPs de Cr203, une variation significative des niveaux de MT entre les trois gammes de
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Figure 37: Valeurs de MT et AchE dans la glande digestive de S. haemastoma exposée aux NPs de
Cr,0s3 (A, A et d'Al,Os (B, B"). Les valeurs sont exprimées en moyenne * S.d. (2R, n= 3).
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1.5.  Etude histologique
1.5.1. Observation des altérations histologiques

La figure 38 illustre les structures histologiques des tissus des glandes digestives des
escargots marins inclus dans notre étude avec tous les groupes, c'est-a-dire les individus exposés

aux deux NPs et le groupe témoin apres 28 jours.

Les échantillons de tissus de la glande digestive du groupe témoin ont montré une
structure normale avec des caractéristiques histologiques régulieres ; en outre, pour les
individus non exposés, la glande digestive de S. haemastoma révéle brievement des glandes
internes réguliéres et un canal central non endommageé.

Globalement, I'exposition aux NPs de Cr.Oz et d'Al203 a pu induire des altérations
histologiques de différents degrés de gravité dans la glande digestive de S. haemastoma.

L'exposition a 1 mg/L de NPs de Cr.O3z a induit une détérioration du réseau interstitiel
avec une nécrose liquéfactive. Une nécrose a été observée dans la glande digestive des escargots
exposés a 2,5 mg/L de NPs de Cr,Os avec un mélange notable de débris nécrotiques et
hémolysés ; la glande digestive des escargots traités a 5 mg/L de NPs de Cr.O3 a montré
également un autre type de nécrose glandulaire, accompagnée de la préservation de
I'interstitium.

Une nécrose cellulaire liquéfactive avec un interstitium endommagé a été observée dans
I'échantillon histologique des individus exposés & 1 mg/L de NPs d'Al2Os3 ; les lames
histologiques des individus exposés a 2,5 mg/L et 5 mg/L présentaient des altérations
comparables, a savoir une nécrose partiellement glandulaire de la glande digestive interne avec
la préservation du réseau interstitiel. La comparaison entre les séveérités des impacts
histologiques induits par les deux expositions indique que les NPs de Cr.Oz induit des

altérations tissulaires plus séveres et plus apparentes.
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Figure 38

Altérations histologiques observées dans les glandes digestives de S. haemastoma aprés 28 jours d

‘exposition aux NPs de Cr,03 (C1
C2 et C3 Cr) et d’Al,O3(C1, C2 et C3 Al), CT : groupe témoin avec structure normale (DG), coloration H&E X100, X40 faible, Effets montreés :
GN : nécrose, destruction du tissu interstitiel et GA : altérations glandulaires.
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1.5.2. Indice d'etat histopathologique (Hi)

L'indice histologique (Hi) des glandes digestives exposées aux deux NPs et au groupe
témoin est représenté dans le tableau 7 et la figure 39. Dans I'ensemble, tous les groupes
exposés ont présenté un indice histologique plus élevé que le groupe témoin, les valeurs de
I'indice histologique des glandes digestives exposées aux NPs de Cr20s et d'Al.Oz ont montré
une différence significative (p < 0,05) par rapport au groupe témoin, avec une augmentation
des valeurs de l'indice histologique en fonction de la dose observée.

Les valeurs Hi les plus élevées ont été observées chez les individus exposés a 5 mg/L
de NPs de Cr20s3, I'exposition a 2,5 et 5 mg/L a montré des valeurs Hi significativement (p <
0,05) plus elevées que celles du contréle. Une différence significative (p < 0,05) a également
été observée dans les groupes traités avec 2,5 et 5 mg/L de NPs d'Al,O3 par rapport au groupe

témoin, les valeurs Hi les plus élevées étant observées a 5 mg/L.

D'autre part, les valeurs Hi des groupes exposés a 2,5 et 5 mg/L de NPs de Cr,03 étaient
plus élevées que celles de tous les autres groupes, y compris ceux exposés aux NPs d'Al.Oz, les
valeurs Hi les plus élevées chez les escargots traités avec les NPs d'AlOs n'étant supérieures

qu'a celles des escargots exposés a 1 mg/L de NPs de Cr,0s.

NP.Concentrations |—| control 1mg.L-1 E 25mg.L-1 B 5mg.L-1
* %
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b T
c 1
t:t! 0.501
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0.001
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Figure 39. Médianes moyennes de I'indice d'état histopathologique (Hi) du groupe témoin et des
glandes digestives des individus exposés aux deux NPs.
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Tableau 7 : Indices moyens de I'état histopathologique des glandes digestives (x) pour
chaque groupe : Contrdle, Cr : exposé aux NPs de Cr20s et Al : exposé aux NPs d’Al,Oz et
poids d'altération respectifs (wj)

Groupe (Hi)
Tissus Modificationou Poids Contréle Clc¢ C2cr C3cr Clal C2 Al C3 Al
altération
lipofuscine 1 0.19 0.67" 0.83" 0.89" 0.54 0.61" 0.72"
Tubules Infiltrati 1
digestifs nfiltration * * * * * * *
hémocytaire 0.05 0.17 0.17 0.12 0.21 0.10 0.11
Interstitium 1
Hypertrophie 2
Atrophie 2
Nécrose 3
Fibrose 2
Conduit central 2

1.6.  Analyse en composantes principales (ACP)

L'ACP des glandes digestives exposées aux NPs de Cr.Oz (Fig. 40AA") montre
clairement que les deux premiers axes factoriels ont restitué pres de 44,09% de la variation
totale dans la glande digestive. L'axe 1 (PC1) explique 24,51% de la variation totale, il est
négativement corrélé avec les variables CAT (r = - 0,76), GPx (r = - 0,65), GSH (r = - 0,64),
SOD (r=-0,52) et AChE (r = - 0,51) qui ont fortement contribué a la construction de cet axe.
De plus, la variable la plus représentative sur cet axe est la CAT avec cos? = 0,57. Par ailleurs,
I'axe 2 (PC2) explique 19,59% de la variation totale, il est essentiellement construit par la
corrélation positive de la variable GSH (r = 0,55) et les corrélations négatives des variables MT
(r=-0,86) et CAT (r = - 0,56) qui ont contribué a sa construction. Le paramétre MT est la

variable la plus représentative sur le 2°™ axe avec cos? = 0,74.

Les résultats de I'ACP des individus exposés aux NPs d'Al,O3 (Fig. 40BB') ont révélé
que les deux premiéres composantes principales restituaient pres de 44,93% de I'information.
L'axe 1 (PC1) explique 23,94% de la variation totale, il est négativement corrélé avec les
variables MDA (r = - 0,83), GST (r = - 0,69), SOD (r = - 0,58) et GSH (r = - 0,44) qui ont
fortement contribué a la construction de cet axe.
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De plus, la variable la plus représentative de cet axe est la MDA avec cos? = 0,69. En
outre, I'axe 2 (PC2) explique 20,99% de la variation totale, il a été principalement construit par
la corrélation positive de la variable MT (r = 0,55) et les corrélations négatives des variables
AChE (r = - 0,75), GPx (r = - 0,57) et CAT (r = - 0,51) qui ont fortement contribué a sa
construction. Le paramétre AChE est la variable la plus représentative sur le 2°™ axe avec cos?
=0,57.

- 1mg.L-1 *
control ) 5mg.L-1

GST

[Meth

Figure 40. Biplot de I'analyse en composantes principales dans la glande digestive des escargots exposés aux
NPs de Cr.0s (A, A') et d’Al,05(B, B'") avec toutes les variables mesurées intégrées (GSH, GPx, GST, CAT,
SOD, MDA, MT et AChE) dans toutes les durées et concentrations.
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2. Au niveau des branchies de S. haemastoma

2.1. Biomarqueurs enzymatiques et non enzymatiques

Les taux de variation en pourcentage de l'activité des biomarqueurs dans les branchies
des escargots ont été calculés pour quantifier les changements relatifs entre le groupe témoin et
le groupe exposé pour chaque duree, les resultats de I'approche multi-biomarqueurs seront

présentes par période d'exposition.

Les tendances des variations des biomarqueurs étudiés pour les groupes témoins et les
groupes exposés (NPs de Cr203 ou d’Al203) sont représentées dans la Fig 49. Dans les branchies
de S. haemastoma, les niveaux et les activités de GSH, CAT, AChE, MT et MDA ont montré
une différence significative (p < 0,05) entre les périodes d'exposition (7, 14 et 28 jours). Les
activittss GST et SOD ont montré des différences significatives (p < 0,05) entre les

concentrations et les groupes de contréle pour les deux NPs.

2.1.1. Apres 7 jours d’exposition

Les modifications des activités GSH, GST, GPx et CAT dans les branchies des escargots
sont représentées dans les Fig. 41 et Fig. 42 pour les deux NPs. Aprés 7 jours, I'exposition a 1
mg/L (p< 0,05) et 2,5 mg/L de NPs d'Al>O3 a entrainé une augmentation de 55,9 % et 42,6 %
du GSH, tandis que 1 mg/L de NPs de Cr.Oz a entrainé une diminution de 34,08 % du GSH.
La GST a montré une augmentation de 145 % et 290 % (p< 0,05) dans les groupes exposés a 1
mg/L et 5 mg/L d'Al>Os et d'environ 133,01 % dans le groupe exposé a 5 mg/L de NPs de
Cr20s. L'activité GPx a eu tendance a augmenter dans les branchies de tous les groupes exposés,
allant de 105 a 170 % pour les NPs d'Al>Os et de 117 a 385 % pour les groupes traités aux NPs
de Cr20:s.

L'activité CAT a été réduite de 70,9 % apres I'exposition a 1 mg/L de NPs de Cr20s,
tandis que les groupes exposés a 2,5 mg/L et 5 mg/L de NPs d'Al,Oz ont montré une activité
CAT plus élevée (p< 0,05), allant de 37,4 % a 65,4 %. Les variations de la SOD, de la MDA,
de la MT et de I'AChE dans les branchies des escargots pour les deux NPs sont représentées
dans les Fig. 43 et Fig. 44.
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Figure 41: Les taux de GSH et GST dans les branchies de S. haemastoma traitées avec les NPs de
Cr,0s3 (A, A") et d’A05 (B, B'). Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.d. (2R, n=3).

Une diminution significative (p< 0,05) allant de 50 % a 66 % de l'activité SOD a été
observée dans tous les groupes traités avec les NPs d’Al>Os, avec une réduction similaire (p<

0,05) de 71 % dans le groupe exposeé a 2,5 mg/L de NPs de Cr20a.

Les taux d’MDA dans tous les groupes exposés ont montres des niveaux plus élevés
allant de 156 % a 300 % pour les NPs d’Al2Os et une réduction significative (p< 0,05) des taux
de MT a été observée dans les branchies de tous les groupes exposés aux NPs de Cr20s allant
de 45 % a 49 %. L'exposition a 2,5 et 5 mg/L de NPs d'Al;Oz a induit des taux de MT
significativement plus faibles (p< 0,05), allant de 44 % a 109 %. L'activité AChE dans les
branchies de S. haemastoma a diminué de maniere significative (p< 0,05) de 263,28 % a la suite
d'une exposition a 2,5 mg/L de NPs de Cr.0s3, tandis qu'une augmentation significative de 215
% et une diminution de 75 % a 2,5 mg/L et 1 mg/L ont été observées, respectivement, pour les

NPs d'Al2Os.
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2.1.2. Apres 14 jours d’exposition

Apres 14 jours, les niveaux de GSH ont augmenté de maniere significative (p< 0,05) de
65 % a 1 mg/L et 2,5 mg/L de NPs d'Al>Os tandis que I'épuisement du GSH a été observé dans
tous les groupes exposés aux NPs de Cr20sz avec une diminution significative (p< 0,05) de 46
% observée a 2,5 mg/L. L'activite GST a montré des concentrations significativement réduites
dans tous les groupes, allant de 33 % a 74 % pour les NPs d’Al;,Os et de 6 % a 45 % pour les
NPs de Cr20s. L'activité GPx a diminué de 24 % (1 mg/L) (p< 0,05) et de 35 % (5 mg/L) en

raison de I'exposition aux NPs de Cr20a.

D'autre part, l'activité GPx a augmenté de 15,5 % (2,5 mg/L) et de 24 % (5 mg/L) dans
les branchies exposées aux NPs d’Al.Oz. L'activité CAT a augmenté de 125 % a 1 mg/L et une
diminution significative (p< 0,05) de 64 % a 5 mg/L a été notée dans les groupes exposes aux

NPs de Cr.Oz avec des diminutions allant de 46 % a 56 % a 2,5 mg/L et 5 mg/L de NPs d'Al20z.

Apres 14 jours, la SOD a été fortement affectée par les NPs d'Al.Oz (p< 0,05), avec une
diminution significative allant de 45 % a 55 % dans tous les groupes traités. De la méme
maniere, les niveaux de MDA étaient significativement (p< 0,05) plus élevés (95 %) a 5 mg/L

de NPs d'Al,Os.
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Figure 42: Les taux de GPx et CAT dans les branchies de S. haemastoma traitées avec les NPs de
Cr,0s3 (A, A" et d’AL,05 (B, B'). Les valeurs sont exprimées en moyenne = S.d. (2R, n=3).

111




Résultats et interprétation
S P S 2 —_S

A . B NP.concentrations Control 1mg.L-1 2.5mg.L-1 5mg.L-1
‘—‘ NP.concentrations E Control mg.L-1 E 25mg.L-1 B Smg.L-1 —| = = =
&
15
g <
E' g 1.0
5 5 1
£ 1.0 2
3 3 *
8 8
: % s T * X
o = *
3 05 * * § 05 %
0
0
0}
0.0
Tdays 14days 28days oe . .
N 7d 14d 28d
Duration.exposure e Duration exposure s
N B’ ‘
. NP.concentrations Control 1mg.L-1 2.5mg.L-1 5mg.L-1
‘7| NP.concentrations EI Control 1mg.L-1 EI 25mg L1 E 5mg.L-1 ‘ ‘ = = =
. * i
c 49
9
0 c
824
0 .2-3’ N
o) =]
£ £ *
° £,
& 14
£ * 3
<€
8] 1 . % *
: K
0- Eﬁ E D - El E|
: : : o EaRNEa =
Tdays 14days 28days . . .
DUTatiOn.eXpDSUrE e Durati;:d:i::osure seeae

Figure 43: Les taux de SOD et MDA dans les branchies de S. haemastoma traitées avec les NPs de
Cr,03 (A, A") et d’A05 (B, B'). Les valeurs sont exprimées en moyenne = S.d. (2R, n=3).

L'exposition a 1 mg/L et 2,5 mg/L de NPs de Cr.Os a entrainé une diminution
significative (p< 0,05) des taux de MT (76 % et 83 %, respectivement), tandis que 1 mg/L de
NPs d'Al>O3z a induit une réduction (183 %) des taux de MT. Une inhibition significative (60 %
a 81 %) de l'activité de I'AChE a été observée dans tous les groupes traités aux NPs de Cr203,
et de la méme maniere, tous les groupes exposés aux NPs d'Al.Oz ont présenté une activité

enzymatique réduite (36 % a 63 %).
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2.1.3. Apres 28 jours d’exposition

A la fin de la durée d'exposition (28 jours), les deux NPs ont augmenté les niveaux de
GSH dans tous les groupes, avec une induction significative (p< 0,05) a 5 mg/L de NPs de
Cr203(239 %) et de NPs d'Al203 (268 %). 1l y a eu une induction prononcée de l'activité GST
dans tous les groupes traités, avec une augmentation significative (p< 0,05) a 5 mg/L de NPs
d'Al203 (351 %).

De méme, tous les groupes pour les deux NPs ont montré une augmentation de I'activité
GPx avec une variation significative (p< 0,05) a 2,5 mg/L de NPs de Cr,03 (382 %) et une
augmentation a 5 mg/L de NPs d'Al>Os (272 %). De méme, I'activité CAT a augmenté pour
tous les groupes au jour 28, avec une induction significative (p< 0,05) a 1 mg/L de NPs de
Cr203 (65 %) et 5 mg/L de NPs d'Al>O3 (132 %). En revanche, l'activité de la SOD a été réduite
dans tous les groupes exposés pour les deux NPs, avec une inhibition significative observee a
5 mg/L de NPs de Cr203 (73 %).

Les niveaux de MDA dans les branchies des escargots ont été fortement affectés par les
NPs d'Al20s3, avec des taux d'augmentation allant de 214 % a 41 %. De méme, I'exposition au
NPs de Cr,03 a entrainé une augmentation (p< 0,05) des niveaux de MDA a 2,5 mg/L (81 %)
et a5 mg/L (227 %). Une diminution significative (p< 0,05) des taux de MT a été observée a 1
mg/L de NPs de Cr203 (53 %) et une induction significative (p< 0,05) a 1 mg/L de NPs d'Al>Os.
L'activité AChE a été induite par les deux NP, avec une augmentation dose-dépendante allant
de 5 % a 46 % due a I'exposition aux NPs de Cr203. Une augmentation allant de 152 % a 203

% a également été observée apres I'exposition aux NPs d'Al2Oa.

Une augmentation significative (p< 0,05) entre les points de durée d'exposition a été
observée pour le GSH, la CAT, le MDA, la MT et I'AChE dans les branchies des escargots
traités aux NPs de Cr20s, et pour le GSH, la GST, la CAT et le MDA chez les individus exposés
aux NPs d'Al20:s.
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Figure 44: Les taux de MT et AChE dans les branchies de S. haemastoma traitées avec les NPs de
Cr05 (A, A") et d’4,05 (B, B"). Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.d. (2R, n= 3).

2.2. Analyse IBR

L'application de I'approche multi-biomarqueurs est un défi pour les aspects comparatifs

entre les biomarqueurs ou méme les effets des polluants. Au cours de cette étude, IBR v2 a été

utilisé pour analyser divers biomarqueurs et présenter leurs réponses sous forme de résumeés

graphiques avec des valeurs numériques normalisées, permettant une meilleure identification

des impacts (Liu et al., 2017 ; Li et al., 2021).

Les valeurs positives de I'IBR indiquent une induction du biomarqueur, tandis que les

valeurs négatives correspondent a une inhibition, conformément a la recommandation de la

conception de I'IBR v2 qui signifie version 2 ou version améliorée de celui de base (Sanchez et

al., 2013).
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Les valeurs de I'IBR ont été tracées et organisées en deux catégories : 1- biomarqueurs
enzymatiques, et 2- biomarqueurs non enzymatiques, permettant une meilleure compréhension

des résultats et une identification spécifique.

Les résultats de I'IBR v2 sont représentés sur la Fig. 45 pour les individus exposés aux
NPs de Cr20s et sur la Fig. 46 pour les individus exposés aux NPs d'Al,Os. L'évolution globale
de I'IBR v2 en fonction des périodes d'exposition et des concentrations pour chaque NP et pour
les deux est représentée dans la Fig. 47 et pourrait servir d'outil de synthese pour identifier la
tendance de la sensibilité des biomarqueurs potentiels et donc le comportement et la réponse

des biomarqueurs a I'exposition aux deux NPs.

2.2.1 Apres7 jours

Apres 7 jours d'exposition aux NPs de Cr.03 & 1 mg/L, les valeurs IBR ont montré des
réponses négatives (Comportement d’inhibition) pour la SOD, la CAT, la MT, et des réponses
positives (Comportement d’induction) pour la MDA. A 2,5 mg/L, la CAT et la SOD ont eu un
impact plus négatif, de méme que la MT. A 5 mg/L, les valeurs IBR ont mis en évidence des
réponses négatives pour I'AChE, la MT, et des réponses positives, pour la GST et la MDA. Les
valeurs IBR montrent A 7 jours, les NPs d’AlOs ont induit fortement la GPx, le MDA et le
GSH, signalant un stress oxydatif installé. La SOD et la CAT sont sévérement inhibées,
traduisant une atteinte des premieres lignes de défense enzymatique.

2.2.2. Apres 14 jours

Au jour 14, les niveaux d'IBR a 1 mg/L (NPs de Cr203) montrent que la CAT est plutdt
induite, contrairment a la réponse négative de I'AChE, la MT, la GST, et le MDA. La SOD et
la GPx étaient les biomarqueurs les plus affectés a 5 mg/L.

D'autre part, chez les individus exposés a 1 mg/L de NPs d'Al>Os, les valeurs IBR reflétaient
l'inhibition de la SOD et l'induction du GSH. A 2,5 mg/L, la GST et la SOD étaient
principalement inhibées et le GSH eétait induit. L'indice IBR représentait une réponse positive
de la MT, de la MDA et une réponse négative de I'AChE a 5 mg/L de NPs d'Al,Os. Dans
I'ensemble, lorsque I'on établit les valeurs moyennes de l'indice IBR par concentration de NP,

la tendance était principalement dose-dépendante a toutes les périodes.
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2.2.3. Apres 28 jours

Apres 28 jours, I''BR a montré la coaction de tous les biomarqueurs dans une tendance dose-
dépendante, montrant des réponses élevées pour tous les biomarqueurs pour les deux NP.
L'induction de CAT < GST< GPx< AChE< MDA avec l'inhibition de la SOD représentait la
réponse principale pour les deux NPs avec les valeurs IBR les plus élevées observées pour les
NPs d’Al>Oz.
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Figure 45: Représentation des résultats de I'IBR v2 des activités GST, GPx, CAT, SOD et AChE
(biomarqueurs enzymatiques) et du contenu en GSH, MT, MDA (biomarqueurs non enzymatiques)
dans les branchies de S. haemastoma traitées avec les NPs de Cr,Os. Pour 7, 14 et 28 jours
d'exposition.

116



Résultats et interprétation
S e P S 2P 97

AChE

AChE

N AChE

® Control ® Control
8 ot Samela o Zomotet
® 25mg.L-1 ° 5-rng.L;1 ® 5mg.L-1
. - ® 5mg.L-1 CAT sop CAT sob
® Control ® Control ® Control
MDA MT ® 1mg.L-1 MDA mMT @ 1mg.L-1 MDA MT @ 1mg.L-1
® 25mg.L-* ® 2.5mg.L- ® 25mg.L-1
® 5mg.L-1 ® 5mg.L-1 ® 5mg.L-1
( 7 Days (14 Days | (28 Days |
Figure 46: Représentation des résultats de I'IBR v2 des activités GST, GPx, CAT, SOD et AChE
(biomarqueurs enzymatiques) et du contenu en GSH, MT, MDA (biomarqueurs non enzymatiques)
dans les branchies de S. haemastoma traitées avec les NPs d’Al,Os. Pour 7, 14 et 28 jours
d'exposition.
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Figure 47: Evolution des valeurs IBR v2 en fonction des périodes d'exposition (7, 14 et 28 jours) et
des concentrations de NPs de Cr,0s et d'Al,O3 (contréle, 1, 2,5 et 5 mg/L) dans les branchies de
Stramonita haemastoma.
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3. Analyse histologique

L'anatomie du systéme respiratoire des Muricidae comme S. haemastoma est considérée
comme tres développée. Cependant, les informations disponibles dans la littérature sont
limitées. D'aprés nos observations et la littérature (Beesley et al., 1998), les branchies de S.
haemastoma sont principalement composées d'un cténidium gauche comme organe respiratoire
primaire suspendu par des membranes a la cavité du manteau et d'un organe sensible appelé

ospharidium qui joue principalement un réle de godteur d'eau.

Les branchies sont composées principalement de feuillets (filaments) contenant des
vaisseaux sanguins courants. Les clichés histologiques présentés a la figure 48 ont révélé que
les branchies des poissons témoins présentaient une structure réguliére, une organisation

normale des filaments et une cavité centrale (figure 48. A, B).

Cependant, apres 28 jours d'exposition a 1 mg/L de NPs de Cr.0az. Il y avait une pluri-
stratification des cellules de gobelet dans les extrémités des filaments des branchies.
L'exposition a 1 mg/L de NPs d'Al>Os et a 2,5 mg/L des deux NPs a entrainé un épaississement
focal de I'épithélium et des filaments des branchies, avec une perte progressive de l'organisation
de la structure (Fig 48. G, H, ). La fusion des lamelles a également été observée (Fig 48. F, I).

D'autre part, I'exposition & 5 mg/L de NPs de Cr203 a entrainé une forte prolifération des
cellules a gobelet dans I'ensemble des lames et des filaments branchiaux, ainsi qu'une régression
partielle des filaments et des signes d'inflammation (Fig. 48. D, E). L'exposition a 5 mg/L de
NPs d'Al>Oz a induit un épaississement focal de I'épithélium du cténidium et des filaments (Fig,
48. H, F). A toutes les concentrations d'exposition aux NP, on a observé une hypertrophie
partielle de la cavité centrale du cténidium et/ou de l'ospharidium, accompagnée d'une

augmentation des cellules a mucus par rapport au témoin.
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Figure 48: Altérations histologiques observées dans les branchies de S. haemastoma aprés 28 jours dexposition aux NPs de Cr,03 et
d'Al,0s. AB : Filaments de branchies témoins, C : Ospharidium témoin, D (exposition au Cr,03), E (exposition a I'Al,Os3) : Prolifération
des cellules a gobelets, F (exposition Cr203), H (les deux NP), I (exposition Al.Os) : hypertrophie de la cavité centrale, fusion des
lamelles G (exposition Al,Os) : épaississement des filaments (observé dans I'exposition des deux NP), | (exposition Cr,QOs) : altération des
filaments . Coloration H&E X100, X200, X400 a faible puissance.
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Figure 49: La variation de tendance des biomarqueurs (GSH, GST, GPx, CAT, SOD, MDA, AChE, et MT dans les branchies de Stramonita haemastoma

exposées aux NP d'Al,Os et de Cr,03 en fonction des durées d'exposition (* p < 0,05).
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Discussion

La caractérisation des NPs étudiées est une premiere étape cruciale pour une bonne
connaissance des NPs étudiées (Medici et al., 2021). Dans la présente étude, la caractérisation
des NPs Cr.0z et Al2O3 a fourni des données tres précieuses sur leur taille, leur charge de
surface et leur structure cristallographique. Le potentiel zéta est un paramétre important pour
détecter la stabilité des NPs dans le milieu (Garces et al., 2021). D'apres le potentiel zéta, les
deux NPs sont stables a un pH plus éleve, ce qui signifie qu'elles ne peuvent pas former

d'agglomérations de taille extrémement elevée.

Ils ont également montré un potentiel zéta chargé négativement, ce qui suggere leur
stabilité relative dans I'eau de mer naturelle (Mezni et al., 2018). Outre le potentiel zéta et la

force ionique, nous devrions discuter de I'impact des particules en suspension

. Pour notre étude, nous avons préféré utiliser de I'eau de mer naturelle plutét que de
I'eau de mer artificielle (ASW) pour imiter autant que possible les conditions de vie naturelles
des escargots, ce qui inclut que les particules en suspension sont également un facteur qui joue
un role central dans la stabilité des NPs, ils interagissent avec les NPs et augmentent leur taille
d'agglomération, formant Bio-corona ou Eco-corona, ce qui pourrait augmenter la toxicité, la
mobilité, et I'absorption des NPs par les organismes (Canesi et al., 2017 ; Arvidsson et al., 2020
; Abramenko et al., 2021).

Le GSH est une molécule tripeptidique appartenant aux antioxydants non enzymatiques,
il joue un réle crucial dans le maintien de la stabilité du systeme redox, y compris le piégeage
direct ou indirect des EROs toxiques comme I'anion superoxyde (O2--) et les peroxydes (H205),
la séquestration des ions métalliques en formant un complexe direct avec les xénobiotiques et
la régénération des autres antioxydants ; cela implique que le GSH joue un r6le clé dans la
détoxification des NPs (Valko et al., 2007 ; Forman et al., 2009).

L'évaluation des niveaux de GSH dans les glandes digestives des gastéropodes marins
a revélé un désequilibre considérable pour les deux NPs. Apres 7 jours, les NPs CroOz ont induit
une forte déplétion en GSH, en particulier a 5 mg/L ; de méme, une déplétion dose-dépendante
a été notée pour les NPs d’Al.O3. Ces résultats pourraient étre attribués a une réponse a
I'exposition aux NPs avec une activation du systeme de defense contre le stress oxydatif. Des
résultats similaires ont été rapportés par Xiong et al. (2011), I'exposition a ZnO et TiO2 dans le

foie du poisson zébre a induit une diminution en GSH aprés 96 h. La réduction des niveaux de
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GSH a été rapportée apres une exposition a de faibles concentrations de NPs de Cr>O3 dans des
cellules (L929) pendant 24 h (Alarifi et al., 2016) et Daphnia magna traitée par de fortes
concentrations d'alpha (a-Al203) et d'eta (n-Al203) NPs (Nogueira et al., 2020).

Apres 14 et 28 jours d'exposition, nos resultats indiquent une augmentation distinctive
du GSH dans la glande digestive des escargots exposés aux deux NPs. Un impact similaire a
été noté ; une telle augmentation, en particulier a des concentrations plus faibles, pourrait étre
la conséquence d'une réponse adaptative pour atténuer le stress oxydatif installé, le point crucial
est la capacité de 1 mg/L a provoquer une induction constante dans les niveaux de GSH,
soulignant le réle important du GSH dans le processus de détoxification des deux NPs de Cr203
et d’Al>Os3 (Sarkar et al., 2017), ce role principal attribué au GSH a été mis en évidence dans
I'étude sur les NPs de Cr.Oset d’Al,Os.

Les résultats de Gupta et al. (1999) ont suggérés l'implication du GSH dans la
détoxification des éléments métalliques par le biais de réactions complexes. L'induction du
GSH en réponse a la contamination par les NPs est une réaction typique chez les organismes
marins, I'exposition pendant 14 jours aux NPs de TiO2 (0,1 et 1 mg/L) chez le poisson
Oncorhynchus mykiss a provoqué des taux de GSH plus éleveés en fonction de la dose (Federici
et al., 2007). De méme, Cordeiro et al. (2021) ont rapporté que I'exposition de la crevette
Litopenaeus vannamei aux NPs de TiOz (1 mg/L) entrainait une augmentation des niveaux de
GSH.

La GST est la principale molécule enzymatique responsable de la biotransformation des
xénobiotiques, y compris les NPs, en métabolites solubles, facilitant ainsi leur élimination ; elle
joue un réle important dans le processus de détoxification en catalysant la conjugaison du GSH
et des xénobiotiques. La GST contribue a maintenir la stabilité du systéme redox cellulaire et a
également des attributs pour éliminer les ERO prévenant ainsi les effets du stress oxydatif
(Strange et al., 2001 ; Board et al., 2013).

D'aprées nos résultats, I'activité de la GST a eté déclenchée au jour 7 ; globalement, les
NPs de Cr203 ont eu plus d'impact que les NPs d'Al>Os. L'induction de la GST pourrait suggerer
l'activation des voies de détoxification dans la glande digestive via le processus de
biotransformation et la tentative d'éliminer les NPs avec une action spécifique de la GST dans
le processus de détoxification. Les NPs utilisées dans cette étude ont induit I'activation de la
GST apres 14 et 28 jours avec toutes les concentrations. Par rapport aux NPs de Cr20s3, les NPs

d’Al,O3 ont eu moins d'influence sur la GST.
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Le processus de métabolisation a été déclenché directement depuis le début de
I'exposition jusqu'a la fin de I'exposition et s'est amplifié avec le temps, ce qui s'explique par
I'activation pendant toute la durée de la GST qui tente d'éliminer les deux NPs. Nos résultats
concordent avec ceux de Benavides et al. (2016), qui ont rapporté une activité élevée de la GST
apreés une exposition aux NPs Al,Oz et/ou ZnO; chez le poisson d'eau douce Carassius auratus,
de faibles concentrations (10 et 100 pg/L) ont pu induire l'activité enzymatique de la GST a 7,
14 et 21 jours dans les branchies et le foie du poisson, Canli et al. (2022) ont rapporté des
résultats similaires aprés une exposition au TiO2 et a I'Al2O3 pendant 14 jours a 1 mg/L dans la

glande digestive de la moule Unio tigridis.

Une augmentation de l'activité de la GST dans le foie des rats a également éte observée
apres l'administration orale de NPs de TiO», les NPs Al.Oz n‘ont pas eu d'impact significatif sur
I'activité de la GST, ce qui suggere la plus faible toxicité des NPs Al,Oz (Canli et al., 2019).
L'induction de l'activité GST en réaction a différentes expositions aux NPs (NPs Au, CuO et
CdS) chez le bivalve marin Scrobicularia plana a été rapportée (Mouneyrac et al., 2014), ce

qui suggére qu'une activité GST élevée est un signe d'installation d'un stress oxydatif.

La GPx est un antioxydant enzymatique important, qui joue un rdle vital dans le
processus de détoxification par I'élimination de la peroxydase toxique primaire H20- et EROs,
via l'utilisation du GSH comme cofacteur, la GPx assure la conversion de la peroxydase toxique
en eau et empéche ainsi la détérioration oxydative des cellules (Brigelius-Flohé et Maiorino,
2013).

Dans notre étude, l'activité GPx a montré des réponses nuancées a chaque NPs et a
chaque période d'exposition. Aprées 7 jours, les NPs de Cr.0z et d’Al>Os ont provoqué un fort
déclin de I'activité GPx, seul un cas d'augmentation a été signalé apres I'exposition a 5 mg/L de
NPs d'Al20s. La variation des réponses de la GPx suggére la complexité des impacts des NPs
sur la glande digestive des escargots et sur le systeme redox. Ce desequilibre révele que les NPs
étaient capables de générer des EROs, en particulier pour les NPs de Cr20s3, alors que les NPs
d’Al>Osz peuvent ne pas avoir fortement affecté directement la capacité de la GPx a éliminer les
peroxydes toxiques a ce stade précoce. Les NPs de Cr2Oz ont généré une réponse similaire chez
le poisson d'eau douce Labeo rohita, 25 mg/L ont provoqué une baisse de I'activité de la GPx
dans le foie et les reins, ce qui prouve que les NPs d'oxyde de chrome étaient plus toxiques que
les NPs Ag, Ni et CosO4 (Kanwal et al., 2019).
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Globalement apres 14 et 28 jours, les deux NPs ont induit une augmentation de I'activité
GPx avec une tendance dose-dépendante. L'induction continue des niveaux de GPx suggére que
cet antioxydant enzymatique a été stimulé par la génération de radicaux libres comme H20, et
OH*, cette réaction pourrait étre expliquée par les mécanismes adaptatifs pour minimiser les
altérations cellulaires. Nos résultats sont cohérents avec Huang et al. (2018), qui ont mis en
évidence l'augmentation de I'activité enzymatique de la GPx aprés 14 jours d'exposition aux
NPs de TiO2 (2,5 et 10 mg/L) dans la glande digestive et les branchies de la moule d'eau de mer
Mytilus coruscus. La méme chose a été signalée avec les NPs de Cr203z dans les cellules (L929)
(Alarifi et al., 2016), I'népatopancréas de Mytilus galloprovincialis traité par gamma y-Al,O3
pendant 96 h (5, 20 et 40 mg/L) (Erturk Gurkan et Girkan, 2021), et la glande digestive de la
moule bleue Mytilus edulis exposée a 0,2 et 2 mg/L de TiO (Farkas et al., 2015).

La CAT est un élément important de la ligne de défense du systéme antioxydant.
Agissant avec d'autres antioxydants enzymatiques comme la GPx et la SOD, la CAT contribue
efficacement a la réduction du stress oxydatif en neutralisant les EROs. Avec l'activité
enzymatique, la fonction principale de la CAT est I'élimination de H.O> par sa décomposition
en composants non toxiques et par conséquent assure la préservation du systeme redox des
effets nocifs des radicaux libres induits par I'état de stress oxydatif, elle a également la capacité
de prévenir d'autres radicaux libres comme le peroxynitrite (ONOO-) (Aebi, 1984 ; Sahoo et
al., 2009).

L'évaluation de la tendance a la variation de I'activité CAT dans notre étude a indiqué
des réponses variées en fonction des NPs, des concentrations d'exposition, et surtout du temps
d'exposition. Aprés 7 jours d'exposition aux NPs de Cr,0z et d’Al>O3z, une inhibition dose-
dépendante de la CAT a été notée. Nos résultats suggeérent qu'a ce stade précoce, les deux NPs
étaient capables de déclencher un stress oxydatif dans les glandes digestives des escargots,
induit par la génération des EROs qui a par conséquent provoqué I'inhibition de la CAT. Le
comportement de la CAT en réaction a l'exposition aux NPs de Cr0s et d’Al>Os était
globalement similaire a la réponse de la GPx. L'inhibition de la CAT pourrait également
s'expliquer par l'importante quantité de peroxyde d'hydrogéne mélangée a d'autres EROs
toxiques, ce qui entraine une saturation enzymatique, ce qui signifie que la majorité des
molécules disponibles ont été submergees par la génération des EROs. Nos résultats sont

cohérents avec les résultats précédents, en particulier sur les espéces aquatiques.
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L'exposition & 25 mg/L de NPs de Cr20ss a induit une diminution de l'activité CAT
dans le foie et les reins du poisson Labeo rohita (Kanwal et al., 2019). Les NPs Al>Os3, Ti20 et
CuO ont provoqué une inhibition de l'activité de la CAT apreés une exposition a 1, 3 et 9 mg/L
chez la moule Unio tigridis (Canli et Canli, 2021). L'activité de la CAT a montré une activité
plus faible apres I'exposition aux NPs d’Al2Oz sur les souris et les rats (Morsy et al., 2016 ;
Kozima et al., 2020), TiO2 sur la moule Limnoperna fortunei (Girardello et al., 2016 ; Nunes et
al., 2020).

Aprés 14 et 28 jours d'exposition, une sorte de mécanisme adaptatif dans le systeme
d'oxydoréduction des escargots a été observé, la CAT a eu tendance a montrer une activité plus
élevée par rapport au contrble pour les deux NPs. Cette réponse adaptative suggeére la
complexité des réactions se produisant dans la glande digestive des escargots marins, il semble
que les escargots se sont adaptés a I'apparition du stress oxydatif en augmentant I'expression de
I'antioxydant comme un contrat pour atténuer le stress oxydatif. Mahjoubian et al. (2023) ont
récemment rapporté une activation de I'activité CAT chez le poisson zebre Danio rerio apres
28 jours d'exposition a des NPs d'Ag et de ZnO, l'activité CAT a continué a augmenter apres la
période de dépuration également chez D. rerio traité par des NPs de SiO, pendant 28 jours
(Rashidian et al., 2023) et chez la palourde Ruditapes decussatus exposée a des NPs d'Au et de
TiO2 pendant 14 jours (Saidani et al., 2019), des résultats similaires ont également été rapportés

chez Paramecium sp. apreés exposition au ZnO (Khaldi et Grara, 2016).

La SOD est considérée comme une enzyme antioxydante clé dans la ligne de défense
redox ; la SOD contribue a la prévention des impacts du stress oxydatif grace a sa forte activité
enzymatique contre les EROs. Elle joue un réle crucial dans la détoxification des NPs en
piégeant lI'anion superoxyde (O2--) et en dismutant I'O2-- en H20- et H20 (Bresciani et al., 2015
; Dayem et al., 2017). Le comportement de l'activité enzymatique de la SOD a montré une
stabilité relative par rapport a la GPx et a la CAT. Les NPs de Cr.Oz augmentent I'activité SOD
apres 7 et 14 jours, puis diminuent aprés 28 jours a 2,5 et 5 mg/L. Cependant, les NPs d’Al>O3
ont induit des impacts variés sur la SOD, le point le plus remarquable étant I'exposition a 1
mg/L qui a été capable de diminuer I'activité SOD au 7°™ jour, puis d'activer la SOD & 14 et 28
jours, ce qui est globalement la réaction a d'autres concentrations avec l'activité SOD la plus

élevée.
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De maniére relativement comparable aux impacts des NPs de Cr.Ossur la SOD observés
dans nos résultats, Hao et al. (2009) ont rapporté que I'exposition au TiO2 chez le poisson
Cyprinus carpio, a provoqué une augmentation de I'activité de la SOD au début de la période
d'exposition, puis une diminution de cette activité a été notée. Huang et al. (2018) ont également
rapporté une réponse variable de l'activité de la SOD en fonction du temps d'exposition.
L'activité de la SOD a augmenté lors du premier jour d'exposition aux NPs de TiO-, puis a
diminué chez la moule M. coruscus, aussi dans la glande digestive et les branchies de M.
galloprovincialis (Leite et al., 2019). Une activation de I'activité enzymatique de la SOD
dépendante du temps (1-14 jours) a éte observée suite a I'exposition de la coquille Saint-Jacques
Chlamys farreri a 1 mg/L (NPs de TiO.) (Xia et al., 2017).

Hao et Chen (2012) ont observé une différence dans le comportement de GPx, CAT et
SOD, ils ont conclu que la dismutation du radical superoxyde (O2--) n'était pas la seule source
de H202 générée en réponse aux NPs de ZnO chez le poisson C. carpio. Il est bien connu qu'un
grand nombre d'organismes peuvent réagir a la contamination par des xénobiotiques, y compris
les NPs, en stimulant leur systeme de défense antioxydant pour se protéger des effets néfastes
du stress oxydatif (génération des EROs). Le GSH, le GPx, la CAT et la SOD appartiennent au
systeme redox, la génération des EROs comprend diverses molécules toxiques, a savoir I'anion
superoxyde (0O2--), le peroxyle (ROO-), lI'alkoxyle (RO-), les oxydes nitriques (NO-) et les
hydroxyles (HO-), leur production accrue a été signalée en raison de I'exposition au TiO> et a
d'autres NPs dans divers organismes aquatiques (Nel et al., 2006 ; Xia et al., 2015 ; Gulcin,
2020 ; Howard et al., 2020).

Les MT sont des protéines caractérisées par leur capacité élevée a fixer les métaux, leur
affinité avec les ions métalliques et leur capacité de liaison liée a leurs résidus de cystéine et
aux groupes -SH. Elles jouent un réle important dans le processus de détoxification et la
présentation du stress oxydatif par le piégeage direct ou indirect des EROs. Les NPs pourraient
interagir avec les MT et affecter leur taux de liaison aux métaux et leur taux d'expression,
l'augmentation des niveaux de MT étant un biomarqueur de la toxicité des NPs (Pedrini-Martha
etal., 2017 ; Giannetto et al., 2018).

Dans la présente étude, les NPs de Cr.0s et d’Al.Oz ont pu déclencher des niveaux de
MT dans la glande digestive de S. haemastoma a toutes les concentrations. La MT était sensible
a l'exposition aux NPs de Cr.O3 et d’Al,Os3, ce qui suggére leur rdle essentiel dans la
détoxification des NPs dont la surexpression de la MT est de contracter les dommages

oxydatifs, en outre, la MT pourrait étre une cible de la toxicité des NPs et par conséquent initier
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une cascade de réactions conduisant a la diminution de la stabilité du systéme d'oxydoreduction.
L'induction de la MT a été précédemment rapportée chez le bivalve M. galloprovincialis en
réponse a l'exposition aux NPs de CuO et CuO (Gomes et al., 2011 et 2012).

Des résultats similaires ont également été observés aprés I'exposition du bivalve S. plana
a la fois aux NPs de CuO et ZnO solubles, les niveaux de MT ont augmenté par rapport au
contrdle, ce qui pourrait étre directement lié a la libération d'ions (Buffet et al., 2011 et 2012).
Les NPs de TiO2 (0,1 mg/L) n‘ont pas affecté les niveaux de MT dans les branchies du bivalve
M. galloprovincialis, cependant, la co-exposition aux NPs Cd-TiO; a été capable de générer
des taux de MT plus élevés avec l'induction de I'expression du géne MT (Della Torre et al.,
2015). Apres exposition a des NPs d'Ag, Patricia et al. (2017) ont rapporté une induction de

MT dépendante de la dose et du temps chez le ver de terre Eisenia fetida.

La surproduction des EROs pourrait provoquer une peroxydation lipidique (LPO), qui
est le résultat de I'action des EROs et de la dégradation des lipides intracellulaires et
extracellulaires. La LPO génére des sous-produits toxiques, dont la MDA, couramment utilisée
comme biomarqueur de la LPO, I'évaluation des niveaux de MDA est une balise importante de
I'étude du stress oxydatif (Li et al., 2010 ; Yonny et al., 2016).

Dans la présente étude, les niveaux de MDA ont eu tendance a étre plus faibles dans les
groupes exposés au jour 7 pour les deux NPs, ce qui suggere que la réponse enregistrée de la
défense antioxydante a été en mesure de contrer la production des EROs et donc de prévenir les
principales altérations du stress oxydatif ; par rapport aux niveaux de MDA dus aux deux NPs,
les antioxydants (GSH, GST, GPx, CAT, SOD et MT) ont été fortement désequilibrés et
sollicités, ce qui explique la consommation observée de cet antioxydant au jour 7. Gornati et al.
(2016) ont rapporté les effets protecteurs des génes SOD et CAT surexprimés contre le stress
oxydatif et donc la LPO, dont les niveaux ont été diminués apres 96 h d'exposition aux NPs de
TiO2 (1, 5et 10 mg/L).

Apres 14 jours d'exposition, les niveaux de MDA ont commencé a augmenter a 5 mg/L
de NPs de Cr20s, et des niveaux similaires de MDA ont été observés dans les glandes digestives
des escargots exposés aux NPs d’Al,Os3. Apres 28 jours d'exposition aux NPs de Cr20s, les
niveaux de MDA étaient tres élevés, tandis que les NPs d’Al,Os avaient moins d'impact, il
induisait également des niveaux élevés de MDA, en particulier a 5 mg/L. Nos résultats
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indiquent que la production des EROs ainsi que le temps et la concentration d'exposition ont eu
un impact direct sur le systeme redox des escargots.

L'augmentation des niveaux de biomarqueurs signalée apres 14 et 28 jours suggere que
les escargots ont essayé de s'adapter a I'état de stress oxydatif établi afin de minimiser autant
que possible les dommages oxydatifs, confirmés par les niveaux élevés de MDA. En outre, les
niveaux de MDA ont montré des différences considérables entre les périodes d'exposition pour
les NPs de Cr203, ce qui indique le caractere évolutif de la LPO en fonction du temps et des
concentrations d'exposition. Costa et al. (2015) ont observe l'induction de la production des

EROs due a I'exposition aux NPs de Cr.Oz dans I'algue verte Chlamydomonas reinhardtii.

L'AChE fait partie des enzymes qui jouent un rOle vital dans les fonctions
neuromusculaires du systéme nerveux. Elle module la neurotransmission par une activité
enzymatique comprenant I'nydrolyse de I'acétylcholine (ACh) (Soreq et Seidman, 2001).
Souvent utilisée comme biomarqueur spécifique de la neurotoxicité, I'évaluation de l'activité de
I'AChE est également considérée comme un indicateur de la neurotoxicité des NPs, mais
I'évaluation de l'activité de I'AChE chez les organismes marins est encore peu utilisée (Rocha
etal., 2015).

Les résultats indiquent que les NPs de Cr203 et d’Al203 ont provoqué une inhibition de
I'AChE apres 7 jours d'exposition a toutes les concentrations. Parallelement & la durée
d'exposition, les NPs d’Al,Oz et de Cr203 ont declenché l'activité de I'AChE (jours 14 et 28),
l'activité enzymatique de I'AChE semble étre sensible a toutes les concentrations de NPs
utilisées dans cette étude. Les NPs d’Al>O3z ont induit un impact plus important sur I'AChE que
les NPs de Cr20s. Les données présentées suggerent la capacité des deux NPs a provoquer une
neurotoxicité via un déséquilibre de l'activité de I'AChE a 1, 2,5 et 5 mg/L de chaque NPs

(inhibition puis déclenchement progressif).

Hu et al. (2010) ont observé une activation de I'AChE due a une exposition de 60 jours
aux NPs de TiO2 chez la souris, associée a des effets neurologiques. L'activité de I'AChE
diminue chez le poisson zébre D. rerio exposé a de fortes doses (20 - 200 mg/kg) de NPs
d'oxyde de fer enrobé (De Oliveira et al., 2014) et a des NPs d'Ag (2,4 mg/L) pendant 21 jours
(Katuli etal., 2014). Des effets négatifs sur la mémoire et la capaciteé d'apprentissage de D. rerio

adultes ont été signalés en raison de I'exposition aux NPs d’Al.Oz lorsque les poissons étaient
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des embryons; ces effets étaient également accompagnés d'une diminution de I'ACh et d'une
accumulation de NPs d’Al>Os (Chen et al., 2020).

L'analyse en composantes principales (ACP) était un outil utile dans notre étude pour
identifier les relations entre les réponses des biomarqueurs a I'exposition aux NPs dans la glande
digestive. Chez les individus exposés aux NPs de Cr.0s, PC1l a efficacement lié les
biomarqueurs de stress oxydatif et confirmé la co-réponse de GSH, GPx, CAT, SOD et AChE,
indiquant que les lignes de défense antioxydantes étaient sollicitées, suggérant I'importance des
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques dans la stabilité cellulaire. De plus, la forte
représentation de MT dans PC2 pourrait impliquer un réle important dans le processus de

détoxification pour atténuer le stress oxydatif.

Pour les escargots exposés aux NPs d’AlOs, les résultats de PC1 ont séparé les
biomarqueurs liés au stress oxydatif tels que GSH, SOD, GST et MDA. Cet axe pourrait
représenter la réponse de I'organisme aux NPs d’Al>Oset I'induction du stress oxydatif. De plus,
MDA montre la plus forte représentation, suggérant qu'il est un marqueur clé du stress oxydatif.
PC2 reflete le processus de neurotoxicité avec I’AChE montrant la plus forte représentation
dans cet axe et sa relation avec GPx et CAT. MT n'était pas liée aux autres antioxydants,

indiquant une fonction détachée et des mécanismes complexes de réponse de la MT.

L'ACP est considérée comme une analyse appropriée pour comprendre la co-réponse et
la relation entre les biomarqueurs, et a montré de bons résultats dans la littérature lors de
I'évaluation de la toxicité des NPs (Walters et al., 2016 ; Laouati et al., 2021).

L'investigation histologique a révélé que les NPs de Cr.Os et d’Al>O3 étaient capables
d'induire des dommages structurels dans la glande digestive de S. haemastoma apres 28 jours
d'exposition aquatique. La gravité des effets observés était principalement dépendante de la
dose, en particulier pour les NPs de Cr20s. Les altérations histologiques notées suggerent en
outre que les deux NPs étaient translogqués et étaient en contact avec les tissus de la glande
digestive, suggérant leur toxicité via leur contact direct avec les membranes cellulaires et/ou
leur action indirecte par leur internalisation (Bonany et al., 2022). Plusieurs études ont rapporté
des altérations histologiques dues aux NPs d’Al203, de Cr.Oz et d'autres NPs, chez les bivalves
(Cidetal., 2015 ; Canli et al., 2022), les crustacés (Purrari et al., 2016) et les poissons (Ramsden
etal., 2013).

Les deux NPs avaient des effets toxiques sur la glande digestive de S. haemastoma, les

NPs de Cr.0Oz ont montré une capacité de toxicité plus éleveée qu’aux NPs d’Al,Oz. La toxicité
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médiée par les EROs via la libération d'ions est considérée comme le mécanisme d'action
central des NPs. Il a été rapporté que I'absorption des agglomérats de NPs formes dans I'eau de
mer par les espéces marines se faisait principalement par les branchies, puis leur translocation
vers la glande digestive. Le sort des agglomérats de NPs pourrait alors étre leur absorption
intracellulaire et la libération d'ions, induisant ainsi de multiples impacts tels que des
perturbations lysosomales et des perturbations du systeme redox (Ciacci et al., 2012 ; Canesi et
al., 2015).

Dans la présente investigation, I'analyse DLS a montré que le diamétre moyen de zeta
(Z avg d) des NPs de Cr20s indique une taille d'environ 250 nm a haute force ionique (pH = 8)
et d'environ 150 nm pour les NPs d’Al.Oz3 (pH = 8). Les impacts observés dans notre étude
suggerent que les deux NPs ont été absorbés dans les glandes digestives des escargots. Lataille,
la forme, la concentration et la pureté des NPs constituent un facteur prédominant pour leur
internalisation dans les cellules et leur rejet chez les organismes marins (Barmo et al., 2013).
Les deux NPs évalués dans cette étude présentent une taille relativement petite et une haute

pureté méme a pH élevé.

La toxicité des NPs pourrait étre expliquée par leur capacité a libérer des ions tres actifs
en contact avec les cellules. La libération d'ions hexavalents de Cr aprés exposition in vitro des
cellules (A549) aux NPs de Cr,Os3 a été rapportée, avec une cytotoxicité élevée due a la
libération d'ions toxiques et a la génération des EROs via la réaction de Fenton (Horie et al.,
2013 ; Alarifi et al., 2016). Les NPs de Cr.0z dans notre étude étaient capables d'induire une
toxicité principalement via la libération d'ions (Cry/) entrainant une augmentation du stress
oxydatif. Par rapport aux NPs de Cr20s, les NPs de Al>Os3 sont considérés comme moins
toxiques. Leurs mécanismes de toxicité passent par l'augmentation de la production des EROs
et la propagation de l'inflammation suite a leur internalisation par plusieurs mécanismes,
notamment I'endocytose médiée par récepteur, la phagocytose et la pinocytose simple (Yang et
al., 2012 ; Park et al., 2017).

Dans cette étude, la toxicité des deux NPs a été évaluée par divers indicateurs au fil du
temps dans les branchies du gastéropode marin S. haemastoma. D'autre part, la taille, la forme,
le potentiel z&ta et d'autres caractérisations des NPs de Cr.Oz et d’Al>Os ont été étudiés car ce
sont des facteurs importants qui pourraient améliorer ou réduire la stabilité des NPs dans le

milieu et donc leur toxicité (Mezni et al., 2018 ; Arvidsson et al., 2020). Les deux NPs ont
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montré des valeurs de zéta leur permettant d'étre plus stables dans I'eau de mer naturelle (NSW),
avec une taille moyenne de zéta allant de 200 nm a 700 nm pour les NPs de Cr203, et
relativement plus faible avec un maximum de 300 nm pour les NPs d’Al>O3, ce qui pourrait
suggerer une biodisponibilité plus élevée. Le NSW dans cette étude a été utilisé pour imiter les
conditions naturelles et donc prendre en compte I'impact des particules en suspension (Canesi
etal., 2017).

Les biomarqueurs enzymatiques et non enzymatiques sont des défenses antioxydantes
cellulaires cruciales contre les dommages oxydatifs causés par les NPs. lls jouent un role clé
dans le processus de détoxification, soit par leur interaction directe avec les xénobiotiques dans
la voie de biotransformation, soit indirectement en maintenant I'noméostasie du systéme redox
et I'elimination des EROs (Valko et al., 2007 ; Forman et al., 2009 ; Board and Menon, 2013).

Les biomarqueurs non enzymatiques comme le GSH et la MT jouent un role important
dans la détoxification des NPs en éliminant les EROs tels que I'anion superoxyde O2- et d'autres
radicaux comme le HO, en ayant des propriétés de liaison métallique et en modulant les NPs,
en particulier pour la MT, tandis que le GSH est un substrat important des antioxydants.

Leur déséquilibre est un marqueur de la toxicité des NPs (Saad et al., 2016 ; Gulcin,
2020 ; Roma et al., 2020). Le déclenchement ou I'inhibition des biomarqueurs enzymatiques
est considéré comme des indicateurs de la survenue de la toxicité des NPs principalement par
I'induction du stress oxydatif. La fonction principale de la GST, la GPx, la CAT et la SOD est
I'élimination de nombreux types d’EROs spécifiques a chaque antioxydant. De plus, I'AChE est
cruciale dans la neurotransmission en inhibant 'ACH et a été utilisée comme marqueur de la
neurotoxicité dans plusieurs études. De la méme maniére, le MDA est une molécule résultant
du processus de peroxydation lipidique causé par I'apparition du stress oxydatif. Le MDA a
également été largement utilisé comme excellent marqueur de la toxicité des NPs (Hu et Gao,
2010 ; Shaw et al., 2011 ; Brigelius-Flohé et Maiorino, 2013 ; Vale et al., 2016).

L'exposition de S. haemastoma aux deux NPs a induit des effets variés sur les
biomarqueurs dans les branchies en fonction des concentrations et des périodes. Globalement,
apres 7 jours, les NPs de Cr.03 ont provoqué une diminution des activités de MT, AChE, CAT
et SOD avec des taux plus elevés de MDA, tandis que les NPs d’Al>Oz ont induit une
augmentation de GSH, GST, CAT et MDA avec une diminution des taux de SOD et MT. Cela

suggere que les escargots marins répondent a I'exposition aux NPs par l'activation des défenses
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antioxydantes pour contrer le stress oxydatif atténué, indiqué par I'augmentation des taux de
MDA et I'inhibition de I'AChE. La réduction des niveaux de MT indique également le processus
de détoxification des NPs. Puerari et al. (2016) ont rapporté I'induction de la toxicité médiée
par les EROs par les NPs de Cr.0O3 chez Daphnia Magna. Nos résultats concordent avec les
conclusions de Kanwal et al. (2019) chez le poisson Labeo rohita, montrant une diminution de
la CAT et la SOD et une induction de MDA due & 25 mg/L de Cr20s.

L'exposition a des concentrations élevées de NPs d’Al>Oz a été rapportée pour induire
une diminution de SOD et GSH, suivie par une augmentation de CAT et MDA chez Daphnia
magna (Nogueira et al., 2020). L'induction de GST, MDA, CAT et SOD a également été
rapportée chez le poisson Carassius auratus a faibles concentrations (10 et 100 pg/L) aprés 7
jours (Benavides et al. 2016). L'augmentation de CAT, MDA et du contenu en EROs a été
observée chez le poisson zébre Danio rerio et la palourde Ruditapes decussatus en raison des
NPs d'Ag, ZnO, SiO> et TiO. (Saidani et al., 2019 ; Rashidian et al., 2023). La formation de
filaments de mucus avec des NPs dans les branchies de la moule Perna perna accompagnée
d'une augmentation des contenus de GST, CAT et MDA due a I'exposition aux NPs de TiO>
(48 h) a été rapportée par Nunes et al. (2020). Dans cette étude, des phénomeénes similaires ont

été observés avec des microfilaments accumulant des NPs.

Ce phénomene était plus clair dans le cas des NPs de Cr.Oz potentiellement en raison
de leur pigmentation verte. A notre connaissance, cette observation est le premier rapport d'un
tel cas chez les gastéropodes et pourrait indiquer la biodisponibilité des NPs. Similaire aux
résultats observés dans cette étude, I'inhibition de I'activité de I'AChE chez le poisson zébre D.
rerio a été rapportée aprés une exposition aigué a des doses élevées (20-200 mg/kg) de NPs
d'oxyde de fer (NPs 10s) et une exposition subaigué aux NPs d'Ag (De Oliveira et al., 2014 ;
Katuli etal., 2014). Des effets neurotoxiques sur les fonctions branchiales des bivalves en raison
de I'exposition a des traces de métaux ont été couramment rapportés dans des études antérieures
(Nelson et al., 2018).

Au jour 14, les deux NPs ont induit une diminution des activités de GST, SOD, MT et
AChE, une augmentation du GSH due a I'exposition aux NPs d’Al,Oz tandis que les NPs de
Cr203 ont provoqué une déplétion globale de GSH et une induction de la CAT. Les taux de
MDA étaient moins élevés par rapport aux résultats du jour 7. Les résultats observés pourraient
suggerer le début de mécanismes adaptatifs face aux dommages oxydatifs, marqués par la
diminution continue de I'AChE et du MT, les variations du GSH et la diminution du GST

pouvant se référer a la consommation enzymatique et au processus de détoxification des NPs.
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La diminution du SOD indique également la haute production d'O.- entrainant une instabilité
du redox cellulaire. La réponse différentielle des biomarqueurs pour chaque exposition aux NPs
met en évidence la complexité de l'interaction des gastéropodes en réponse a la contamination
par des polluants. Les genes du systeme antioxydant a régulation positive et négative ont été
rapportés avec des conclusions similaires dans la glande digestive de Mytilus galloprovincialis
exposé aux NPs de TiOz (Gornati et al., 2016).

Les organismes marins possedent une diversité de mécanismes complexes et de
cascades biochimiques comme adaptation au stress oxydatif allant de I'expression génique aux
activités catalytiques pouvant varier en fonction du temps et des doses d'exposition (Regoli et
Giuliani, 2014). Federici et al. (2007) ont rapporté une induction du GSH et une accumulation
de NPs apreés une exposition de 14 jours a 1 mg/L de NPs de TiO> dans les branchies de la truite
arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss. Les résultats de cette étude étaient cohérents avec les
conclusions de Ray et al. (2020) qui ont rapporté une réduction des activités de SOD et CAT
apres 7 et 14 jours d'exposition aux NPs de CuO dans les branchies de la moule Lamellidens
marginalis a 0,5 a 5 mg/L. Cordeiro et al. (2021) ont rapporté lI'impact plus élevé des NPs de
TiO2 (1 mg/L) sur la glande digestive de la crevette Litopenaeus vanname par rapport a leurs
branchies, ou une diminution de la GST et une induction de GSH ont été rapportées. Ramsden
et al. (2013) ont rapporté une induction des taux de GSH dans les branchies de D. rerio apres

une exposition a 1 mg.

Dans I'ensemble, a la fin de la période d'exposition (28 jours), les deux NPs ont induit
des changements variés dans la réponse des biomarqueurs avec certaines similitudes et
divergences. Par exemple, globalement, les deux NPs ont entrainé une augmentation du contenu
en GSH, GST, MDA et AChE par rapport au témoin. Une augmentation de I'activité de GPx et
CAT a été observée dans les groupes exposés aux NPs de Cr,0s3, tandis qu'une diminution des

niveaux due aux NPs d’Al.Oz a été observée, accompagnée d'une forte induction de la MT.

Les résultats suggerent que les dommages oxydatifs cumulatifs ont été amplifiés avec
le temps, avec une perte de stabilité du systéme redox. Les antioxydants déséquilibrés et les
niveaux de MDA confirment que les systéemes de défense n'ont pas été capables de préserver la
stabilité cellulaire face a I'action des EROs et indiquent que les branchies sont potentiellement
une cible de la toxicité des NPs. L'induction de la GST et de GSH suggere la présence continue
des NPs et leur absorption dans les branchies, agissant ainsi sur le processus de détoxification
qui pourrait potentiellement participer a la libération des ions des NPs (Caixeta et al., 2020 ;
Dube et Okuthe, 2023). L'induction de la CAT, la GPx, la GST et I'augmentation de MDA,
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ainsi que l'inhibition de la SOD ont été précédemment rapportées par Huang et al., (2018) en
raison de I'exposition au TiO2 (2,5 mg/L-10 mg/L) chez la moule Mytilus coruscus. De méme,
I'exposition au TiO2 (0,05-5 mg/L) a provoqué l'induction de la CAT et la GST dans les
branchies de Mytilus galloprovincialis (Canesi et al., 2010b).

Conformément a nos résultats, I'induction du niveau de la MT et la régulation génique
ont été précédemment rapportées chez les bivalves en raison de I'exposition aux NPs, indiquant
que le déséquilibre de la MT est un marqueur clé de la toxicité des NPs (Buffet et al., 2011 et
2012 ; Gomes et al., 2011 et 2012). L'exposition aux TiO2, CuO et Al,O3 a induit des effets
similaires sur les biomarqueurs avec un impact moindre pour Al>Os, incluant une diminution
de la CAT et la SOD et une induction de I'activité GST dans la glande digestive et les branchies
de la moule Unio tigridis (Canli et Canli, 2021). L'accumulation d'Al>Oz dans les branchies a
également été rapportée chez Unio tigridis (Canli et al., 2022) tandis que 1’ Al,Oz a été rapporté
pour induire une toxicité plus élevée que les autres NPs, incluant une diminution de la SOD et
une induction de la GPx chez les rats (Canli et al., 2018). Des effets neurotoxiques ont été
rapportés chez D. rerio en raison des NPs d’Al,Og, incluant I'inhibition de I'ACh, I'accumulation
de NPs d’Al,Ozet I'altération de la capacité de mémoire résultant de dommages oxydatifs (Chen
et al., 2020).

L'évaluation histologique est un outil crucial et fiable qui pourrait fournir des preuves
de latoxicité des NPs et de leurs impacts au niveau cellulaire a tissulaire (Cid et al., 2015 ; Leite
et al., 2020). Dans la présente étude, les résultats de I'évaluation histologique ont montré des
preuves claires d'altérations dans les branchies de S. haemastoma pour les deux NPs. Divers
dommages histologiques ont été observés, allant de la fusion des lamelles a I'hypertrophie des

cavités centrales des branchies avec des signes d'inflammation et de destruction des tissus.

Les branchies des escargots marins étaient sensibles aux deux concentrations de NPs et
ont montré apreés 28 jours des preuves claires d'altération histologique progressive. Les résultats
suggerent en outre I'échec des défenses du systeme redox pour preserver les dommages
oxydatifs et indiquent que les deux NPs de Cr20z et d’Al.Oz ont été absorbés et transloqués a
travers les branchies de S. haemastoma, induisant des effets nocifs par interaction directe le
long des membranes cellulaires ou par leur internalisation (Canesi et al., 2008 ; Bonany et al.,
2022).
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Les résultats présents sont cohérents avec les observations histologiques précédemment
rapportées, plusieurs études ayant noté des altérations histologiques des branchies chez les
bivalves (Cuevas et al., 2015 ; Canli et al., 2022), les gastéropodes (Arrighetti et al., 2022), les
poissons (Xiong et al., 2011) et Daphnia magna (Puerari et al., 2016) en raison de la

contamination par les NPs.

Les NPs de Cr203 ont été rapportés pour induire une inflammation et un cedéme dans
le foie et les reins de Labeo rohita aprés 21 jours d'exposition (Kanwel et al., 2019). La
dilatation et la dégénérescence cellulaire ont également été rapportées chez les rats (Fatima et
Ahmed, 2019).

Les NPs d’Al>0z ont induit des agrégats de lipofuscine, une fusion des lamelles et une
infiltration hémolytique aprés une exposition de 96 h dans les branchies de Mytilus
galloprovincialis (Ertirk Gurkan et Gurkan, 2021). Similaire a nos résultats, Al,Os a été
rapporté pour induire la fusion des lamelles et I'nyperplasie dans les branchies de Carassius
auratus, a de faibles concentrations (10 et 100 pg/L) (Benavides et al., 2016). La nécrose,
I'nyperplasie et I'inflammation ont également été observées chez le poisson d'eau douce

Oreochromis mossambicus (Murali et al., 2018).

L'utilisation de I'approche multi-biomarqueurs pour évaluer la toxicité des polluants est
importante, cependant, l'interprétation des réponses de divers biomarqueurs dues a la
contamination de maniére indépendante pourrait étre difficile a réaliser, et les chercheurs se
trouvent souvent face a un dilemme difficile pour obtenir une interprétation correcte des
résultats. La réponse intégrée des biomarqueurs (IBR) est un outil précieux et I'une des
méthodes les plus adaptées pour évaluer les tendances des biomarqueurs de stress oxydatif
(Beliaeff et Burgeot, 2002 ; Sanchez et al., 2013 ; Roma et al., 2024). Dans cet article, I'IBR a
été utilisée pour clarifier et valider les résultats obtenus, car de nombreux biomarqueurs ont été
évalués. En bref, les résultats de I''BR ont montré clairement pour les deux NPs les réponses
marquées des biomarqueurs en fonction des concentrations et des périodes d'exposition. A 7 et
14 jours, I'IBR a indigué que les deux NPs avaient un impact important sur les biomarqueurs,
cependant, ces périodes se caractérisaient par une réponse plus élevée de seulement 2 a 3

biomarqueurs.
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A 28 jours, la réponse globale était plus élevée pour presque tous les biomarqueurs,
indiquant l'apparition du stress oxydatif et des mécanismes d'adaptation pour réduire les

dommages.

Les résultats pour les deux NPs confirment que les effets déclenchés a 7 jours, suggérant
une réponse précoce, étaient légérement réduits a 14 jours, suggérant l'activation des
mécanismes de défense, et ont induit des valeurs plus élevées a 28 jours, indiquant les
dommages oxydatifs cumulatifs entrainant une co-régulation de I'action de tous les
biomarqueurs (les valeurs globales de I''IBR en fonction des périodes d'exposition et de la
concentration sont présentées dans la Fig. 47). De tels résultats ne pourraient pas étre détectés
en évaluant les biomarqueurs individuellement, ce qui implique l'utilité de I''BR dans
I'évaluation de la toxicité des NPs. A notre connaissance, la présente étude est la premiére a
évaluer la toxicité des NPs en utilisant I'BR chez les gastéropodes marins, bien que I'IBR reste
peu utilisée dans la littérature.

Plusieurs études connexes ont rapporté son application avec succes, mais principalement
limitées aux bivalves (Xia et al., 2013 ; Devin et al., 2017 ; Liu et al., 2017 ; Li et al., 2021 ;
Gongalves et al., 2022 ; Roma et al., 2024). Les impacts dépendant du temps et de la dose sur
I'IBR de SOD, CAT, AChE et MDA ont été rapportés par Xia et al. (2017) apres une exposition
a1 mg/L de NPs de TiO- dans les branchies et les glandes digestives de la palourde C. farreri.
L'exposition a des concentrations élevées de NPs de ZnO> (1 & 100 mg/L) a montré des valeurs
élevées apres 5 jours, puis des valeurs d'IBR réduites chez les bactéries de biofilm fluvial de
GPx, CAT, SOD et GR (Hou et al., 2016). La présente est la premiére a utiliser cette variété de

biomarqueurs incluant les réponses de I’AChE et la MT chez les gasteropodes marins.

Il est intéressant de discuter de la réponse globale des biomarqueurs. En bref, les
résultats de la présente étude indiquent que I'exposition aux NPs de Cr.Osz a principalement
diminué les niveaux de GSH, GPx, CAT, MT et AChE, en plus d'augmenter les niveaux de
GST, MDA et SOD, bien que I'impact soit moindre. La SOD a montré une activité globalement
plus élevée apres 7 jours. Des effets similaires ont été induits par les NPs d'AlO3, sauf pour la

MT dont les niveaux ont augmenté.

Ce déséquilibre reflete la réponse a court terme de S. haemastoma a I'exposition aux

NPs et ses effets. Cela pourrait par conséquent indiquer l'activation des voies de détoxification
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ainsi que les effets des NPs sur le systeme redox des escargots. Par exemple, le ratio d'inhibition
de I'AChE met particulierement en évidence les impacts des NPs de Cr2Os. Puisque tous les
biomarqueurs évalués sont considérés comme des indicateurs de I'instabilité de I'homéostasie

et de I'apparition du stress oxydatif, leur déséquilibre reflete lI'atténuation du taux de stress.

Cette étude a investigué une variété de biomarqueurs et appartient aux rares études, voire
a la premiere, a évaluer ce nombre de biomarqueurs, ce qui rend difficile la correspondance
complete avec d'autres études. Des effets similaires sur GSH, GST, GPX, CAT, SOD et MDA
ont été précédemment rapportés chez les bivalves en raison de diverses expositions aux NPs
(Bour et al., 2015 ; Huang et al., 2018 ; Nunes et al., 2018 ; Cordeiro et al., 2021). La déplétion
de GSH, ainsi que lI'augmentation de GPx, SOD, MDA et ROS, a été rapportée dans les cellules
L292 aprés une exposition aigué au Cr.Oz (Alarifi et al., 2016).

Aux jours 14 et 28, globalement, tous les marqueurs enzymatiques et non enzymatiques
ont tendance a augmenter par rapport aux groupes témoins pour les deux NPs, tout en

remarquant un impact plus élevé pour les NPs de Cr20:s.

Cette réponse pourrait refléter I'apparition du stress oxydatif et des impacts cumulatifs
des NPs, comme chez les escargots. De plus, I'augmentation des biomarqueurs, en particulier
des niveaux de MDA, est un indicateur fort de dommages oxydatifs. Les niveaux élevés de MT
pourraient également indiquer la réponse a la présence de NPs métalliques, car leur fonction
principale est la liaison métallique et constitue une voie de détoxification principale.
L'augmentation des niveaux de biomarqueurs suggere les mécanismes d'adaptation des
escargots pour atténuer les effets prolongés observés par I'analyse histologique, par la régulation
a la hausse du systéme antioxydant, avec des phénomenes similaires rapportés dans la glande
digestive de Mytilus galloprovincialis en réponse a I'exposition au TiO2 (Gornati et al., 2016).

Les résultats suggeérent en outre l'augmentation du statut de stress et I'accumulation de
dommages oxydatifs avec l'instabilité des défenses antioxydantes. L'augmentation des niveaux
d'antioxydants apres I'exposition aux NPs a été rapportée dans plusieurs études sur les bivalves
(Canesi et al., 2010a ; Farkas et al., 2015 ; Benavides et al., 2016 ; Nunes et al., 2020). Bien
que la SOD a montré des niveaux globalement plus élevés, les deux NPs ont eu un impact
moindre. Cela pourrait étre attribué au fait que la toxicité des NPs passe principalement par des
altérations lysosomales, augmentant ainsi la production des EROs et I'efflux des composants
lysosomaux dans le cytosol, suggérant la moindre implication de la SOD, qui est principalement
mitochondrial (Koehler et al., 2008 ; Roma et al., 2020). Hao et Chen (2012) ont observé une
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différence dans le comportement de GPx, CAT et SOD et ont conclu que la dismutation du
radical superoxyde (O2+-) n'était pas la seule source de H.O> générée en réponse aux NPs de

ZnO chez le poisson C. carpio.

L'implication des résultats présents concernant I'écosystéme marin est également un
point crucial a discuter. Dans notre étude, les résultats ont révélé la sensibilité de S. haemastoma
a l'exposition aux NPs au fil du temps, ce qui indique que ces gastéropodes marins sont des

bioindicateurs prometteurs des niveaux de pollution par les NPs et de la santé des écosystémes.

Les gastéropodes ont été identifiés comme des espéces sentinelles pour I'évaluation de
la contamination aquatique (Caixeta et al., 2020), en raison de leur réle important dans la chaine
trophique marine, par exemple S. haemastoma est un prédateur principal des bivalves connus
pour étre des accumulateurs et une cible de la contamination par les NPs (Canesi et al., 2012),
et méme d'autres gastéropodes comme les patelles. Les escargots marins pourraient également
accumuler des NPs et assurer leur transfert a des prédateurs plus grands a travers des effets en
cascade, y compris la bioamplification dans la chaine trophique. D'autre part, les NPs possédent
plusieurs caractéristiques qui leur permettent d'absorber d'autres polluants et ont suscité de
I'intérét pour la remédiation environnementale (lzadkhah et al., 2023). Une fois dans les
environnements marins, les NPs pourraient interagir avec d'autres polluants et augmenter leur
toxicité potentielle via une absorption et faciliter leur absorption, avec un processus nommé

cheval de Troy.
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Conclusion et perspectives

En se basant sur les donneées et les statistiques economiques mondiales, il est plus que
probable désormais de prévoir une grande augmentation des taux de NPs métalliques liberés
dans environnement. En effet, le développement des diverses industries globales a clairement
largement influencer le marché mondiale des NPs métalliques. Avec le temps la production,
I’utilisation, et les échanges totaux dans ce marché sont en constante développement ce qui
signifie et implique 1’énorme fraction de NPs prouvant étre libérées dans les divers

compartiments environnementaux, et I’augmentation des risques de contaminations.

L’écosysteme aquatique étant considéré comme la destination finale des NPs libérées
dans les divers écosystémes et donc potentiellement le compartiment cible des effets toxiques
des NPs.

Les applications étendues des NPs pourraient accroitre leur présence dans les

écosystemes aquatiques, amplifiant ainsi les dangers qu'elles représentent pour les organismes.

Cette étude est la premiere a enregistrer la toxicité des NPs de Cr203 et d'Al2O3 sur S.
haemastoma et est également la premiére a évaluer les effets des NPs de Cr.Os sur les
organismes marins. En résumé, les résultats ont révélé les effets dépendants de la dose et du
temps des deux NPs, y compris la perturbation du systéme antioxydant, la neurotoxicité en
perturbant I'activité AChE, la peroxydation des lipides (LPO), et des altérations histologiques
considérables dans la glande digestive et au niveau des branchies de S. haemastoma apres 28

jours d'exposition.

Les données ont mis en évidence la fonction synergique des antioxydants et la réponse
distincte des MT, ce qui suggére leur implication dans les voies complexes de détoxification
des NPs par rapport a d'autres antioxydants. Sur la base des données présentees, les NPs de
Cr203 ont montré une toxicite relativement plus elevée que les NPs d'Al>O3, mais les deux NPs
ont causé une toxicité élevée méme a la plus faible concentration d'exposition sélectionnée, ce
qui indique la nécessité d'une étude plus approfondie pour comprendre leurs impacts et leurs

mécanismes de toxicite.
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Par exemple, la toxicité médiée par les EROs via la libération d'ions est la voie
communément suggérée dans la littérature, qui est principalement limitée aux NPs et aux
espéces typiques comme TiO2, CuO, Ag, et ZnO et les bivalves. D'autres études étendues a
d'autres NPs sont recommandées, en particulier en incluant I'aspect comparatif afin d'améliorer
la contextualisation de leur comportement et de leurs impacts sur les espéces marines, en

particulier en raison du manque de données concernant la toxicité marine des NPs de Cr20a.

Le fait que I’évaluation toxicologique des divers NPs dans la littérature scientifique
actuelle soit clairement limitée et se contente sur uniquement quelques types de NPs est tout &
fait alarmant a tous les niveaux, des nouvelles dispositions d’évaluation des risques et des
impactes sur les écosystémes aquatiques, notamment marins, doivent étre prise afin d’assurer

une prise en charge et une identification plus précise des effets de ces NPs.

La biodisponibilité des NPs étant principalement affectée par leur taille, leur forme et
d'autres facteurs, il est vivement recommandé d'inclure des informations détaillées sur les NPs

dans les recherches prospectives afin de pouvoir comparer efficacement les résultats.

L'influence des NPs sur le réseau trophique marin, leur aspect réglementaire et
I'interaction avec d'autres polluants dans I'écosysteme marin sont également des lacunes qui
doivent étre prises en compte. D'autre part, la présente étude a contribué a améliorer les
connaissances sur la toxicité des NPs en utilisant une évaluation multi-biomarqueurs, en
particulier la MT et ’AChE qui sont trop peu étudiés dans la littérature actuelle et a mis en
évidence la sensibilité de S. haemastoma en tant que nouveau bio-indicateur potentiellement

prometteur de la pollution et de la toxicité des NPs.

Les résultats obtenus dans cette étude soulignent 1’intérét d’approfondir 1I’évaluation des
nanoparticules métalliques dans les milieux marins. Il serait pertinent, dans de futures
recherches, d’explorer les effets a long terme de ces NPs sur le cycle de vie complet de
Stramonita haemastoma, incluant la reproduction, et la bioaccumulation transgénérationnelle.
L’intégration de nouvelles approches omiques (transcriptomique, protéomique) permettrait de
mieux comprendre les voies moléculaires impliquées dans la réponse au stress oxydatif et la
détoxification. Par ailleurs, I'étude de mélanges de nanoparticules ou leur interaction avec
d’autres polluants (métaux lourds, microplastiques) représenterait un prolongement réaliste et

écologiquement pertinent.
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Au-dela des réponses antioxydantes évaluées dans cette étude, il serait essentiel que
de futurs travaux explorent les effets génotoxiques et immunotoxiques des nanoparticules
métalliques chez Stramonita haemastoma. L’analyse de marqueurs tels que les cassures d’ADN
(test Comet), la formation de micronoyaux ou encore les variations de 1’expression des genes
liés a la réparation de I’ADN apporterait des ¢léments clés sur la génotoxicité potentielle de ces
NPs. Parallelement, I’examen de la réponse immunitaire, notamment a travers 1’activité
lysosomale, la phagocytose, ou les taux d’hémocytes, permettrait de mieux cerner leur impact

sur les défenses de 1’hote.

Le recours a des techniques avancées (microscopie électronique, imagerie confocale,
marquage fluorescent) pourrait ¢élucider les mécanismes d’internalisation, la localisation
subcellulaire et la dynamique des interactions entre les NPs et les structures cellulaires
(membranes, noyau, organites). Ces investigations offriraient une vision intégrée et
mécanistique de la toxicité a 1’échelle cellulaire, essentielle pour anticiper les risques

environnementaux liés aux nanomatériaux.

Enfin, la validation du modéle Stramonita haemastoma en biosurveillance pourrait étre
consolidée par des comparaisons interspécifiques et par [’¢largissement des sites

d’échantillonnage a d’autres zones cotieres soumises a des pressions anthropiques variables.
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1. 3 International Conference on Contemporary Academic Research (ICCAR 2024),
10-11 novembre 2024, Orale, "Analysis of Enzymatic Reactions of Catalase, Glutathione
S-Transferase, and Reduced Glutathione to Cr:0s; Nanoparticle Exposure in Stramonita
haemastoma”, Konya, Turquie.

2. Mediterranean Conference on Environment, Risks and Health (MCERH’ 2024), 15-
16 octobre 2024, Orale, "Exploration des Relations entre [’exposition a I'AL:Os et les
Réponses des Biomarqueurs chez Stramonita haemastoma”, Université Mohamed Cherif
Messaadia, Souk Ahras, MCERH"2024.

3. International Conference on Environmental Biology and Biotechnology (ICEBAB-
24), 26-27 septembre 2024, Orale, "Evaluation de la pollution marine par I'accumulation
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Université d'Istanbul, Turquie.

4. International Seminar on Agri-Food & Industrial Biotechnology (ISABI 2024), 26-27
juin 2024, Poster, "S. haemastoma : Un Bioindicateur de la Pollution Marine par les
Eléments Métalliques Trace le Long de la Cote Est Algérienne”, Université Dijilali
Bounadma de Khemis Miliana, Algérie.

5. International Seminar on Agri-Food & Industrial Biotechnology (ISABI 2024), 26-27
juin 2024, Orale, "Nanotoxicologie et biotechnologie : induction de stress oxydant chez S.
haemastoma suite a l'exposition aux nanoparticules Al-Os", Université Djilali Bounadma
de Khemis Miliana, Algérie.

6. Deuxieme Séminaire International sur la Biodiversité, Environnement et Santé, 9-10
décembre 2024, Orale, "Le gastéropode marin S. haemastoma comme bioindicateur de
contamination par les nanoparticules d'A1:0s : étude de la neurotoxicité”, Université Abou
Bekr Belkaid Tlemcen, Algérie.

7. Deuxieme Séminaire International sur la Biodiversité, Environnement et Santé, 9-10
décembre 2024, Poster, "Variations Spatiotemporelles des Biomarqueurs chez S.
haemastoma : Implications pour la Surveillance Environnementale™, Université Abou
Bekr Belkaid Tlemcen, Algérie.

8. The Second International Congress on Energy and Industrial Processes Engineering
(ICEIPE’24), 14-16 mai 2024, Poster, "Acute Toxicity of Al-:Os Nanoparticles in the
Marine Gastropod Stramonita haemastoma: Oxidative Stress and Neurotoxicity"”,
Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene (USTHB), Alger,
Algérie. DOI : http://dx.doi.org/10.21467/abstracts.17
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9.

10.

1" Séminaire International Scientifique Tuniso-Algérien « Valorisation des
Ressources Naturelles et Biosurveillance » (SISTA-VRNB), décembre 2023, Poster,
"Impact des nanoparticules du Cr:0s sur [’espece marine méditerranéenne Stramonita
haemastoma”, Amir Palace - Monastir, Tunisie. Site : SISTA-VRNB

First International Seminar on Ecology and Biotechnology, in Mediterranean
Atmosphere Climate (ISEBMCE), novembre 2023, Poster, "Evaluation de la toxicité
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Muricidae)", Université Ferhat Abbas Sétif 1, Algérie. Site : ISEBMCE
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12.

13.
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15.

1t National Environmental Biology And Ecology Day (NEBED1), 5 juin 2024, Poster,
"Influence des nanoparticules de Cr:0s sur l'activité de la catalase, du glutathion et de la
glutathion-S-transférase chez I'escargot méditerranéen Stramonita haemastoma”,
Université Badji Mokhtar - Annaba, Algérie.

15t National Online Seminar on the Restoration and the Rehabilitation of the Natural
Ecosystems (RRNE 2024), 24 juin 2024, Poster, "Effets neurotoxiques des nanoparticules
d'Al:0s sur S. haemastoma : une étude de la réponse globale”, Université de Relizane,
Algérie.

Séminaire national sur les bioindicateurs et la santé environnementale (SNBSE-24), 3-
4 mai 2024, Orale, "Toxicité in vivo des nanoparticules d’oxyde d’aluminium (Al20s) sur
[’espéce marine méditerranéenne Stramonita haemastoma", Université Chadli Bendjedid
- El Tarf, Algérie.

1% Séminaire National sur la Biodiversité, Risques Environnementaux et Santé
Publique, 23-24 avril 2024, Orale, "Toxicité subaigué des nanoparticules d'Al-Os chez le
gastéropode marin S. haemastoma : étude des effets neurotoxiques"”, Université Chadli
Bendjedid - El Tarf, Algérie

National Doctoral Day and Research Posters “Biological Sciences”, 2021, Poster, "The
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