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Résumé

Cette thése examine la toxicité d’une mixture de nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO
NPs) et de cadmium (Cd) sur Helix aspersa, un bioindicateur clé pour la biosurveillance
environnementale. Menée au Centre de Recherche en Biotechnologie, 1’étude a impliqué 180
escargots adultes exposés pendant 28 jours a un sol naturel contaminé par une concentration
fixe de cadmium (1500 mg/kg) et des doses croissantes de ZnO NPs (250, 750, 2250, 6750, et
20250 mg/kQg).

Les résultats ont révélé des altérations physiologiques importantes, notamment une perte
de poids dose-dépendante des tissus mous et des organes (hépatopancreéas et reins), traduisant
un impact physiologique significatif. Des perturbations métaboliques ont également été
constatées, avec une diminution du glutathion réduit (GSH), une augmentation du
malondialdéhyde (MDA\) et des déséquilibres en protéines totales, indiquant un stress oxydatif

majeur.

Les systémes antioxydants, bien que sollicités, n’ont pas pu compenser ces dommages,
comme en témoignent I’inhibition dose-dépendante des enzymes GST, CAT et AChE,
traduisant des dysfonctionnements de détoxification, des dommages neurologiques et une

incapacité a protéger les cellules.

Par ailleurs, des lésions histopathologiques graves ont été observées dans les reins et
I’hépatopancréas, reflétant des dégats irréversibles. Ces résultats confirment la sensibilité des
escargots Helix aspersa aux mélanges de ZnO NPs et de cadmium, renforcant leur réle comme
bioindicateurs de contamination environnementale. L’étude met en évidence les effets toxiques
combinés de ces nanoparticules et appelle a des réglementations strictes pour limiter leur impact

sur les écosystémes terrestres.

Mots clés : Helix aspersa, nanoparticules d'oxyde de zinc, cadmium, CAT, GST, GSH,

MDA, AChE, histopathologie, biomarqueurs, rein, hépatopancréas.
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Abstract

This thesis examines the toxicity of a mixture of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) and
cadmium (Cd) on Helix aspersa, a key bioindicator for environmental biosurveillance.
Conducted at the Center for Biotechnology Research, the study involved 180 adult snails
exposed for 28 days to a natural soil contaminated with a fixed concentration of cadmium (1500
mg/kg) and increasing doses of ZnO NPs (250, 750, 2250, 6750, and 20250 mg/kg).

The results revealed significant physiological alterations, including a dose-dependent loss
of weight in soft tissues and organs (hepatopancreas and Kidneys), indicating a major
physiological impact. Metabolic disturbances were also observed, with a decrease in reduced
glutathione (GSH), an increase in malondialdenhyde (MDA), and imbalances in total proteins,

indicating major oxidative stress.

Although the antioxidant systems were activated, they were unable to compensate for the
damage, as evidenced by the dose-dependent inhibition of the enzymes GST, CAT, and AChE,
which reflect dysfunctions in detoxification, neurological damage, and an inability to protect
cells.

Additionally, severe histopathological lesions were observed in the kidneys and
hepatopancreas, reflecting irreversible damage. These results confirm the sensitivity of Helix
aspersa to mixtures of ZnO NPs and cadmium, reinforcing their role as bioindicators of
environmental contamination. The study highlights the combined toxic effects of these

nanoparticles and calls for strict regulations to limit their impact on terrestrial ecosystems.

Keywords: Helix aspersa, zinc oxide nanoparticles, cadmium, CAT, GST, GSH, MDA, AChE,

histopathology, biomarkers, kidneys, hepatopancreas.
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Introduction

Introduction générale

La nanotechnologie, une discipline émergente, se concentre sur la manipulation des
matériaux a I'échelle moléculaire, atomique, et subatomique. Elle offre un large éventail de
perspectives dans des domaines variés tels que la médecine, I'agriculture, I'environnement, et
I'électronique (Barhoum et al., 2022 ; Elmer et White, 2018 ; Fincheira et al., 2021 ; Jalil
etal., 2023a ; Khan et al., 2022 ; Pang et al., 2024 ; Piccinno et al., 2012 ; Sani et al., 2023
; Nam et Luong, 2019).

En particulier, I'application des nanoparticules (NP), telles que celles a base de zinc
(Zn0), dans I'agriculture suscite un intérét croissant en raison de leur capacité a améliorer la
productivité des cultures et a favoriser leur résilience physiologique (Adil et al., 2024 ;
Alhaithloul et al., 2023 ; Haider et al., 2024 ; Hanif et al., 2024 ; Jalil et al., 2023b).
Toutefois, cette méme efficacité souléve des préoccupations environnementales, car les
nanoparticules peuvent s'accumuler dans le sol et les eaux de surface, générant ainsi un risque
de contamination a long terme (Adil et al., 2024 ; Gottschalk et al., 2009 ; Jan et al., 2022 ;
Songetal., 2010 ; Wan et al., 2019). Les nanoparticules de zinc, utilisées comme nano-engrais,
sont par exemple susceptibles de polluer les écosystemes aquatiques et terrestres, en raison de

leur grande réactivité et de leur capacité a interagir avec les organismes vivants.

Les nanoparticules, en raison de leur petite taille, peuvent pénétrer dans les cellules des
organismes vivants, induisant la production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), ce qui
provoque un stress oxydatif et des dommages cellulaires (Wang et al., 2015). L’accumulation
de ces substances dans les environnements naturels a conduit a des préoccupations croissantes
concernant leur impact sur la santé des écosystemes, en particulier en ce qui concerne les
organismes qui y vivent. En effet, ces nanoparticules peuvent perturber les processus
physiologiques des especes sensibles, entrainant des effets toxiques et des altérations des

fonctions biologiques normales (Jan et al., 2022).

Parmi les organismes les plus vulnérables a ces contaminants, les escargots terrestres, et
plus particulierement Helix aspersa, ont émergé comme des bioindicateurs efficaces pour
évaluer I'impact des nanoparticules dans les écosystémes terrestres. Les escargots terrestres sont
utilisés dans 1’évaluation de la contamination par les métaux lourds en raison de leurs
caractéristiques biologiques uniques. Leur mode de vie sédentaire, leur capacité a accumuler
des contaminants et leur grande sensibilité aux variations environnementales en font un modele

idéal pour les études écotoxicologiques (Nica et al., 2013 ; Thanh-Nho et al., 2019). Ces
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organismes accumulent les métaux lourds présents dans le sol et dans la végétation ingérée, et
cette bioaccumulation permet d’étudier directement la pollution dans les tissus des escargots
(Thanh-Nho et al., 2019).

En particulier, le cadmium (Cd), un métal omniprésent et hautement toxique pour les
organismes aquatiques et terrestres, représente une menace environnementale significative.
L'exposition au cadmium entraine la génération de ROS et un déséquilibre des antioxydants
dans les cellules, induisant des dommages biologiques (Gnatyshyna et al., 2023 ; Xu et al.,
2017). Les études sur Helix aspersa montrent que ces escargots peuvent étre utilisés pour
évaluer les effets du cadmium ainsi que d'autres contaminants environnementaux, y compris les
nanoparticules (Ait Hamlet et al., 2013 ; Grara, 2011).

En outre, I'impact des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO), en particulier dans les sols
et les systemes terrestres, est encore mal compris. Ces nanoparticules présentent un potentiel
d'utilisation dans I’assainissement de 1I’environnement, mais elles induisent également des effets
toxiques, notamment en perturbant les fonctions biologiques des organismes vivants. Les
nanoparticules de ZnO, en raison de leur taille nanométrique et de leur réactivité élevée, peuvent
interagir avec les cellules des escargots et induire la formation de radicaux libres, entrainant un
stress oxydatif et des dommages au niveau cellulaire (Grara et al., 2015 ; Boucenna, 2016).
Des recherches récentes ont observé des altérations pathologiques dans les tissus des escargots
exposés a ces nanoparticules, y compris des signes d'apoptose et de néphrotoxicité (Wang et
al., 2024 ; Zhao et al., 2019 ; Zhang et al., 2014).

Ainsi, Cette recherche vise a évaluer les effets des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO)
et de cadmium (Cd) sur divers parametres physiologiques chez I'escargot Helix aspersa, en
particulier son comportement, son poids corporel, le diaméetre de sa coquille, ainsi que le poids
des principaux organes internes, tels que 1’hépatopancréas et les reins. L'étude explore
également le role du stress oxydatif dans la toxicité induite par I'exposition a une mixture de
ces nanoparticules, en se concentrant sur les variations des taux protéiques et les mécanismes
antioxydants impliqués dans la détoxification. Cela inclut la quantification de biomarqueurs de
défense et de dommage pour évaluer la capacité d'adaptation des escargots a ce stress

environnemental.

L'objectif final de ce travail est d'évaluer les impacts toxiques des nanoparticules ZnO et
Cd sur les tissus essentiels, en particulier I’hépatopancréas et les reins, afin de mieux
comprendre les mécanismes de toxicité et les altérations histopathologiques qui en résultent.

Les conclusions de cette étude devraient également permettre de mieux appréhender les risques
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écotoxicologiques associés a la présence de ces nanoparticules dans 1’environnement, en

mettant en lumiére leurs effets sur des bioindicateurs de pollution tels que Helix aspersa.

Structure du travail :

1.

Revue des effets écotoxicologiques des nanoparticules de ZnO et Cd : Cette section
présente une analyse des impacts de ces nanoparticules sur les bioindicateurs de
pollution, en particulier Helix aspersa, en explorant les mécanismes de toxicité et les

processus de stress oxydatif induits par leur exposition.

Evaluation de I'impact des nanoparticules sur la croissance et la survie des
escargots : Cette partie analyse les effets des nanoparticules sur les parameétres de
croissance et de survie des escargots, en tenant compte des variations comportementales

et physiologiques induites par I'exposition.

Analyse des biomarqueurs du stress oxydatif : Cette section se concentre sur
I'évaluation des biomarqueurs enzymatiques et non enzymatiques du stress oxydatif

chez Helix aspersa, apres exposition aux nanoparticules de ZnO et Cd.

Etude des altérations histopathologiques des tissus : Cette partie explore les
modifications histopathologiques observées dans les tissus vitaux des escargots, tels que

I’hépatopancréas et les reins, suite a I'exposition aux nanoparticules.

Conclusion genérale et perspectives futures : La conclusion discute des résultats
obtenus, tout en identifiant les pistes de recherche a venir, notamment concernant

I'évaluation des risques écotoxicologiques pour les écosystemes.
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Chapitre | Généralités sur la pollution

1. Généralités sur la pollution

La pollution, définie par Holdgate (1979) comme [I’introduction de substances ou
d’énergies nuisibles dans 1’environnement, engendre des perturbations significatives des
écosystémes naturels et pose des risques majeurs pour la santé humaine ainsi que pour la
biodiversité. Le rapport de 1965 du comité scientifique de la Maison Blanche identifie la
pollution comme étant principalement due aux activités humaines, entrainant des modifications
défavorables dans la distribution de 1’énergie, les niveaux de rayonnement, et les propriétés
physicochimiques de ’environnement, ce qui impacte finalement les espéces vivantes et les
ressources agricoles (Sandip et al., 2024). Ramade et Roche (2006) décrivent cette altération
anthropique des écosystemes comme incluant non seulement des changements dans les
concentrations chimiques naturelles, mais aussi I’introduction de substances artificielles et

d’espéces exotiques.

L’industrialisation et 1’urbanisation sont largement reconnues comme les principaux
moteurs de ce phénomene. Les polluants, y compris les particules fines et les substances
chimiques toxiques, dépassent souvent les seuils de sécurité, ce qui entraine des conséquences
graves pour la santé publique et une dégradation accrue de I’environnement (Great et al., 2024;
Sultan et al., 2024). L'augmentation des déces attribuables a la pollution, particulierement dans
les pays a revenu faible et intermédiaire, met en lumiére I'urgence d'adopter des stratégies
d'atténuation efficaces. Ces stratégies incluent I'amélioration des systémes de traitement des
eaux usees et la promotion de pratiques durables, tout en mettant en ceuvre une approche globale
intégrant la sensibilisation du public, lI'innovation technologique, et I'application stricte de
politiques environnementales (Laxmi et al., 2024 ; Nidhi et al., 2024). La pollution, en raison
de sa complexité et de sa nature multifactorielle, demeure un défi majeur nécessitant des
interventions concertées a I'échelle mondiale pour protéger les écosystemes et la santé humaine
(Ajmal et Sajeev, 2023 ; Sandip et al., 2024).

2. Classification de la pollution :

La pollution peut étre classée selon la nature du polluant en gquestion, on parle donc : de
pollution physique, chimique, biologique et les nuisances esthétiques. Ou encore selon le
compartiment affecté : la pollution des eaux la pollution du sol et la pollution de I'air (Biswal
& Malik, 2021).la pollution sonore. Chacune de ces catégories présente des caractéristiques

spécifiques et nécessite des approches différentes pour sa gestion et sa réduction (Galan, 2023).
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Il est essentiel de comprendre ces classifications pour mieux cibler les actions de prévention et
de remédiation.En outre, chaque type de pollution présente des caractéristiques spécifiques qui
nécessitent des approches adaptées pour leur gestion efficace (Liu et al., 2015 ; Zhang et al.,
2021).

2.1. La pollution atmosphérique :
L'air est pollué «lorsque la présence d'une substance étrangére ou une variation importante
dans la proportion de ses constituants est susceptible de provoquer un effet nuisible ou de cree

un gene (Saxena & Sonwani, 2019).

Cette pollution peut provenir de sources naturelles, comme les volcans, ou d'activités humaines,

telles que l'industrie et les transports.

Les principales causes naturelles de la pollution de I'atmosphere sont : le transport éolien
des particules du sol et du pollen, les incendies de forét et les émissions volcaniques. Les
activités humaines, quant a elles, incluent les émissions industrielles, les gaz d'échappement
des véhicules et l'utilisation de combustibles fossiles, qui contribuent significativement a la
dégradation de la qualité de I'air.Ces sources de pollution entrainent des conséquences graves
sur la santé humaine, notamment des maladies respiratoires et cardiovasculaires, ainsi que des
impacts environnementaux tels que l'acidification des sols et la dégradation des écosystémes.De
plus, la pollution de l'air peut également affecter la biodiversité en perturbant les habitats
naturels et en menacant certaines espéces (Khelfi, 2018 ; Singh et al., 2022).

Le rejet intempestif de substances diverses dans I'atmosphére constitue sans aucun doute
la plus évidente des dégradations de I'environnement par I'homme, ainsi la pollution de l'air et
I'éventualité d'un réchauffement climatique font partie des grands problémes environnementaux
actuels (Al-Taai & al-Dulaimi, 2022).

2.2. La pollution du sol :

Les sols jouent souvent le r6le d'intermédiaire crucial entre I'atmosphere et I'nydrosphere,
interceptant une partie des polluants émis par I'activité humaine dans l'air. Contrairement a la
pollution atmosphérique, qui touche a la fois les zones urbaines et rurales, la pollution des sols
est principalement un phénomene rural, résultant en grande partie de I'adoption de pratiques
agricoles modernes. Bien que l'utilisation d'engrais chimiques ameliore la productivité des
cultures, leur application répétée a des doses élevées entraine une accumulation de polluants

dans les sols, en raison des impuretés qu'ils contiennent. Cette situation est également observée
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avec l'utilisation de pesticides, qu'ils soient d'origine minérale ou organique (Singh & Singh,
2020 ; Upadhyay et al., 2020).

La simple présence d'un polluant dans le sol ne constitue pas nécessairement un danger.
Le risque se manifeste lorsque ce polluant devient mobilisable et interagit avec I'environnement,
affectant potentiellement la faune, la flore ou la santé humaine. Les métaux lourds, par exemple,
peuvent étre dissous dans les sols inorganiques par des mécanismes tels que I'absorption ou les
échanges ioniques. Dans ce contexte, le sol ne fonctionne plus comme un « filtre » efficace, et
ces métaux peuvent suivre divers trajets, contribuant a la contamination des écosystemes
environnants.De plus, I'accumulation de ces substances toxiques peut entrainer des effets
cumulatifs, rendant la situation encore plus préoccupante pour la biodiversité et la santé
publique (Yadav et al., 2017 ; Kumar et al., 2023).

2.3. La pollution de I'eau :

La pollution des eaux consiste en des déversements, écoulements, rejets, dépots directs
ou indirects de matiéres de toutes natures, et le plus généralement tout a fait susceptibles de
provoquer ou d'accroitre la dégradation des eaux, en modifiant leurs caractéristiques physiques,
chimiques, biologiques ou bactériologiques qu'il s'agisse d'eaux superficielles, souterraines ou
des eaux de mer, dans la limite des eaux territoriales ( Schweitzer & Noblet, 2018 ; Viguier,
2023).

L'eau est évidemment un élément particuliérement important pour les polluants en général
et les métaux lourds en particulier, car elle va entrainer des réactions chimiques liées a lI'acidité,
I'alcalinite, la température et I'oxygénation. De ce fait, les milieux aquatiques sont trés sensibles
aux éléments traces par la coexistence de deux phénomeénes de bio-accumulation et de bio
magnification et les ETM se concentrent au fur et & mesure des absorptions dans la chaine
alimentaire, par exemple, dans I'eau la mobilité et la biodisponibilité du Cadmium s'accroissent
lorsque le pH, la dureté, la concentration de matiéres en suspension et la salinité sont faibles et

lorsque le potentiel d'oxydoréduction est élevé (Yunusa et al., 2023).

Ces facteurs environnementaux influencent non seulement la toxicité des métaux lourds,
mais également leur interaction avec les organismes aquatiques, ce qui peut avoir des

conséquences graves sur la biodiversité et la santé des écosystémes (Garai et al., 2021).
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3. Origines et Classification des Polluants dans ’Environnement :

Les polluants, qu'ils soient d'origine naturelle ou anthropique, varient en termes de

composition, de comportement et d'impact sur les écosystemes et la santé humaine. Une

substance est considérée comme un polluant lorsqu'elle est introduite dans I'environnement en

concentration supérieure a celle observée dans des conditions non polluées, que cette substance

soit d'origine chimique ou biologique. Lorsqu'un polluant pénetre dans un organisme vivant, il

est alors qualifié de xénobiotique (Chaukura, 2022).

3.1. Origines des Polluants :

Les polluants peuvent provenir de sources naturelles ou anthropiques :

Pollution Naturelle : Cette catégorie comprend les substances libérées par des
phénomeénes naturels ayant des effets marqués sur les écosystéemes. Par exemple, les
éruptions volcaniques émettent du dioxyde de soufre (SO2), ce qui contribue aux pluies
acides, tandis que les incendies de forét, souvent causés par la foudre, libérent du
dioxyde de carbone (CO2), exacerbant I'effet de serre (Milan et Sahu, 2024). Les
processus naturels tels que I'eutrophisation, causés par des proliférations d'algues dans
les eaux stagnantes, peuvent également asphyxier la vie aquatique (Yang, Z., 2023).
Ces phénomeénes illustrent la complexité des interactions entre les processus naturels et
la pollution. Il est crucial de noter que la distinction entre polluants naturels et
anthropiques est souvent floue, les activités humaines pouvant intensifier les effets des

sources de pollution naturelles (Paul, 2023).

Pollution Anthropique : Les polluants d'origine humaine, tels que les gaz a effet de
serre (GES), ont un impact significatif sur la biosphere. Bien que le dioxyde de carbone
(CO2) soit naturellement présent dans l'atmosphére, ses niveaux augmentent
principalement en raison des activités humaines telles que les transports et la production
industrielle, contribuant au changement climatique (Antonin et al., 2024 ; Marat et al.,
2024). Les particules industrielles, comme celles observées dans le Svalbard, ajoutent
une dimension a la complexité des interactions entre polluants naturels et anthropiques
(Filip et al., 2024). Les dynamiques des émissions de polluants, notamment dans des
pays comme la Chine, révelent des changements dans les sources et types de pollution,

soulignant la nécessité d'approches de gestion ciblées (Huihang et al., 2023).




Chapitre | Généralités sur la pollution

3.2. Classification des Polluants :

Les polluants se classifient en plusieurs catégories selon leur comportement dans

I'environnement :

o Polluants Conservatifs : Ce sont des substances qui ne sont pas facilement éliminées
ou dégradées dans le milieu. Cela inclut les métaux lourds et les Polluants Organiques
Persistants (POPs), tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS), les
polychlorobiphényles (PCBs), et divers pesticides comme le DDT et le lindane
(Fitzgerald & Wikoff, 2014 ; Bari et al., 2021). Ces polluants persistent dans
I'environnement et peuvent s'accumuler dans les organismes vivants, causant des effets

toxiques a long terme.

o Polluants Dégradables : Ces polluants peuvent étre transformés ou éliminés par des
processus naturels ou biologiques, bien que cette dégradation puisse parfois générer des
sous-produits nocifs. Les exemples incluent certains hydrocarbures, détergents et
produits phytosanitaires (McClary, 2022).

o Polluants Non Conservatifs : Ceux-ci disparaissent généralement au fil du temps,
comprenant des éléments comme la matiére organique, les sels nutritifs, ainsi que les
bactéries et les virus (Negrete-Bolagay et al., 2021). Ces substances, bien qu'elles
puissent étre biodégradables, peuvent encore avoir des impacts environnementaux selon

leur concentration et leur contexte.

Les polluants incluent une grande variété de substances, allant de molécules simples a des

particules complexes, sous diverses formes telles que solides ou gazeuses (Shuo et al., 2024).

Peuvent pénétrer dans les organismes vivants par inhalation ou ingestion, se diffusant ensuite
dans leur systéme. Leur toxicité est souvent associée a des processus tels que le stress oxydatif
et l'inflammation, qui dépendent de la composition chimique des polluants et des niveaux
d'exposition (Ana et al., 2023 ; Kukreja et al., 2023). L'évaluation des risques
environnementaux liés aux polluants repose sur plusieurs caractéristiques clés, notamment leur
persistance dans le milieu, leur biodégradabilité, et leur potentiel a provoquer des phénomeénes
d’eutrophisation (Mathew et al., 2017).
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4. Principaux polluants

4.1 Polluants Organiques Persistants (POP)

Les polluants organiques persistants (POP) sont des composés organiques qui demeurent
dans I'environnement en raison de leur résistance a la dégradation par la lumiere, les processus
biologiques et chimiques. Ces substances, souvent halogénées, possedent une faible solubilité
dans I'eau mais une forte solubilité dans les graisses, ce qui conduit a leur accumulation dans
les tissus adipeux. De plus, leur semi-volatilité leur permet de voyager sur de longues distances

dans l'air avant de se déposer (Rani et al., 2022).

Ces caractéristiques font des POP des contaminants préoccupants pour la santé humaine
et I'écosystéme, car ils peuvent s'accumuler dans la chaine alimentaire et provoquer divers effets

néfastes, tels que des troubles endocriniens et des cancers (Thompson et al., 2019).

4.2 Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) figurent parmi les polluants
organiques les plus répandus dans les sols et les déchets industriels. Les HAP, ainsi que des
composés phénoliques et chlorés comme le phénol et le pentachlorophénol, sont les plus

fréguemment observés (Gholamalizadeh & Ahangar, 2010)

Ces polluants, d'origine naturelle ou anthropique, proviennent de divers processus
incluant la biosynthése, les emissions de combustibles fossiles, et la combustion de matiéres
organiques. Leur formation est principalement due aux activités humaines telles que
I'incinération des déchets, les procédés industriels, et les émissions des moteurs (Yadav et al.,
2022 ; Abdel-Shafy & Mansour, 2016) a combustion. Les HAP sont particuliérement
préoccupants en raison de leur capacité a s'accumuler dans les tissus vivants et de leur potentiel
cancérogene, ce qui souleve des inquiétudes quant a leur impact sur la santé humaine et

I'environnement (Szatylowicz & Hawrylik, 2022).

4.3 Polychlorobiphényles (PCB)

Les polychlorobiphényles (PCB) sont des composés organiques omniprésents, fabriqués
industriellement depuis 1929, qui se composent d'un noyau biphényle avec jusqu'a cing atomes
de chlore. Leur production a commencé par la chloration du biphényle avec du chlorure
ferrique. Les PCB, utilisés dans des systémes variés allant des systémes clos contrélables a ceux
ouverts en contact avec I'environnement, présentent une stabilité chimique remarquable et sont

peu solubles dans I'eau. Leur accumulation dans les tissus gras et leur faible toxicité aigué
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contrastent avec les effets nocifs observés lors d'une exposition chronique a faibles
concentrations (Hutzinger & Roof, 1980 ; Stohs, 2014 ; Kodavanti, 2014 ; Dave et al., 2021).

4.4 Pesticides

Les pesticides se divisent en trois grandes catégories : inorganiques, organométalliques
et organiques. Les pesticides organiques incluent plusieurs familles chimiques telles que les
organochlorés, les organophosphorés, et les carbamates. Les propriétés physiques et chimiques
de ces molécules influencent leur comportement environnemental et leur toxicité, y compris
leur volatilité, hydrosolubilité, affinité pour les particules atmosphériques et adsorption sur les
sols (Luo & Wu, 2019 ; Rajmohan et al., 2020 ; Muniv, 2022 ).

4.5 Eléments Trace Métalliques (ETM)

4.5.1 Généralités

Les éléments traces métalliques (ETM) sont présents en concentrations inférieures a 0,1%
dans la croGte terrestre et représentent 0,6% de la lithosphere. Ces éléments, principalement des
métaux et métalloides, se dispersent dans I'environnement par érosion et cycles
biogéochimiques, mais aussi par activités humaines comme l'industrie et I'agriculture (Alloway,
2013; Pacyna et al., 2016 ; Sahu & Basti, 2021). Les ETM peuvent étre géogénes ou
anthropogénes et sont détectés méme dans les zones les plus éloignées comme les poles et les
sommets himalayens (Romié, 2012 ; Crombez et al., 2020).

Certains ETM comme le cobalt, le cuivre et le zinc sont essentiels pour les fonctions
biologiques, tandis que d'autres comme le cadmium et le mercure sont non essentiels et peuvent
étre nocifs (Kabata-Pendias & Szteke, 2015 ; Yang, 2022)

4.5.2. Eléments Traces Métalliques : Origines, Distribution et Impacts

Les éléments traces métalliques (ETM) sont présents en concentrations inférieures a 0,1%
dans la crodte terrestre et représentent environ 0,6% de la lithosphére. Ces éléments, constitués
principalement de métaux et de métalloides, se dispersent dans l'environnement par des
processus naturels tels que I'érosion et les cycles biogéochimiques, ainsi que par des activites
humaines telles que l'agriculture et I'industrie (Alloway, 2013 ; Pacyna et al., 2016 ; Anand
et al., 2024; Edward, 2022). Les ETM peuvent étre d'origine géogenique ou anthropique et
sont détectes méme dans les zones les plus isolées, telles que les pdles et les sommets
himalayens (Romi¢, 2012 ; Crombez et al., 2020).

Certains ETM, tels que le cobalt, le cuivre et le zinc, sont essentiels pour diverses

fonctions biologiques. En revanche, d'autres, comme le cadmium et le mercure, ne sont pas
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nécessaires pour les processus biologiques et peuvent présenter des risques importants pour la
santé et I'environnement (Kabata-Pendias & Szteke, 2015 ; Yang, 2022). Les recherches
montrent que les niveaux élevés de perturbation des sols, lies notamment aux pratiques
agricoles, sont corrélés a des concentrations accrues de certains ETM, ce qui indique une
contamination potentielle (Anand et al., 2024 ; F, Haque et al., 2023). De plus, les pratiques
agricoles intensives contribuent a I'accumulation de certains ETM dans les sols, accentuant les
impacts anthropiques sur la qualité environnementale (F, Haque et al., 2023).

Ainsi, bien que certains ETM soient nécessaires a la vie, leur présence excessive,
exacerbée par les activités humaines, peut entrainer des risques écologiques et sanitaires
considérables (Edward, 2022 ; Tarik, 2020). La compréhension des origines, de la distribution
et des impacts des ETM est cruciale pour évaluer et gérer les risques associés a ces éléments

dans divers contextes environnementaux.

5. Généralités sur les Eléments-Traces Métalliques (ETM)

Les éléments-traces métalliques (ETM) désignent un groupe d'éléments chimiques
présents en faible concentration dans la crolte terrestre, représentant collectivement environ
0,6 % de la lithosphére (He et al., 2005 ; Baize, 2009). Bien gqu'ils soient présents en quantités
infimes, ces éléments jouent un réle crucial dans les processus biologiques et
environnementaux. Ils comprennent a la fois des métaux essentiels, qui sont nécessaires au bon
fonctionnement des organismes vivants, et des métaux non essentiels, dont certains peuvent
étre toxiques méme a faible concentration (Fraga, 2005 ; Kabata-Pendias, 2010 ; Hooda,
2010 ; Sahu & Basti, 2021).

Les ETM incluent des éléments comme le cuivre, le zinc, le nickel et le fer, qui sont vitaux
pour diverses fonctions biochimiques et physiologiques, y compris la formation de structures
cellulaires et la catalyse enzymatique (WHO, 1996 ; Valko et al. 2005 ; Festa & Thiele, 2011).
Ces eléments, bien gue nécessaires en faibles quantités, peuvent devenir toxiques lorsqu'ils sont
présents en exces dans I'environnement, provoquant des effets néfastes sur la santé humaine,
animale et végétale (Viard-La Rocca, 2004 ; Abreu et al., 2014).

En revanche, des éléments comme le cadmium, le plomb, et le mercure, n'ont pas de
fonction biologique reconnue et sont généralement considérés comme toxiques. Leur présence
dans I'environnement est souvent due a des activités anthropiques telles que l'industrie,

I'agriculture, et les transports, qui libérent ces éléments en quantités significatives, augmentant
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ainsi leur dispersion et leur accumulation dans divers compartiments de I’environnement
(Adriano, 2001 ; Pacyna et Pacyna, 2001 ; Alloway, 2013 ; Arora et al., 2023).

Les ETM sont naturellement introduits dans les sols par l'altération des roches, mais leur
concentration peut étre fortement augmentée par les actions humaines. Les activités
anthropiques ont conduit a une augmentation notable de la présence d'ETM dans des régions
éloignées et sensibles, telles que les poles et les hautes montagnes (Krachler et al. 2008 ; Lee
et al. 2008 ; Howard, 2017). Cette dispersion généralisée des ETM, qu'ils soient d'origine
géogene ou anthropogene, pose des défis significatifs pour la gestion de la qualité des sols et la

protection des écosystemes (Edelstein et Ben-Hur, 2018 ; Jiao et al., 2020).

5.1. Terminologies Associées aux Eléments-Traces Métalliques (ETM)

Les éléments-traces métalliques ont été désignés par divers termes tels que « métaux toxiques
» 0U « métaux-traces », mais le terme « métaux lourds » est le plus couramment utilisé. Il fait
référence principalement a un groupe d'éléments ayant une densité supérieure a 5 g.cm™3
(Hooda, 2010 ; Marcovecchio et al., 2013). Toutefois, tous les éléments-traces ne sont pas
nécessairement des métaux, ce qui nécessite une distinction claire entre les différentes

catégories : métaux, métaux lourds, éléments-traces métalliques et métalloides :

5.1.1. Métaux

Par définition, un métal est un corps simple, caractérisé par un éclat particulier dit « éclat
métallique », une aptitude a la déformation : tantdt ductile et malléable, comme le fer et I’argent,
tantot cassant, comme 1’antimoine et le bismuth, une tendance marquée a former des cations, et
enfin, et en générale, une bonne conduction de la chaleur et I'électricité (Duval, 1978 ; Lam &
Chen, 2019).

5.1.2. Métalloides
Métalloide est un terme utilisé pour désigner les éléments chimiques dont les propriétés

sont intermédiaires entre celles des métaux et celles des non-métaux (Bienert et al., 2008)

Leur activité chimique s'explique par leur caractére d'accepteurs d'électrons. Les
métalloides sont des oxydants qui se combinent avec les métaux pour former des sels, ils se
combinent facilement avec des protons acides pour donner des acides et lorsqu'ils réagissent
avec l'oxygeéne, ils donnent des anhydrides (Lombi et al., 2010 ; Porterfield, 2013). Les
métalloides sont rassemblés dans une méme zone du tableau périodique (Tableau 01) des
éléments et comprennent : le bore (B), le silicium (Si), le germanium (Ge), I'arsenic (As),
I'antimoine (Sb), le tellure (Te), et le polonium (Po) (Bonchev, 1981 ; Bienert et al., 2008).
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5.1.3. Métaux lourds

On appelle genéralement métaux lourds les éléments métalliques naturels, caractérisés
par une masse volumique élevée supérieure a 5 g.cm-3. Les métaux lourds sont présents dans
tous les compartiments de I’environnement, mais en général en quantités trés faibles, ou encore
sous forme de traces. Il s’agit de tous les éléments de transition possédant une orbital d’insaturée

(Fourest, 1993 ; Mitra, 2015 ; null, 2022). Ces métaux sont présentés dans la figure 01.

H He
5 Be B ) C N O QF ®
Na Mg si i §s Jjc
K Ca \J ® Cr gMn jFe BCo Cu §Zn §Ga |Ge Kr
Mo giTc Ru |Rh d In Sc& e I - Xe
a W |JRe |JOs |Ir Pt n Po* JAt* JRn*
Fr* IRa* - I I
Prm* m

Pa*ju* |INp* |Pu* | Am*|Cm"|Bk* |CI* JEs* |Fm* *INo* Jur*

I : Essentiel pour les plantes et les animaux

\ ) : Essentiel pour les plantes uniquement

: Détermination quantitative dans les plantes/
Comparaison inter-laboratoire

» : Essentiel pour les animaux uniquement * :Tous les nuclides de ces éléments sont radioactive

Figure 1. Tableau périodique des éléments traces métalliques indiquant les éléments essentiels
(Vatsala, 1998 ; Bock von Wiilfingen, 2019)

5.2. Propriétés et Origine des Eléments-Traces Métalliques (ETM)
5.2.1 Propriétés des ETM

Malgré les préoccupations environnementales qu'ils soulévent, certains ETM sont
indispensables a I'numanité en raison de leurs propriétés physico-chimiques uniques. Ces
éléments sont intégrés dans une vaste gamme de produits industriels, pharmaceutiques,

énergeétiques, et chimiques, rendant leur substitution difficile (Sahu & Basti, 2021). Dans cette
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these, nous nous concentrons sur les éléments Cadmium (Cd) et Zinc (Zn), dont les principales

propriétés physico-chimiques sont répertoriées dans le tableau 01 ci-dessous.

Tableau 1. Principales propriétés physico-chimiques des ETM étudiés (Ouvaroff et al., 2022)

Elément  Symbole Numéro Masse atomique Densité Point de fusion
atomique (gemol™) (gecm™3) (°C)
Cadmium Cd 48 112,41 8,65 321,05
Zinc Zn 30 65,38 7,13 419,55

5.2.2 Origine des ETM

Les ETM sont naturellement présents dans les sols, ou leur concentration constitue le
bruit de fond géochimique ou fond pédo-géochimique naturel, principalement issu de la roche
meére sur laquelle les sols se sont développés. La teneur en ETM d'un sol dépend donc de la
composition en ETM de cette roche meére, ce qui explique la variation des fonds pédo-
géochimiques a I'échelle mondiale en fonction de la géologie et du type de genese de la couche
supérieure (Viard-La Rocca, 2004 ; Shaughnessy, 2022). Toutefois, les ETM peuvent

également provenir d'activités humaines, d'ou leur origine anthropigue.

5.2.2.1 Apports telluriques naturels : érosion, transport, sedimentation

Les métaux sont présents naturellement dans la crodte terrestre et participent a un cycle
géochimique depuis la formation de la Terre, ce qui conduit a une distribution inégale de leurs
concentrations a la surface du globe (Siegel, 2002). Bien qu'ils soient présents dans tous les
compartiments de I'environnement, leurs concentrations restent généralement faibles, sauf dans
certaines zones spécifiques, comme autour des massifs granitiques. L'érosion de I'écorce
terrestre peut enrichir les cours d'eau en ETM, ceux-ci étant libérés des roches sous forme
d'oxydes ou de silicates, peu altérables chimiquement. En revanche, les ETM sous forme de
sulfures et de carbonates sont facilement dissous dans l'eau par des processus chimiques
(Chang & Cockerham, 2019). De plus, des apports par voie atmosphérique, tels que le
volcanisme, I'érosion éolienne, le transport d'aérosols d'origine océanique, et les feux de foréts,
peuvent egalement contribuer a leur présence. Certaines eaux souterraines, notamment dans les
régions volcaniques ou les nappes profondes, sont également trés riches en ETM (Chang &
Cockerham, 2019).
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5.2.2.2 Apports anthropiques

En raison de leurs propriétés physiques précieuses, tels que leur conductivité thermique et
électrique, leur dureté, leur malléabilité, leurs possibilités d'alliages, et leurs propriétés
catalytiques, les ETM sont largement exploités par I'homme (Alloway, 2013 ; Linhares et al.,
2020 ; Makarov, 2022 ). Les principales sources anthropiques des ETM incluent (Figure 02):

e Les dépdts atmospheériques résultant de la combustion de charbon, de bois, et de
carburants (Nriagu, 1989) ;

e L'extraction, la fusion, et la fabrication de métaux ferreux et non ferreux ;

e L'incinération des déchets, la production d’engrais phosphatés et de ciment ;

e L'épandage de boues d'épuration, de fumier animal, et d'autres déchets organiques
provenant de I'agriculture et des industries alimentaires ;

e Les rejets et déchets industriels ;

e L'agriculture et de l'utilisation massive des engrais (avec leur impuretés), des pesticides,
de I'épandage de boues d'épuration, des lisiers (Senesi et al., 1999 ; Shaughnessy, 2022)

e L'industrie et ses rejets de poussieres contenues dans les fumées émises, ou ses rejets
d'effluents gazeux ou liquides (Singh et al., 2009).

e L'urbanisation et ses décharges de déchets urbains, I'augmentation de la circulation

automobile et de la combustion de sources d'énergie fossile (Munsif et al., 2021).
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Figure 2. Explication schématique des métaux lourds dans I’environnement. (Mitra et al., 2022)

5.3. Impact des éléments-traces métalliques sur I’environnement (sol, eau et air)

Les éléments-traces métalliques (ETM), tels que le cadmium (Cd), le plomb (Pb), le zinc
(Zn), et le cuivre (Cu), sont des contaminants environnementaux omniprésents issus d'activités
industrielles, agricoles, et urbaines. Leur dispersion dans I'environnement affecte plusieurs
compartiments, y compris le sol, I'eau, et I'air, ce qui entraine des conséquences écologiques et
sanitaires significatives (Simandi & S6vago, 2003 ; Sahu & Basti, 2021).

5.3.1. Impact sur le sol

Dans les sols, les ETM peuvent s'accumuler en raison de leur faible mobilité et de leur
persistance. Ces métaux lourds peuvent altérer la structure du sol, réduire sa fertilité, et inhiber
la croissance des plantes en perturbant les processus physiologiques essentiels, tels que la
photosynthése et la respiration racinaire (Patinha et al., 2018). Les ETM affectent également
la microflore et la microfaune du sol, entrainant une diminution de la biodiversité et une
perturbation des cycles biogéochimiques. De plus, la contamination des sols par les ETM peut

avoir des répercussions sur la chaine alimentaire, car les plantes absorbent ces métaux, qui
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peuvent ensuite étre transferés aux herbivores et, finalement, aux predateurs, y compris les
humains (Wang et al., 2022).

5.3.2. Impact sur I'eau

Les ETM peuvent se retrouver dans les écosystémes aquatiques par le ruissellement, le
lessivage des sols contaminés, et les rejets industriels. Dans I'eau, ces métaux peuvent se lier
aux particules en suspension, s'accumuler dans les sédiments, et étre absorbés par les
organismes aquatiques, provoquant des effets toxiques a divers niveaux trophiques (Kumar et
al., 2019). Les mollusques, par exemple, bioaccumulent les ETM, ce qui peut entrainer des

risques pour la santé des prédateurs, y compris les humains (Us Saher & Kanwal, 2019).

5.3.3. Impact sur l'air

Les ETM peuvent également étre présents dans l'air sous forme de particules fines
résultant de I'érosion des sols contaminés, des émissions industrielles, et de la combustion de
combustibles fossiles. Ces particules peuvent étre inhalées par les organismes vivants,
provoquant des effets toxiques sur les systemes respiratoire et circulatoire (Ngé & Van de
Voorde, 2014 ; McCawley, 2015). Plus, les ETM dans l'air peuvent étre déposes sur les
surfaces terrestres et aquatiques, contribuant a la contamination des sols et des eaux
(Kokilavani et al., 2023).

La gestion des ETM dans I'environnement nécessite des approches intégrées qui prennent
en compte la prévention des sources de pollution, la restauration des sites contaminés, et la
surveillance continue des niveaux de contamination dans le sol, I'eau, et l'air. L'évaluation des
risques écotoxicologiques reste essentielle pour protéger la santé des écosystemes et des
populations humaines contre les effets néfastes de ces polluants persistants (Ashraf & Faheem,
2020).

5.4. Contamination des sols par les ETM, bioaccumulation et toxicité

Un site pollué est caractérisé par la présence d'un risque durable, réel ou potentiel, pour
la santé humaine ou I'environnement, résultant de pollutions issues d'activités humaines passées
ou actuelles (Soares, 2010). Concernant les éléments traces métalliqgues (ETM), la
contamination d'un sol est confirmée lorsque la concentration d'un élément dépasse le niveau
"naturel” du sol, c'est-a-dire le fond pédogéochimique naturel, en Il'absence d'influence
anthropique (Efremova et al., 2020).

La contamination des sols par les ETM constitue une dégradation chimique significative,

représentant un danger environnemental majeur. Ces micropolluants inorganiques peuvent
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menacer les écosystemes, les chaines alimentaires et la santé humaine en raison de leurs effets
toxiques sur les micro-organismes, les plantes, les animaux, et les humains (Patinha et al.,
2018). Cependant, la toxicité des ETM est influencée par leur concentration dans les sols et
surtout par leur forme chimique, ou spéciation. La spéciation détermine leur biodisponibilité,
soit la facilité avec laquelle ils peuvent étre absorbés par les plantes et les organismes vivants,
ainsi que leur mobilité, ou capacité a étre transportés vers les eaux souterraines ou de surface
(Sahaetal., 2017 ; Mane, 2019)

Les meétaux lourds sont bien connus pour leur tendance a s'accumuler dans les organismes,
un processus appelé bioaccumulation, ou lI'organisme assimile et concentre ces métaux a des
niveaux supérieurs a ceux présents dans I'environnement (Murtaza et al., 2014 ; Gasparatos,

2023).Deux phénomenes principaux contribuent a cette accumulation :

e la bioconcentration, qui est le transfert direct des substances du milieu environnant
(comme I'eau ou les sédiments) vers les tissus et organes, et I'amplification, qui résulte
du transfert des contaminants le long des niveaux trophiques de la chaine alimentaire
(Daley et al., 2014 ; Wang, 2016).

e La bioaccumulation de substances toxiques peut entrainer des modifications
comportementales, structurelles et métaboliques, ainsi que des changements
morphologiques, histologiques et cellulaires chez les organismes affectés (Abdullahi
Ibrahim et al., 2021). Les ETM se caractérisent souvent par une accumulation lente et
une persistance prolongée dans les sols, agissant comme des tampons naturels facilitant
leur transport vers I'hydrosphére et la biocénose. Leur persistance et leur
biodisponibilité favorisent ainsi la contamination de la chaine trophique, des micro-
organismes jusqu'a I'nomme (Zeliger, 2008 ; Uddin et al., 2017).

18

——
| —



Chapitre | Généralités sur la pollution

Organisme Disponibilité
trophique

1

Transfert
Fraction dans la trophique

solution du sol
Complexes lons

Transport

Fraction faiblement Métabolisme » Bioaccumulation
liée au sol W S .
Distribution

Membrane biologique

Excrétion

Zone sous influence biologique

sanbiSojolg saansap

"
o
3
g
E
=
(%)
v
o
.
5
w
]
2

Fraction fortement
liée au sol

Concentrations totales des ETMs dans le sol

Disponibilité Biodisponibilité

4 ; Biodisponibilité toxicologique
environnementale J environnementale P gl

Biodisponibilité

Figure 3. Notion de biodisponibilité et concepts associés, adapté, d’aprés Fritsch (2010).

Enfin, la toxicité d'un métal dépend de sa forme chimique et des facteurs
environnementaux. Les métaux lourds peuvent exister sous forme d'ions libres ou liés a des
particules de sol, mais seuls les ions libres sont biodisponibles et donc toxiques pour les
organismes vivants (Bathla & Jain, 2016). Les cations métalliques interagissent avec les
particules organiques ou minérales chargées négativement dans le sol, et la balance entre ces
formes libres et fixées détermine leur toxicité (Jin, 2008). Au niveau cellulaire, les ETM
traversent la membrane plasmique hydrophobe via des ligands-transporteurs, et sont ensuite
piégeés par des systémes de "piégeage cinétique” spécifiques a chaque métal pour limiter leur
diffusion extracellulaire (Jin, 2008).

Ces processus complexes influencent la biodisponibilité et la mobilité des métaux lourds,

déterminant ainsi leur impact toxique sur les écosystémes et la santé humaine (Kaur et al.,
2019 ; Ungureanu & Mustatea, 2022).
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5.5. Comportement, Spéciation et Mobilité des Eléments Traces Métalliques dans le Sol

5.5.1. Comportement et Spéciation des ETM dans le Sol

Les figures 03 et 04 illustrent le comportement des ETM dans les sols. Ces métaux traces
existent sous diverses formes chimiques et peuvent se lier a différents composants du sol. Les
conditions physico-chimiques influencent leur spéciation, modifiant ainsi leur mobilité et leur
biodisponibilité pour les organismes vivants (Caporale & Violante, 2016). Ces
transformations incluent des phénoménes tels que I'adsorption physique et chimique, la
complexation et la précipitation (Rule, 1999), qui dépendent fortement du pH, de la température

et de la composition organique du sol.

5.5.1.1. Adsorption
L'adsorption est un processus de surface ou des atomes, ions ou molécules (adsorbats) se
fixent sur une surface solide (adsorbant) a partir d'une phase gazeuse, liquide ou d'une solution

solide (Rule, 1999). Il existe deux types d'adsorption (Harvey, 2022) :

e Adsorption physique : Due a l'attraction électrostatique entre un soluté et une surface
polarisée, elle est généralement réversible et contribue a la capacité d'échange
cationique (CEC) d'un matériau (Pourhakkak et al., 2021).

e Adsorption chimique : Ici, les molécules se lient a la surface par des liaisons ioniques
ou covalentes, rendant cette adsorption plus spécifique et souvent irréversible (Ogawa,
2001).

5.5.1.2. Complexation
La complexation implique la formation de liaisons stables entre un micropolluant
cationique et un site de surface. Les types de liaisons et les phases solides impliquées varient

selon le micropolluant (Barbosa, 2023).

5.5.1.3. Précipitation
La précipitation est la transition d'une espéce dissoute a I'état solide, souvent sous forme

d'’hydroxyde, de carbonate, de phosphate ou de sulfure dans les sols naturels (Lewis, 2017).

5.5.2. Mobilité

La mobilité des ETM est definie par leur capacité a migrer dans les differents
compartiments du sol ou ils sont moins retenus énergiquement (Kabata-Pendias, 1993 ;
Hannula, 2022). Les ETM peuvent étre :

e Adsorbés sur les phases hydroxydes de fer, d'aluminium et de manganése,
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e Intégrés dans les réseaux cristallins des minéraux primaires et secondaires,

e Adsorbés sur les matiéres organiques (Melamed, 1998).

Les variations des conditions physico-chimiques (pH, température, force ionique, etc.)
influencent directement la mobilité des ETM en provoquant des transformations de forme. Ces
transformations activent des mécanismes biogéochimiques de mobilisation, d'immobilisation et
de transport, impliquant des processus de dissolution/précipitation, désorption/adsorption et
complexation (Louie et al., 2014). La mobilité et la biodisponibilité des ETM sont donc
étroitement liées a leur spéciation chimique, bien que la détermination précise de cette

speciation reste souvent complexe et parfois impossible (Melamed, 1998) (Figure 04).
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Figure 4. Comportement, Spéciation et biodisponibilité des Eléments Traces Métalliques (ETM)
dans le Sol (Bashar Hussein Qasim., 2015)
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(a) A diffusion dans les micropores de surface ; (b) la diffusion dans le réseau des solides ; (c)
le piégeage des ETM par fermeture des pores suite a la précipitation d’une phase minérale ; (d)
la co-précipitation, la substitution cationique voire la précipitation lente de certains composés ;

(e) la formation de complexes organiques stables et 1’occlusion dans les composés type humine.

5.6. Présentation de ETM pris en considération dans le cadre de cette étude

5.6.1. Le cadmium (Cd)

Le cadmium (Cd) est un métal non essentiel, présent naturellement dans tous les sols sous
forme de cation divalent (Cd2* ) et fait partie du groupe 12 du tableau périodique avec une
masse atomique de 112,4 g/mol (Loganathan et al., 2012.) . Bien que naturellement présent
dans la crodte terrestre a des concentrations variant entre 0,1 et 0,5 ppm, le Cd est largement
reconnu pour sa toxicité environnementale et son absence de réle biologique bénéfique (Zang
& Bolger, 2014 ; Huang, Mubeen, Yang, et Wang, 2022). 1l est principalement émis dans
I'environnement par des activités anthropiques telles que l'utilisation d'engrais phosphates, la
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combustion de combustibles fossiles, et la métallurgie (Nordberg et al., 2015.). Ces émissions
représentent plus de 90 % des rejets totaux de Cd dans I'environnement, tandis que les sources
naturelles, telles que les émissions volcaniques et les particules de sol, ne contribuent qu'a
environ 10 % (Cadmium, 2022).Le Cd est également présent en tant qu'impureté dans les
minerais de zinc, de plomb, et de cuivre, ce qui entraine des rejets substantiels lors de la fusion
du Zn et d'autres processus industriels (Hayat et al., 2019). Les principaux consommateurs de
Cd sont la Chine, la Belgique et le Japon, ou il est largement utilisé dans les stabilisateurs de
plastique, les pigments, les batteries, et les panneaux solaires (Bernard, 2008).Contrairement
a de nombreux métaux, le cadmium n’a aucun role métabolique connu, et ne semble pas
biologiquement essentiel ou bénéfique au métabolisme des étres vivants (Adedapo & Adeoye,
2014). Pour I'nomme, une exposition chronique au Cd peut provoquer des effets néfastes sur
divers systéemes biologiques, notamment les reins, le systeme respiratoire, et le systeme
reproducteur, et il est classé comme agent cancérigéne par I'lARC (1993) (Adedapo &
Adeoye, 2014 ; Nordberg et al., 2015).

5.6.2. Origines du cadmium

5.6.2.1. Origines naturelles

Les sources naturelles d'émissions de cadmium (Cd) comprennent principalement les
particules de sol en suspension, les embruns marins, les feux de forét, les volcans, les matiéres
biogénes et les cheminées hydrothermales (Rehkamper et al., 2012). Parmi celles-ci, les
particules de sol constituent la source prédominante, suivies par les incendies de forét et de
brousse, le sel marin, les émissions volcaniques et la poussiere météorique. L'altération des
roches, en particulier des roches mafiques et ultramafiques, contribue également de maniére
significative a la libération de Cd dans I'environnement (Cheng et al., 2014 ; Kubier et al.,
2019). Cependant, les sources naturelles ne représentent que 10 % de la contamination totale
du sol par le Cd, les 90 % restants étant attribués a des sources anthropiques (Zhi et al., 2016).
Le Cd est un élément relativement rare dans la cro(te terrestre, ou il se présente principalement
sous forme de composés cristallins tels que le greenockite (CdS) et I'otavite (CdCO3 ). La
mobilité du Cd dans les sols dépend fortement du pH, les conditions acides augmentant sa
disponibilité (Nordberg et al., 2015).

5.6.2.2. Origine anthropique et dispersion du cadmium
Les sources anthropiques majeures de cadmium (Cd) incluent [l'utilisation d'engrais
phosphatés, la combustion de combustibles fossiles, les usines métallurgiques, les déchets de

Iindustrie du ciment, les boues d'épuration, les déchets municipaux et industriels, ainsi que
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I'exploitation miniére et la fonte des minerais métalliques (Rehkamper et al., 2012). Le Cd est
également présent dans les minerais de zinc (Zn), de plomb (Pb) et de cuivre (Cu), ainsi que
dans les phosphates naturels, et est libéré dans I'environnement lors des processus industriels
tels que la fusion du Zn, qui émet des poussiéres riches en cadmium (Campbell, 2006 ; Yuan
et al., 2019).

Le cadmium est principalement utilisé dans les stabilisateurs de plastiques, les pigments,
les panneaux solaires, les batteries et pour le cadmiage des surfaces métalliques. La production
mondiale de cadmium en 2020 a atteint environ 24 500 tonnes, avec la Chine, la Corée du Sud
et le Japon comme principaux producteurs. Les activités miniéres, en particulier, contribuent
significativement a la dispersion du Cd dans les sols environnants (Indian Minerals Yearbook,
2021).

Le cadmium, bien que rare dans I'écorce terrestre, se trouve sous forme de cristaux comme
la greenockite (CdS), et est naturellement dispersé dans l'atmosphére principalement par
I'activité volcanique. Les principales sources de contamination du Cd dans les sols et les
systemes aquatiques incluent I'application d'engrais phosphatés, I'épandage de déchets urbains
et les activités industrielles. Le Cd est également employé dans la galvanoplastie, les
accumulateurs alcalins et les pigments industriels, notamment ceux a base de sulfures, qui
offrent des propriétés de résistance a la lumiére et a la chaleur (Adedapo & Adeoye, 2014 ;
Cadmium, 2022).

5.6.3. Mobilité, biodisponibilité et toxicité du cadmium

5.6.3.1. Mobilité et biodisponibilité du cadmium dans les sols

La mobilité du cadmium dans les sols dépend de plusieurs facteurs, notamment le pH, la
texture du sol et la présence de matieres organiques, Son comportement en solution du sol et
aux interfaces solution/solide ou solution/plante est fortement influencé par des parametres
biogéochimiques tels que la nature du sol, le contexte microbiologique et les formes chimiques
du cadmium (Pavel et al., 2009). Les principales formes du cadmium en solution incluent
Cd2* , CdSO, °, CdCI* et CAHCO5 * en l'absence de ligands organiques (Krishnamurti &
Naidu, 2003). La formation de complexes avec des acides organiques peut modifier la mobilité
du cadmium, notamment dans les sols calcaires ou la solubilité du carbonate de cadmium
(CdCOs; ) est tres faible, limitant ainsi la concentration du métal en solution (Loganathan et
al., 2012).
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Les parametres physico-chimiques, tels que le pH, jouent un réle crucial dans la solubilité
et la mobilité du cadmium. Par exemple, le cadmium est principalement présent sous forme de
cation divalent Cd2* en solution, et sa solubilité est plus élevée en milieu oxydant qu'en milieu
réducteur, ou il peut étre piégé sous forme de sulfure (CdS) (Holm et al., 1993; Garrido et
al., 2008).De plus, le cadmium est souvent transporté sous forme particulaire, adsorbé a la
surface de colloides minéraux et/ou organiques, avec pres de 95 % du cadmium transporté par
les riviéres sous cette forme (Gray et al.,1999 ; Adedapo & Adeoye,2014)

La microflore des sols influence indirectement la mobilité du cadmium via des processus
de biosorption, bioaccumulation et solubilisation, tels que la minéralisation de la matiere
organique et la production de composés solubles par les bactéries et les champignons
(Majewska et al., 2007). Ces processus peuvent modifier significativement la solubilité et la

biodisponibilité du cadmium dans les sols.

5.6.3.2. Toxicité du cadmium chez I'hnumain et les organismes

Le cadmium (Cd) est un métal lourd particulierement toxique, présent dans diverses
sources environnementales telles que I'eau potable, les aliments et la fumée de cigarette. En
raison de sa haute mobilité et de sa capacité d'accumulation dans les organismes vivants, le
cadmium pose un risque important pour la santé humaine et animale (Zang & Bolger, 2014).
Chez I'numain, la demi-vie biologique du cadmium est estimée a 20 ans, avec une accumulation
prédominante dans les reins et le foie, bien qu'il puisse également s'accumuler dans d'autres
organes tels que la rate, le cerveau, les poumons, les muscles et le sang. Les effets toxiques du
cadmium sont principalement liés a la perturbation du métabolisme du zinc et d'autres éléments
essentiels tels que le calcium, le fer et le cuivre, ce qui peut entrainé des conséquences graves
comme l'induction de cancers (Adedapo & Adeoye, 2014). Chez les organismes aquatiques, la
biodisponibilité du cadmium est décrite par le modéle de I'ion libre (FIAM), qui illustre
comment la forme chimique du métal détermine son transfert a travers les membranes
biologiques (Worms et al., 2006). Le cadmium, analogue du calcium en raison de leur rayon
ionique similaire, peut traverser les membranes via des canaux calciques, s'accumulent ainsi
dans les tissus, notamment les branchies et les organes de détoxication tels que les reins et le
foie (Pejovi¢ et al., 2022). L'exposition au cadmium entraine également l'induction de
métallothionéines (MT), qui perturbent la régulation des métaux essentiels et contribuent a la

toxicité cellulaire.

Les effets environnementaux du cadmium sont exacerbés par son accumulation dans la

chaine alimentaire, ou il peut étre transféré des proies aux prédateurs, entrainant des niveaux
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élevés d'accumulation chez ces derniers (Zhang & Reynolds, 2019). La toxicité du cadmium
est amplifiée par les conditions environnementales telles que la dureté de I'eau et le pH, qui
influencent sa spéciation et son entrée dans les organismes (Zang & Bolger, 2014 ; Andresen
et al., 2016).

Enfin, le cadmium est reconnu comme un cancérogéene de groupe | par I'International
Agency for Research on Cancer (IARC, 1993 ; Hartwig, 2013), avec des expositions
environnementales ou professionnelles liées au développement de divers cancers, notamment
de la prostate, des reins et du foie (Kazantzis, 1994 ; Ali et al., 2022). Les apports anthropiques
de cadmium dans les sols, principalement par les activités industrielles et l'utilisation d'engrais
phosphateés, contribuent de maniere significative a sa présence environnementale et a ses effets
toxiques (Hartwig, 2013 ; Ali et al., 2022).

6. Les Nanoparticules

6.1. Définitions, origine et applications

6.1.1 Définitions

Les nanoparticules (NP) sont définies comme des matériaux dont au moins une dimension
se situe dans la gamme nanométrique (1-100 nm), présentant des propriétés uniques dues aux
effets quantiques et a des rapports surface/volume accrus. Ces propriétés entrainent des
différences significatives de comportement par rapport aux matériaux en vrac, ce qui a un
impact sur leurs applications dans divers domaines, notamment la médecine et la science des
matériaux (Ruchira et al., 2024 ; Null et al., 2024). Selon la norme ISO 80004-1:2023, les
nano-objets comprennent les nanoparticules, les nanofibres et les nanofeuilles, chacune
caractérisée par des criteres dimensionnels spécifiques (Ruchira et al., 2024). La classification
des nanoparticules en zérodimensionnelles (0D), unidimensionnelles (1D), bidimensionnelles
(2D) et tridimensionnelles (3D) met en évidence leurs diverses formes structurelles et
fonctionnalités (Idrees et al., 2024). Les propriétés dépendantes de la taille des nanoparticules,
telles que leur réactivité et leurs capacités catalytiques, sont cruciales pour les applications en
catalyse, administration de medicaments et diagnostic (Onwaeze et al., 2024 ; Rajni et al.,
2024). Dans I’ensemble, les caractéristiques uniques des nanoparticules soulignent leur
potentiel pour faire progresser la technologie et relever des défis scientifiques complexes (Null
etal., 2024 ; Idrees et al., 2024) (Figure06).

26

——
| —



Chapitre | Généralités sur la pollution

NANOMONDE
Globule rouge (7 ym)
Vlrus Nanopamcule ADN (diametre
Cheveu Cellule (205 (1a100nm) deladouble

(50 pm) animale Bactene 400 nm)
Puce (mHm

hélice : 2 nm)
Atome
d' hgdrogene
0 .4 nm)

1cm 1mm 100um 10um 1um 100 nm 10nm 1nm 0,1nm
103m 10%m 105m 10°m 107m 10%m 10°m 10™m
-
‘

Carte Micro- Photo- Transistor Nano- Agrégat d'atomes
puce  processeur transistor transistor

Editions du Point Yétérinaire

Figure 6. Positionnement de la taille des nanoparticules sur I’échelle du vivant et des matériaux

(Brigitte et al., 2009).

Les définitions des nanoparticules dans les produits cosmétiques s'accordent
généralement sur les critéres de taille, mais divergent quant a d'autres aspects, tels que la
solubilité et la biopersistance. Selon le reglement européen (CE) n° 1223/2009, les
nanoparticules doivent étre intentionnellement produites, insolubles ou biopersistantes, ce qui
complexifie les cadres réglementaires en raison des incertitudes entourant la définition des
mélanges nanoparticulaires (Ferreira et al., 2023). La recommandation de 2011 de la
Commission européenne spécifie qu'au moins 50 % des particules doivent mesurer entre 1 nm
et 100 nm, mais le seuil applicable aux mélanges reste ambigu a I'échelle internationale
(Ferreira et al., 2023). La littérature souligne les avantages des nanoparticules pour optimiser
I'efficacité et la sécurité des produits cosmétiques, comme une meilleure distribution des actifs
et une réduction des effets secondaires (Prajapati et Kumar, 2024 ; Foteva, 2023). Selon
Biola-Clier (2016), une nanoparticule est définie comme un "matériau naturel, accidentel ou
manufacturé, contenant des particules libres, sous forme d'agrégats ou d'agglomérats, dont au

moins 50 % présentent une ou plusieurs dimensions comprises entre 1 nm et 100 nm".

6.1.1.1 Origine et applications

Les nanoparticules présentes dans 1’environnement proviennent de sources naturelles et
anthropiques, ce qui a des conséquences importantes sur la santé écologique. Les nanoparticules
naturelles proviennent d’événements tels que les incendies de forét et les éruptions volcaniques,
tandis que les nanoparticules anthropiques sont produites par des activités industrielles et

I’utilisation de la nanotechnologie dans divers produits. La concentration de nano-objets dans
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I’air ambiant varie considérablement, les estimations allant de 10 000 particules/ml dans les
milieux naturels a 700 000 particules/ml a proximité des aéroports et d’autres sites industriels
(Roy et al., 2024 ; Abbas et al., 2024). La libération de nanoparticules manufacturées (MNP)
dans I’environnement peut entrainer une bioaccumulation et une toxicité chez les organismes,
souvent exacerbées par leurs propriétés uniques, telles qu'une réactivité élevée et une petite

taille (Tran et al., 2023 ; Sharma et al., 2023).

Malgreé leurs avantages potentiels dans des applications telles que la dépollution, la
persistance environnementale et les risques pour la santé associés aux nanoparticules
nécessitent une réglementation stricte et des recherches plus poussées pour comprendre leur
sort et leur impact (El-Kalliny et al., 2023). Une approche équilibrée est donc essentielle pour

exploiter les avantages des nanoparticules tout en atténuant leurs risques environnementaux.

La recherche sur les nanoparticules est motivée par leurs caractéristiques industrielles
uniques, en particulier a I’échelle nanométrique, qui conférent des propriétés absentes des
matériaux plus grands. Par exemple, les nanocatalyseurs présentent une activité catalytique
ameliorée en raison de leur rapport surface/volume élevé, facilitant une plus grande interaction
avec les réactifs et améliorant I’efficacité de diverses réactions chimiques (Shrivastava, 2024
; Basu et Banik, 2024). Cette réactivité accrue s’étend cependant au-dela des applications
industrielles (Figure 07) ; elle présente également des risques potentiels pour les systémes
biologiques, ce qui nécessite une caractérisation approfondie de leurs effets sur la santé humaine
(Mustufa et Dawre, 2024 ; Kotb et Alabdallah, 2024). Alors que les nanozymes démontrent
des activités de type enzymatique bénéfiques pour les applications biomédicales, leur stabilité
et leur réactivité dans des conditions extrémes soulignent a la fois leur promesse et la nécessité
d’une évaluation minutieuse de la toxicité et de I’impact environnemental (Kotb et Alabdallah,
2024). Ainsi, alors que les nanoparticules offrent de vastes opportunités dans de nombreux
domaines, leur double nature — bénéfique et potentiellement nocive — souligne I’importance de
poursuivre les recherches sur leur sécurité et leur efficacité (Kirchhoff et al., 2023) (figure
07).
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Figure 7. Exemples d'utilisation des nanoparticules dans des domaines divers (Tsuzuki, 2009).

6.2. Classification et Propriétés des Nanoparticules

Dans le cadre de cette étude, seules les nanoparticules les plus couramment utilisés seront
brievement décrits, bien que la production de nouvelles nanoparticules constitue un domaine
de recherche en pleine expansion (Khandbahale & Saudagar, 2017).Ces nanoparticules
peuvent étre classées en fonction de leur composition chimique, de leur forme et de leur taille,

chacune présentant des propriétés uniques qui les rendent adaptées a diverses applications

industrielles et medicales (Neoh et al., 2015).
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6.2.1 Nanoparticules a Base de Carbone

6.2.1.1 Fullerénes

Les fullerenes sont des structures moléculaires en forme de cage composées d'atomes de
carbone reliés par des liaisons sp2. Le C60, également connu sous le nom de "buckyball”, est la
forme la plus étudiée, bien que des structures allant de 28 a 1500 atomes aient été identifiées.
Ces nanoparticules présentent des propriétés remarquables, les rendant prometteuses pour des
applications variées, notamment en électronique, dans le stockage d'énergie, ainsi qu'en

médecine, ou elles sont explorées pour le traitement du cancer et du VIH (Ray, 2012).

6.2.1.2 Nanofeuillets de Graphéne

Le graphéne se compose de couches uniques d'atomes de carbone arrangés en réseau
hexagonal. Ces nanofeuillets présentent des propriétés exceptionnelles en termes
d'électronique, d'optique, et de mécanique, ce qui leur confere un potentiel d'application dans

le développement de composants électroniques flexibles et avancés (Mittal et al., 2020).

6.2.1.3 Nanotubes de Carbone

Les nanotubes de carbone (NTC) sont des structures cristallines cylindriques et creuses,
dont les diametres peuvent étre aussi petits que 0,7 nm. lls existent sous deux formes principales
: monocouches (SWCNT) et multicouches (MWCNT). Gréace a leurs propriétés mécaniques et
électriques extraordinaires, les NTC sont considérées comme des matériaux prometteurs pour

diverses applications technologiques (Akiladevi & Basak, 2010).

6.2.1.4 Nanofibres de Carbone

Les nanofibres de carbone, similaires aux NTC, sont constituées de feuillets de graphéne
organisés en structures coniques ou en forme de coupe. Elles sont explorées pour des
applications en tant qu'additifs dans les polymeéres, supports catalytiques, et matériaux de

stockage des gaz (Desmaris et al., 2015).

6.2.1.5 Noir de Carbone

Le noir de carbone est un matériau graphitique partiellement amorphe utilisé depuis des
décennies comme pigment et agent de renforcement dans les caoutchoucs, en particulier pour
la fabrication de pneus (Spahr & Rothon, 2016).

6.2.1.6 Nanomousses de Carbone

Les nanomousses de carbone, un cinquieme allotrope du carbone, forment une structure
tridimensionnelle 1égére et spongieuse, dotée de propriétés magnétiques transitoires (Maffini
et al., 2022).
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6.2.2 Nanoparticules Inorganiques

6.2.2.1 Métaux

Les nanoparticules métalliques, incluant celles d'or, d'argent, de platine, et de palladium,
possedent des propriétés uniques, telles que la résonance plasmonique dans le cas de l'or, les
rendant particulierement adaptées pour des applications en diagnostic médical et comme agents

antimicrobiens (Chlumsky et al., 2021).

6.2.2.2 Oxydes Métalliques

Les oxydes metalliques, tels que la silice, I'oxyde de titane, et I'oxyde de zinc, sont
produits a grande échelle et utilisés dans une variété de domaines, allant des cosmétiques aux
matériaux de capteurs en raison de leurs propriétés physico-chimiques distinctes (Moezzi,
2012 ; Murthy et al., 2020).

6.2.2.3 Points Quantiques
Les points quantiques, constitués de divers éléments combinés, exhibent des propriétés
optiques et électroniques singulieres, ce qui les rend précieux pour des applications dans

I'imagerie médicale, les écrans haute résolution, et le codage optique (Wagner et al., 2019).

6.2.3 Nanoparticules Organiques
6.2.3.1 Polymeéres Organiques

Les polymeéres organiques, tels que le chlorure de polyvinyle (PVC) et le latex, peuvent
étre synthétisés a des échelles nanométriques, leur conférant des applications potentielles en
ultrafiltration, en régénération tissulaire, et en délivrance de médicaments. De nouvelles
architectures, comme les dendriméres, permettent un contréle précis de la synthése des

nanostructures, offrant des propriétés innovante (Kang et al., 2018).s pour diverses utilisations
6.3. Sources de nano-pollution

Les principales sources de nano-pollution incluent :

o Fabrication industrielle : Les processus de production de nanoparticules, comme la
pulvérisation, la synthése chimique et le broyage, génerent des émissions contenant des
nanoparticules. Ces particules peuvent se disperser dans l'air, l'eau, et les sols
(Strambeanu et al., 2015).

e Produits de consommation : De nombreux produits contenant des nanoparticules, tels
que les cosmétiques (ex. : cremes anti-age contenant des nanoparticules de zinc), les

textiles (ex. : vétements résistants aux taches), et les produits de nettoyage, peuvent

31

——
| —



Chapitre | Généralités sur la pollution

libérer des nanoparticules lors de leur utilisation et de leur élimination (Pastrana et al.,
2018).

Gestion des déchets : Les nanoparticules présentes dans les produits usagés ou les
déchets industriels peuvent se retrouver dans les décharges ou les incinérateurs, ou elles
peuvent se disperser et contribuer a la pollution environnementale (Jan et al., 2022 ;
Holder et al., 2013).

6.4. Impact Environnemental

Les impacts environnementaux des nanoparticules incluent :

Effets sur les écosystemes aquatiques : Les nanoparticules peuvent s'accumuler dans
les sédiments aquatiques et interagir avec les organismes aquatiques (Gokce, 2021).
Elles peuvent altérer la structure et la fonction des écosystemes aquatiques en affectant
la croissance des algues, des plantes aquatiques, et des organismes invertébrés. Les
études ont montré que les nanoparticules peuvent affecter la reproduction et la survie
des poissons (Kumari et al., 2018).

Impacts sur le sol et les végétaux : Les nanoparticules peuvent modifier les propriétés
du sol, affecter la disponibilité des nutriments, et interférer avec les processus
biologiques du sol (He & Feng, 2017). Les plantes peuvent absorber des nanoparticules
par leurs racines, ce qui peut avoir des effets néfastes sur leur croissance, leur
développement, et leur santé globale (Nair, 2016). De plus, I'accumulation de ces
particules dans la chaine alimentaire peut entrainer des conséquences imprévues pour
les prédateurs et les écosystemes terrestres (Vazquez Nufiez et al., 2018).

Effets sur les microorganismes : Les bactéries et autres microorganismes du sol
peuvent étre affectés par les nanoparticules, ce qui peut perturber les cycles
biogéochimiques essentiels et affecter la fertilité du sol (Simonin et al., 2015). Les
changements dans la communauté microbienne peuvent également influencer la
dégradation des polluants et les processus de recyclage des nutriments (Rafeeq et al.,
2022 ; Jan et al., 2022).

6.5. Risques pour la Santé Humaine

Les risques pour la santé humaine associés aux nanoparticules comprennent :
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e \Voies d'exposition : Les nanoparticules peuvent pénétrer dans l'organisme par
inhalation, ingestion, ou contact cutané, notamment par l'intermeédiaire de poussieres,
de brouillards, ou de produits contenant des nanoparticules (Abedin et al., 2021).

e Effets sur la santé : L'inhalation de nanoparticules peut entrainer des inflammations
respiratoires, des troubles pulmonaires, et des maladies cardiovasculaires. Les
nanoparticules ont également la capacité de franchir la barriere hémato-encéphalique,
affectant ainsi le systeme nerveux central avec des risques neurotoxiques. Les études
révelent aussi des effets cytotoxiques, y compris des dommages cellulaires et génetiques
pouvant conduire a des maladies chroniques comme le cancer (Sonwani et al., 2021 ;
Bakand et al., 2012).

e Toxicité a long terme : Les effets chroniques de I'exposition aux nanoparticules sont
encore mal compris. Des recherches en cours visent a évaluer I'impact a long terme de
ces particules sur la santé humaine et les écosystemes (Jan et al., 2022 ; Leonenko &
Leonenko, 2017 ; Mohammadpour et al., 2019).

6.6. Les NPs d’oxyde de Zinc :

Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO-NPs) sont des composes inorganiques
appartenant a la catégorie des métaux de transition, largement étudiés pour leurs nombreuses
applications. Les ZnO-NPs se présentent sous diverses formes, y compris des particules, tubes,
anneaux, bien que la forme particulaire soit la plus couramment utilisée en raison de ses
propriétés catalytiques et thermiques, particulierement exploitées dans des domaines tels que
I'électronique et I'optique (Pujalté, 2011 ; Jaenicke, 2023). Ces nanoparticules existent sous
différentes variétés, telles que ZnS, ZnSe, et les points quantiques CdSe/ZnS. Toutefois, I'oxyde
de zinc de type Wurtzite, de structure hexagonale (Figure 08), est le plus répandu dans
I'industrie et la recherche, étant thermodynamigquement stable et un bon conducteur (lzaki et
al., 2007 ; Awasthi, 2021)

L'oxyde de zinc, de formule chimique ZnO, se présente généralement sous forme de
poudre blanche. Cette poudre est largement utilisée comme additif dans divers matériaux, tels
que les céramiques, le verre, le ciment, les lubrifiants (Hernandezbattez, 2008 ; Frey, 2022),
ainsi que dans les peintures, adhésifs, mastics, piles, et retardateurs de feu. Bien qu'il soit présent
dans la crodte terrestre sous forme de zincite minérale, la majorité du ZnO utilisé dans I'industrie
est synthétisé, notamment pour des applications dans les produits cosmétiques tels que les

pommades et les écrans solaires.
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ZnO type wurtzite

ZnO type blende

Figure 8. Différentes structures cristallographiques des oxydes de zinc (Gao & L.i, 2009)

Les ZnO-NPs sont également reconnus pour leur polyvalence dans divers secteurs, y
compris les applications biomédicales, la remédiation environnementale, et les utilisations
industrielles. Les bonnes propriétés du zinc et la demande croissante entrainent une
augmentation continue de la production de zinc, le zinc est actuellement produit chaque année,

dont plus de 12 million de tonne proviennent de la production miniére (Tableau 02).

Leur synthése peut étre réalisée par des méthodes traditionnelles ou par des approches
plus écologiques, comme la synthése verte utilisant des systemes biologiques tels que les algues
(Durga et al., 2024 ; Azad et al., 2024). En outre, les ZnO-NPs possedent des propriétés
antimicrobiennes remarquables, leur conférant une efficacité contre une large gamme d'agents
pathogénes et de biofilms, souvent résistants aux antibiotiques conventionnels (Anoop et al.,
2024 ; Mohammad et al., 2023).

Tableau 2. Table 2. Production et utilisation mondiales de zinc au cours des années 2019 a 2024,
(Lead and Zinc Study Group (ILZSG). Available online : (accessed on 20 Aout 2024)).

Mille tonne Janv-Mai 2024

2019 2020 2021 2022 2023 2023 2024 | Fev Mar Avr Mai

Production 12,799 12,244 12,787 12,486 12,244 | 4,921 4,714 | 888,4 973,4 930,3 985,5
miniere

Production 13,582 13,823 13,939 13,408 13,935 | 5,664 5,681 | 1,0733 11,1708 11,1152 11,1633
de metal

Utilisation 13,830 13,345 14,061 13,462 13,624 | 5334 5488 | 1,0033 11,0954 1,0999 1,1550
de métal
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6.6.1. Propriétés physico-chimiques de I’oxyde de zinc :
L’oxyde de zinc se présente sous forme d’une poudre blanche dont les caractéristiques physico-
chimiques sont les suivantes (Bakri, 2012 ; Herrera-Rivera et al., 2013).
v" La masse molaire : M=81337g
Une température de fusion tres élevée =1975 °C
Mode de réseau hexagonale
Paramétre de maille a= 3.249 A, ¢=5.205 A
La densité : d=5.06g/cm?®
La force de la liaison chimique de Zn est de 66Kcal/mol
Une résistivité électronique a 1073 °K p=67 Q.m et a 1623 °K p=1.2.102Q.m
Il se volatilise entre 1370 °C et 1400 °C et se dissocie a 1950 °C
La pression de la vapeur de Zn a 1300 °C est de 200N/m? a 1400 °C est de 400N/m? et
a 1500 °C est de 1387N/m?

AN NNV U N NN

<\

L’oxyde de zinc n’est pas soluble dans ’eau

v' Il réagit avec ’oxyde de baryum suivant la réaction :
Zno(S) + BaO(s) — BazZnO»(s) a 1100 °C

v" 1Tl est soluble dans I’acide chlorhydrique et forme ZnCO>

v" 1l est soluble dans I’acide acétique et forme d’acétate de Zinc, de formule (C2H202)2.

6.6.2. Domaines d’applications et propriétés des NPs d’oxyde de zinc :

Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO-NPs) présentent des propriétés uniques et
polyvalentes qui les rendent précieuses dans divers domaines scientifiques et industriels. Ces
particules se distinguent par leurs caractéristiques électriques, mécaniques, optiques et
magnétiques, ce qui explique leur large utilisation dans des applications technologiques
avancées (Ahmad et al., 2020). Elles sont particulierement recherchées pour leurs
performances catalytiques, leurs rbles dans les cellules photovoltaiques, les textiles et les
polymeres, et leur faible colt et disponibilité (Thakur et al., 2021 ; Naveed Ul Haq et al.,
2017).

Les ZnO-NPs, avec leur grande surface spécifique (57 a 83 m2/g), offrent des capacités
antimicrobiennes et catalytiques remarquables, les rendant efficaces dans le traitement des eaux
usées et la lutte contre les agents pathogenes, y compris les biofilms (Badaka et al., 2024 ;
Anoop et al., 2024).
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Leur capacité a dégrader les colorants gréace a des propriéteés photocatalytiques, ainsi que
leur photoluminescence, les rendent particulierement utiles pour I'assainissement
environnemental (Ana et al., 2024 ; Das et al., 2024).

Avec une large bande interdite de 3,34 eV, les ZnO-NPs sont des semi-conducteurs
prometteurs pour I'électronique avancée (Badaka et al., 2024).

Leur stabilité mécanique est également valorisée dans les matériaux de construction, bien
que leur intégration puisse modifier certaines propriétés du béton (Ana et al., 2024). De plus,
elles sont largement utilisées dans les textiles, les dispositifs médicaux et les emballages
alimentaires pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques (Song et al., 2010 ; Sharma
etal., 2011).

La transparence des ZnO-NPs a la lumiere visible et leur absorption des rayons UV les
rendent idéales pour les applications optoélectroniques et la fabrication de cellules
photovoltaiques, contribuant a I'amélioration de I'efficacité énergétique (Karthik et al., 2018 ;
Habba, 2017).

Leur morphologie adaptable et leur haute mobilité électronique renforcent leur potentiel
dans des techniques avancées comme l'immunofluorescence, la  détection
immunohistochimique, et I'étude confocale des protéines membranaires (Sturikova et al.,
2018).

Les ZnO-NPs sont également utilisées dans le développement de nano-générateurs
électriques et de composants optoélectroniques tels que des sondes et nano-résonateurs
(Premanathan et al., 2011).

En tant que catalyseurs efficaces, elles facilitent la dégradation et la minéralisation des
polluants environnementaux, incluant les hydrocarbures et les pesticides, dans le traitement des
eaux (Kumar, 2015).

Leurs propriétés anticorrosives les rendent utiles dans les peintures, colorants, et dans la
fabrication de polymeéres, céramiques, et ciments pour améliorer leur stabilité et résistance
(Heng et al., 2011). Enfin, en raison de leur capacité a absorber les rayons UV, elles sont
couramment intégrées dans les cremes solaires et autres produits cosmétiques (Jeng &
Swanson, 2006 ; Osman et al., 2010).

6.6.3. Effet toxique des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO-NPs) :
Les nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO-NPs sont connues pour leurs effets ambivalents,
présentant a la fois des bénéfices biologiques et des risques toxiques. Le zinc, en tant qu'élément

essentiel, joue un réle crucial dans de nombreux processus biologiques, incluant le
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métabolisme, la prolifération cellulaire et la régulation de I'expression génique, principalement
en tant que composant structural de divers facteurs de transcription (Kindermann et al., 2005).
Toutefois, un exces de zinc, en particulier sous forme de ZnO-NPs, peut perturber I'noméostasie

cellulaire, conduisant a des désordres oxydatifs (Muller et al., 2010).

Les ZnO-NPs, par la libération d'ions Zn2*, sont capables de passer d'un réle antioxydant
a un role pro-oxydant, induisant ainsi la formation de radicaux libres et inhibant les défenses
antioxydantes en interagissant avec les thiols du glutathion (Parat et al., 1997; Premanathan
et al., 2011). Cette activité pro-oxydante entraine une série de dysfonctionnements cellulaires,
tels que la peroxydation des lipides, l'altération de la fonction mitochondriale et des lésions
membranaires (Vannini et al., 2013). Par ailleurs, les ZnO-NPs peuvent aussi modifier les
protéines du réticulum endoplasmique et vacuolaires liées a la régulation du redox, perturbant

davantage I'homeéostasie cellulaire (Bouarroudj, 2017).

Les recherches récentes montrent que I'exposition aux ZnO-NPs peut entrainer une
cytotoxicité significative, notamment par l'induction de Il'apoptose et des dommages aux
organes olfactifs, comme observé chez le poisson zebre (Sheren et al., 2023 ; Vanessa et al.,
2023). Bien que certaines études suggérent que les ZnO-NPs peuvent atténuer le stress causé
par d'autres métaux toxiques, tels que le cadmium, leur toxicité globale reste préoccupante, en
particulier en ce qui concerne leurs effets environnementaux et sanitaires (Zhao et al., 2024 ;
Abdul et al., 2023). Ainsi, malgré les applications prometteuses des ZnO-NPs dans divers
domaines, leur potentiel toxique justifie une évaluation approfondie de leur sécurité.De plus, il
est essentiel d'explorer des alternatives moins nocives et de développer des stratégies de gestion

des risques pour minimiser leur impact sur les écosystemes
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Offre une vue d'ensemble approfondie des organismes Helix aspersa,
en explorant leur systématique, anatomie, physiologie, dynamique
d’invasion, écologie, ainsi que leur role en biosurveillance et en
écotoxicologie. Il se poursuit par une section méthodologique
détaillant le site de prélevement, les protocoles de mesure pour le sol
et les escargots, ainsi que les analyses en laboratoire, incluant la
physico-chimie des sols, la contamination des organismes, et

I'évaluation des biomarqueurs."



Chapitre 11 L’escargot Helix aspersa

1. Introduction

Les invertébrés du sol, notamment divers arthropodes, annélides et autres especes non
vertébrées, contribuent de maniére significative au réseau dynamique de la vie sous nos pieds.
Leurs actions affectent la structure du sol, modifient les schémas d'activité microbienne,
influencent la dynamique de la matiere organique du sol et contribuent au cycle des nutriments
(Stork & Eggleton, 1992 ; Freckman & Ettema, 1993 ; Parmelee et al., 1993 ; Linden et
al., 1994) (Bonnet et al., 2019). L’environnement du sol est incroyablement complexe et abrite
une grande diversité d’organismes (Reddy et al., 2023). Les invertébrés terrestres sont des
éléments essentiels des écosystémes et sont fondamentaux pour la structure, les fonctions et les

services fournis par le sol (Gonzalez et al., 2020).

L'herbivore et I’escargot Helix aspersa, I'un de ces invertébrés, est important pour de
nombreux ecosystemes. Il peut par conséquent étre un vecteur de transfert de contamination
dans la chaine alimentaire, puisqu'il est la proie de plusieurs prédateurs, y compris les oiseaux,
les mammiféres et les invertébrés. C'est pourquoi I'influence de la pollution sur de nombreux
processus physiologiques et comportementaux est de plus en plus évaluée a l'aide de ce

gastéropode terrestre (Ait-Hamlet, 2019).

2. Histoire et origine

Les escargots font partie de I'alimentation humaine depuis les temps les plus anciens. Les
coquilles découvertes par des archéologues dans les cavernes ou vivaient nos ancétres attestent
que les escargots étaient récoltés pour la consommation a cette époque (Jean-Claude, 2019).
L'escargot, souvent présent dans la mythologie, a alimenté les fantasmes de nos ancétres,
comme le montre un texte grec du IVe siecle ou Dédale utilise un escargot pour résoudre un
défi pose par Minos Christinger. Salluste décrit comment un soldat romain suivit des escargots
pour trouver une bréeche dans un fort ennemi Salluste, ""La Guerre contre Jugurtha'. En
Gaule, un personnage mythique revétu d'une armure de coquilles d'escargots annongait le beau
temps. Les escargots sont consommeés depuis la préhistoire, avec des preuves archéologiques
de leur consommation. Déja un mets festif au Ve siecle av. J.-C. en Grece et a Rome, ils étaient
élevés pour leurs différentes espéces Pline I'Ancien. Leur capacité a se conserver vivants a été
exploitée dés le Moyen Age. Au XIXe siécle, le commerce des escargots était bien établi en
France, avec des especes comme le Bourgogne et le Petit-gris ayant des valeurs marchandes

spécifiques Locard. L'élevage moderne débute au XXe siécle avec des manuels techniques pour
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guider les éleveurs, et cette pratique a récemment montré des résultats économiquement

intéressants (Bonnet et al., 2019).

Il reste inconnu ce qui a déclenché I'apparition de Helix aspersa et comment elle s'est
propagée. Pallary (1901) mentionne cette espéce dans "presque tous les dépdts quaternaires de
I'Afrique du Nord", tandis que Taylor (1910) liste des déecouvertes fossiles et sous-fossiles,
notamment a Villefranche-sur-Mer (Pléistocéne moyen), a Bastia en Corse (Caziot, 1911) et
dans les dép6ts argilosables de Montalban et le Petit Piol (Maury, 1912). Taylor remet en
question l'existence de I'espéce dans les Tles britanniques avant I'Holocene, mais elle est trouvee
en Angleterre dans des débris néolithiques, probablement introduite par les Romains (Evans,
1972). Morel (1974) découvre un Helix aspersa dans des formations quaternaires de Nice. Les
marins espagnols et portugais, se ravitaillant & La Rochelle, ont probablement introduit I'espéece
aux Antilles. Les informations géologiques sur le bassin méditerranéen oriental manquent,
laissant incertaine la propagation de I'espece durant le Pléistocene inférieur ou moyen ou sa

présence principalement dans le bassin occidental (Henry, 1977).

3. Etymologie et terminologie

3.1 Etymologie de I'escargot

Le mot espagnol « caracol » est probablement a I'origine du mot francais « escargot »,
introduit en France via La Rochelle, ou les marins espagnols et portugais venaient se ravitailler.
D'autres termes sont utilisés pour désigner I'escargot, tels que « hélice » (en référence a la forme
de sa coquille), « limacon » et « colimagon ». Selon les régions, le Petit-gris est connu sous des
noms variés : « hélice chagrine », « luma » ou « limat », « tapada » (Provence), « cagouille »
(Bordeaux - Charentes), « carago » (Marseille), « cacalan » (Provence), « cantareu » (Nice), «
casaraulau » (Languedoc), et « casaulada » (Roussillon) (Bonnet et al., 2019).

3.2 Noms communs et vernaculaires de I’Escargot Petit-Gris en Algérie

Les espéces d'escargots connues sous le nom de Helix aspersa, parfois appelées "Petit-
Gris", "Z'gargou”, ou "Boujaghlel" en Algérie, sont trés répandues sur le front méditerranéen
d'Alger. L'Afrique du Nord et I'Europe sont incluses dans sa gamme écobiogéographique. En

1774, le scientifique danois Otto Friedrich Mdller a décrit I'espéce.

Les noms communs et vernaculaires de I'escargot Petit-Gris en Algérie sont variés selon
les régions et les langues. En arabe dialectal algérien et langage populaire, on l'appelle

"Z’gargou", "S’gargou", "Babbouch", "Boujaghlel", "Boujaghlelou", et "Boukrar". En kabyle,
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I'escargot et sa coquille sont désignés par les termes "Avellarousse”, "Aarousse”, et
"Averjeghlellou”. En chaoui, il est appelé "Ajoughlel" ou "Bouchkham". Enfin, en arabe

littéraire, on utilise les noms "Al-halazoune" et "Al-bazzague".

4. Présentation et classification de I’espece Helix aspersa

Le gastropode pulmonaire mollusc Helix aspersa (Figure 09) est un membre de la famille
des helicidae, sous-famille des helicinae, et de I'ordre des stylommatophores (Beaumont et
Cassier ; 1998).

Comme il est décrit par Bonnet et al. (1990), I'Helix aspersa escargot est classé comme

suit :

* Régne : Animalia

« Embranchement : Mollusca
» Classe : Gastropoda

» Sous-classe : pulmonés

* Ordre : Stylommatophora

» Sous-ordre : Helicina

» Super- : Helicoidea

« Famille : Helicidae

» Genre : Hélix

» Espece : Hélix aspersa

» Sous-espéce : aspersa (Barker, 2001)
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Figure 9. Escargot Helix aspersa (https://www.aquaportail.com)
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4.1. Distribution géographique « Répartition »

Le petit-gris, Cornu aspersum (anciennement Helix aspersa), s'est répandu
mondialement, notamment dans les climats méditerranéens, tempérés et subtropicaux
(Jergensen & Sgrensen 2008 ; Ansart, Madec & Guiller 2009). Cette vaste distribution est
le résultat de nombreuses introductions historiques (Guiller & Madec 2010 ; Guiller et al.
2012). L'origine nord-africaine de I'espece est désormais bien confirmée, avec une
différenciation génétique marquée entre les populations du Maghreb occidental et celles des
régions plus orientales, probablement due a divers événements géomorphologiques et
climatiques (Guiller & Madec 2010).

La majorité des populations hors Afrique du Nord descend de la lignée « occidentale » de
C. aspersum, qui a colonisé I'Europe aprés le dernier maximum glaciaire (Guiller & Madec
2010 ; Guiller et al. 2012). Depuis le XVlle siécle, I'espéce a été introduite dans d'autres
régions, souvent comme source de nourriture ou accidentellement via le commerce (Ansart et
al. 2009). L'introduction en Californie a servi de point de départ pour d'autres introductions
dans les Amériques et au-dela, certaines populations invasives, comme en Nouvelle-Zélande,
résultant de plusieurs introductions successives (Guiller et al. 2012).Dans ces nouvelles
régions, C. aspersum est souvent considérée comme une espéce invasive et un nuisible
important, attaquant notamment les vergers d'agrumes en Californie (Sakovitch 2002) et les
cultures de vignes en Afrique du Sud, Australie et Nouvelle-Zélande (Ansart et al. 2009;
Cowie 2011b).
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De nombreuses études ont conduit a la reconnaissance de plusieurs formes endemiques
de C. aspersum, comme la forme « gros-gris » ou forma maxima, dont l'origine reste
incertaine (Taylor, 1914). La lignée occidentale s'est probablement étendue vers I'Europe via
la route tyrrhénienne et le détroit de Gibraltar (Guiller & Madec 2010). Les discontinuités
génetiques témoignent de la différenciation entre les lignées orientales et occidentales,

influencée par les événements climatiques et ggomorphologiques du Pléistocéne et du Tertiaire.

Aujourd'hui, la lignée occidentale de C. aspersum est devenue largement
anthropochorique, colonisant divers paysages perturbés par I'homme (zones agricoles, urbaines,
suburbaines) dans des régions méditerranéennes, tempérées et subtropicales. Elle est désormais
présente en Amérique du Nord et du Sud, en Afrique, aux Mascareignes, en Océanie et en Asie,
souvent grace aux activités humaines (Barker, 2002). Au Canada, C. aspersum a été observé
pour la premiére fois en Nouvelle-Ecosse dans les années 1850, bien qu'il n'y soit plus retrouvé
aujourd'hui. Il a été signalé a Terre-Neuve dans les années 1970, mais sa présence actuelle reste
incertaine. Des observations sporadiques a Vancouver et sur I'lle de Vancouver suggerent que

C. aspersum n'est présent au Canada que dans les environs de Victoria (Grimm et al., 2009).
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CABI, 2024. Cornu aspersum. In: CABI Compendium. Wallingford, UK: CAB 7 {5
International. . Invasive
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Figure 10 : A) Répartition de Cornu aspersum en tant qu’espéce invasive ; B) Distribution
mondiale de Cornu aspersum (d'apres Madec 1989 ; Jargensen & Sgrensen 2008; Ansart et al.
2009).

5. Morphologie de I’Escargot Helix aspersa

La morphologie de I'escargot Helix aspersa est caractérisée par sa coquille distincte et son

corps mou.

5.2. La coquille

La coquille de I'escargot est un tube calcaire en forme de spirale, avec une base concave.
Son sommet, correspondant au point culminant du cone, est constitué des tours les plus anciens.
Selon Daguzan (1983), ces tours s'unissent pour former une ligne de suture. Conformément
aux critéres de mesure et de description illustrés dans la figure 11, I'ouverture de la coquille est
délimitée par le péristome apres le dernier tour (Stiévenart et Hardouin, 1991 ; Nader, Butto.
, 2023).
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La coquille d'Helix aspersa, de forme globulaire et spiralée (Larba, 2014 ; Nader, Butto.
, 2023), présente une grande variété de couleurs et de formes, se répartissant en deux groupes
principaux : généralement, des coquilles de teinte sombre et d'autres aux colorations plus vives
(Taylor, 1910).

Environ un tiers du poids frais d'un escargot est constitué de la coquille, laquelle est
composee a 98 % de carbonate de calcium, incluant la calcite et I'aragonite comme principaux
minéraux (Chevalier, 1992 ; Bintoro et al., 2023). Des sols pauvres en calcium peuvent
constituer un facteur limitant a la croissance des escargots, le calcium étant un élément
indispensable a la formation de la coquille (Dallinger et al., 2001 ; Rygalo-Galewska et al.,
2023).

Apex Aperture
I
Whorl —| ] )
(4(1; (84 ; ;
5 USSR, A ' Hauteur
RS ‘ o N
-
_!‘_ |
Umbilicus i
Apertural Axe de la
Lip L 2 ;
- . coquille
Diam étre

Figure 11. Critéres de description et de mensuration de la coquille de Helix aspersa (Henry,
1977).

5.1. Le Corps Mou :

Le corps de I’escargot est mou, visqueux en raison de la présence du mucus. Il est
constitué de trois parties : la téte, le pied et la masse viscérale (Figure 12) (Bonnet et Vrillo,
1990).

5.1.1. Le pied

Le pied de Helix aspersa soutient le corps et facilite la locomotion par reptation.
Musculeux, large et plat, il soutient une coquille calcaire en spirale et forme une sole de
reptation en contact avec le sol. Cette sole laisse une trace brillante de mucus lors du
déplacement de I'escargot (Cadart, 1955).
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Le pied comprend la téte et deux paires de tentacules (Figure 12). A I'extrémité du pied,

pres du bord de la coquille, se trouvent les ouvertures respiratoire et anale (Mebirouk, 2017).

5.1.2. La Téte

Sa téte comporte la bouche qui s’ouvre vers le bas et les organes des sens constitués de
deux paires de tentacules. Les tentacules inférieures, tactiles, sont dirigés vers le bas, les
tentacules supérieures, oculaires, portant un oeil simple et un organe olfactif, qui sont dirigés
vers le haut (Figure 13). (Bonnet et Vrillo, 1990).

tour de coguille

coqullle +

5
bouche

tentacule tactile

tentacule oculaire

Figure 12. Morphologie externe de I’escargot  (https://www.ikonet.com/)

5.1.3. La Masse Viscérale

La masse viscérale dont la plus grande partie est enfermée dans la coquille (Chevalier,

1982), contenant presque tous les organes ; elle est richement vascularisée.

Les visceres correspondent aux organes situés a I’intérieur de la coquille et comprennent
le rein, ’hépatopancréas, le coeur et une partie de I’appareil génital qui se prolonge ¢galement
dans le pied .Ce dernier comporte essentiellement la sole pédieuse, musculeuse, la partie
antérieure du tube digestif et le systéme nerveux.
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Masse viscérale
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Figure 13. La Masse Viscérale de I’escargot Helix aspersa (Atika Cohen, 2024).

6. Organes internes d'un escargot :

Les Organes internes de I'escargot sont adaptés a son mode de vie, avec des structures
spécialisées pour la locomotion, la nutrition, la respiration, la reproduction et I'excrétion. Ces
caractéristiques permettent a l'escargot de survivre dans divers environnements, que ce soit sur

terre ou dans I'eau.

e Systeme digestif : Bouche, (Esophage, Jabot, Estomac, Intestin et I'népatopancreéas.

e Systeme nerveux

e Systeme respiratoire : Poumon.

e Systéme circulatoire : Ceeur.

e Systeme reproducteur : Ovotestis, Canal hermaphrodite, Spermatheque et 1’Orifice
génital.

e Systeme excréteur : Rein.
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Figure 14. Anatomie interne de I’escargot Helix aspersa Selon (Ikonet, 2024).

6.1. Systeme digestif

L'anus est ramené vers I'avant par une boucle formée par le tube digestif. L'cesophage,
I'estomac, les intestins, les glandes salivaires, le bulbe buccal, la radule et I'hépatopancréase

(Figure 15) créent une double circonvolution qui se termine dans I'anus (Thompson, 2005).

6.1.1. Intestin
L'intestin se développe de la lumiére a la périphérie et a une forme tubulaire avec un

diametre constant et des pliures élevées, elle est formée :

« Composant une couche alternante de cellules revétues, cellules ciliées et cellules
glandulaires dans un simple épithélium prismatique. une tunique peu épaisse faite de
tissu conjonctif.

« Comprend une couche de fibres musculaires lisses qui est sous-développée (Sandrine
et Henri, 2011).

6.1.2. Hépatopancréas
L'hépatopancréase, un organe considérable dans la masse viscérale, se compose de deux

lobes reliés par un canal hépatopancréatique et est entouré de tissu conjonctif et de fibres
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musculaires lisses. De nombreux tubules sont disposés I'un a coté de l'autre pour créer son
enveloppe, avec des lacunes pour la circulation hémolymphale. Un épithélium droit et élevé

constitue la paroi des tubules hépatopancréatiques. 1l est compose de trois types de cellules,

chacune ayant une morphologie distincte :

« Les cellules sécrétoires sont responsables de la digestion extracellulaire des nutriments

et sont chargées de créer les enzymes digestives qui sont pompées dans la lumiere des

tubules.

« les cellules absorbant qui effectuent la digestion intracellulaire en phagocytosant les
particules alimentaires & partir de la lumiére des tubules.

« les cellules basales qui permettent la régénération d'autres types de cellules (Sandrine

et Henri, 2011).

L’escargot Helix aspersa

Bulbe
buccal

Oesophage

\\,,.':'7 ".,r’)
\% 7~ }(/
I
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Ganglion cérébral —P'f

\
\

Canal salivaire

Glande salivaire

Jabot

Intestin

Collier nerveux
Masse

ganglionnaire

Rectum

Figure 15. Systéme digestif de I’escargot Helix aspersa (Atika Cohen, 2024).

6.2. Systéme nerveux

Helix aspersa a un systéme nerveux sympathique composé de nodules oraux et
cérébroidiens reliés par des cordes nerveuses et un systéme neuronal central logé dans la région

cerébrale compose d'un collier double périphérique esophagien compliqué (Pirame, 2003).
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6.3. Systeme circulatoire et respiratoire

Les composantes de son systeme circulatoire et respiratoire sont les suivantes :

e Le cceur qui a une seul oreillette et un ventricule.

e Helix aspersa ainsi que d'autres mollusques terrestres et marins, produisent du sang ou
de I'hémolymphe comme liquide physiologique. Un systeme veineux et une artére sont
utilisés pour circuler I'némolymphe. 1l y a deux aortes qui la conduisent dans le réseau
artériel. Les hémocytes, une sorte de cellule, et I'hnémocyanine sont tous les deux
présents (Sanchez et al., 1998 ; Adamowicz et Bolaczek 2003).

e Le poumon est un compartiment fait d'épithélium pallial qui est irrigé par les artéres
pulmonaires et dans lequel l'air est circulé par des mouvements de contraction du
pneumostome (Sandrine et al., 2003).

e L'hémocyanine est un membre de la famille des protéines métalliques qui ressemble a

une protéine et fonctionne comme un transporteur d'oxygéne (Markl, 2013).

Poumon
oe\

Cerveau

Artére du muscle/

Figure 16. Systéme circulatoire, respiratoire et nerveux de I’escargot Helix aspersa Selon
(Ikonet, 2024).

6.4. Systeme reproducteur

L'appareil reproducteur complexe de I'escargot (figure 17) comprend a la fois des organes
maéles et femelles, tels que la glande genitale, un canal hermaphrodite pour I'évacuation des
gametes, une glande albumine pour les réserves de vitellus, et un ovispermiducte pour le

transport des spermatozoides et des ceufs. Ces organes sont propres a l'escargot.

Le systeme génital est divisé en deux voies :
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v’ La voie male, qui contient le spermatophore et le canal déférent.
v' La voie femelle, qui comprend le vagin et la poche a dard, responsable de la sécrétion
du dard calcaire pendant I'accouplement. Les deux voies sont essentielles pour assurer

une reproduction réussie (Sandrine et al., 2003).

Vestibule
genital
) — Flagell
A, e méle
v ]
Glande |, / ( N Pénis
multifide \ ;»(\\ Vagin
Flagelle——————=<%"/4 T N\ Oviducte
- Poche du dard

femelle ) .
~ > Spermiducte

Spermathéeq ue—%)/ ; )

/ / WS Canal .
Heépatopancréas \,f Glanrg-:érmaphrodne
Ovotestis albuminipare

Figure 17. Systéeme reproducteur de I’escargot Helix aspersa (Atika Cohen, 2024).

6.5. Systéme excréteur

Le systeme excréteur, représenté uniquement par le rein, également appelé organe de
Bojanus, est un organe triangulaire de couleur gris-jaune situé entre le coeur et le rectum. II se
compose de deux parties : une partie excrétrice principale et une vessie d'accumulation, d'ot un
mince canal urinaire conduit a un orifice d'excrétion situé entre lI'anus et le pneumostome
(Popple et Tribune, 2002).

Le systéeme excréteur est essentiel pour maintenir I'équilibre interne de l'escargot, en
régulant non seulement I'élimination des déchets, mais aussi I'équilibre hydrique et
électrolytique. Cela est particulierement important pour les escargots vivant dans des

environnements terrestres, ou la gestion de I'eau est cruciale pour leur survie.
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7. Physiologie et comportements des escargots

7.1. Activité journaliere saisonniéere
7.1.1. Activite journaliére

L'activité des escargots gris est essentiellement nocturne, s‘alignant sur la photopériode
naturelle et débutante au coucher du soleil, pour une durée allant jusqu'a six heures (Panayiota
et al., 2012). Des facteurs environnementaux tels que I'numidité, la température et l'intensité
lumineuse influencent considérablement cette activité. Plus précisément, les escargots
présentent un comportement actif lorsque I'numidité relative dépasse 80 % et que les
températures nocturnes restent supérieures a 9 °C (Exeler, 2022). Des conditions négatives,
telles que les basses températures et I'humidité, peuvent perturber leurs schémas d'activité, qui
sont étroitement liés a la photopériode (Lala et al., 2024). Les recherches indiquent qu'aprés
leur phase active, les escargots entrent dans une période d'inactivité qui dure moins de 18 heures
(Rickards et al., 2015). Cette synchronisation avec les conditions environnementales met en
évidence l'adaptabilité des escargots a leurs habitats, bien qu'elle souligne également leur
vulnérabilité aux changements climatiques qui pourraient affecter les niveaux d'humidité et de
température (Checon et al., 2021) . Ainsi, le maintien de conditions optimales est crucial pour

leur survie et leur activité.

7.1.2. Activité saisonniére « Estivation et hibernation » :

e L'incapacité de contrbler la température corporelle, selon Daguzan (1981), caractérise
L'activité saisonniére des escargots poikilothermes, comme Helix aspersa, est
caractérisée par des adaptations physiologiques distinctes aux fluctuations de
température, notamment I'estivation et I'hibernation.

e |'estivation, qui se produit dans des conditions chaudes et séches, les escargots réduisent
leur activité et se renferment dans leur coquille a I'aide d'une couche de mucus,
conservant ainsi l'eau et I'énergie malgré des fonctions respiratoires normales
(Bloomfield et al., 2022).

e [I'hibernation est déclenchée par des températures plus froides, ou les escargots
deviennent paresseux, s'appuyant sur leurs réserves de glycogene et perdant
potentiellement jusqu'a 30 % de leur poids corporel (Morley et al., 2007 ; Suljevi¢ et
al., 2019) . Le début de I'nibernation est influencé par des facteurs environnementaux,
notamment des chutes de température en dessous de 15 °C et une diminution de la

lumiere du jour (Plummer, 2004).
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e Ces deux processus sont essentiels a la survie, permettant aux escargots de gérer
efficacement les taux métaboliques et les réserves d'énergie tout au long des
changements saisonniers (Panayiota et al., 2012) . Cette adaptabilité souligne
I'importance des conditions environnementales dans la formation des cycles de vie de

ces organismes.

7.2. Alimentation et Croissance

7.2.1. Alimentation

L'escargot de jardin Helix aspersa représente une menace notable pour les plantes
potagéres en raison de ses diverses habitudes alimentaires, qui englobent la phytophagie, la
coprophagie, la détritivation, et parfois le cannibalisme. Cet escargot est doté de microbes
intestinaux spécifiques qui jouent un réle crucial dans la digestion des matieres végétales. En
hiver, ces microbes sont particulierement actifs dans la dégradation du mucus intestinal, ce qui
aide a la digestion (Cleveland et al., 2019). De plus, Helix aspersa a montré une tendance
marquée a se nourrir la nuit sur de grandes feuilles d'ortie, ce qui indique une préférence pour
certaines plantes et peut affecter la biodiversité et la santé des jardins (Green, 2007).
L'interaction entre I'escargot et sa communauté microbienne est essentielle, non seulement pour
I'absorption des nutriments, mais aussi pour sa condition physique globale et son efficacité
alimentaire (Villa et Garcia, 2017).

7.2.2. Croissance

Les phases de croissance des escargots, telles que décrites par Gomot (1997),

comprennent gquatre stades distincts :

e Phase infantile durant laquelle le tractus génital est non-différencié chez des animaux
de 0,02a0,6 g,

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

e Phase de maturation sexuelle ou phase préadulte durant laquelle les glandes annexes
femelles se développent. Elle concerne des escargots non bordés (absence
d'épaississement du péristome) de plus de 6 g.

e Laphase adulte a croissance nulle durant laquelle les animaux sont aptes a se reproduire.

IIs sont alors bordés et pésent entre 6 et 14 g.

Chaque phase est marquée par des changements spécifiques, tels que la maturation de

I'appareil génital et l'activation de la gamétogenese. La croissance est influencée par des
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facteurs environnementaux tels que la température, I'numidité, I'éclairage, la composition du
sol, et la disponibilité de la nourriture, qui affectent les taux métaboliques et la reproduction
(Nabhitabhata et al., 2022 ; Nandy et al., 2023). En milieu naturel, la durée de vie moyenne
des escargots est de 6 a 7 ans, avec une maturité sexuelle atteinte généralement au cours du
deuxiéme ou du troisieme été apres la naissance (Edmonds et al., 2021 ; Roberts et al., 2021).
La croissance est également affectée par les cycles saisonniers d'estivation et d'hibernation,
soulignant I'importance des conditions environnementales dans la croissance et la reproduction
(George et al., 2021).

7.3. Reproduction :

La période de reproduction des escargots du genre Helix, y compris Helix aspersa, s'étend
généralement de début mai a mi-septembre, caractérisée par une fécondation réciproque par
échange de spermatophores. Bien que l'autofécondation soit rare dans ce genre, elle a été
documentée chez d'autres espéces, ce qui indique une variabilité des stratégies de reproduction
dans différents environnements (Shen, 2006). Le temps entre I'accouplement et la ponte peut
varier considérablement, sous l'influence des conditions environnementales ; des conditions
optimales donnent lieu a un intervalle de ponte d'environ dix jours, tandis que des conditions
défavorables peuvent prolonger cet intervalle jusqu'a un ou deux mois (Sulikowska-Drozd et
al., 2013). Le comportement de ponte implique que l'escargot creuse dans le substrat pour
déposer des couvées d'une moyenne de 80 a 130 ceufs, un nombre qui peut varier en fonction
de facteurs individuels et environnementaux (Tomasini et al., 1996 ; Yang et al., 2010) . Cette
flexibilité reproductive souligne I'adaptabilité des escargots Helix a leurs niches écologiques,

bien que les études spécifiques sur Helix aspersa restent limitées (Qian et al., 2023) .

8. Contribution des Mollusques, en particulier Helix aspersa, a I'Ecotoxicologie et aux

Processus de Bioaccumulation des Métaux

8.1. Les Mollusques comme Bioindicateurs de Contaminants Environnementaux

Les mollusques, en particulier les gastéropodes, se distinguent par leur omniprésence
dans divers écosystemes marins, d'eau douce, et terrestres (Vinarski et al., 2020). L'absence
d'exosquelette chez ces organismes les expose directement a leur environnement, ce qui
augmente leur capacité a accumuler des contaminants (Walters, 2018). Ces organismes jouent
un role crucial dans leurs écosystemes, et certains gastéropodes terrestres, en raison de leur
distribution limitée, sont particulierement utiles pour les études a grande échelle (Parker et al.,
2013 ; Strong et al., 2008).
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Les escargots terrestres sont couramment utilisés comme bioindicateurs pour détecter les
contaminants organiques et inorganiques dans leur environnement. Leur petite taille, leur
mobilité restreinte, et leur abondance dans divers milieux les rendent particuliérement adaptés
aux études de biomonitoring (Elder et Collins, 1991 ; Stankovic et al., 2014). La diminution
des populations d'escargots dans certains habitats, comme les sols acides des foréts, a été
associée a une réduction de la reproduction chez certaines espéces d'oiseaux, notamment les

passereaux (Pabian et Brittingham, 2007).

Les escargots montrent une grande sensibilité aux polluants, tels que les pesticides et les
métaux lourds. L'étude de leurs populations dans des zones contaminées fournit des
informations précieuses sur les effets a long terme de I'exposition aux contaminants. Les
paramétres biochimiques cellulaires mesurés en conditions naturelles sont essentiels pour
évaluer leur sensibilité au stress environnemental (Amadi et al., 2020 ; Authman et al., 2015).
La bioaccumulation des métaux dépend de leur absorption, que ce soit par ingestion ou par

adsorption directe.

La diversité des modes de reproduction chez les escargots, tels que I'nermaphrodisme et
la parthénogenése, permet de surveiller les impacts des contaminants sur ces processus (Zierold
et al., 2007). Certaines espéces ont des cycles de vie courts, permettant de détecter rapidement
les effets des polluants, tandis que d'autres vivent plus longtemps, accumulant ainsi les
contaminants sur une longue période. Les escargots, en raison de leur capacité limitée a excréter
ou a métaboliser les polluants, sont particulierement sensibles a I'accumulation de
contaminants, ce qui en fait des systémes d'alerte précoce pour les écosystemes (Abdallah,
2017).

Il a été démontré que les polluants s'accumulent davantage dans les visceres que dans le
pied des escargots, soulignant lI'importance d'analyser séparément ces parties pour évaluer la
biodisponibilité des polluants (Eeva et al., 2010 ; Nica et al., 2013). La bioaccumulation
dépend de la durée d'exposition : les escargots sauvages, exposes toute leur vie, sont souvent
fortement contaminés. Une période d'exposition de plusieurs semaines peut révéler des effets
néfastes, indiquant que la bioaccumulation varie selon le type de pollution. Les escargots
accumulent des minéraux et métaux toxiques dans leur coquille, ce qui est facilité par la
modification de parameétres biologiques, tels que la croissance et le poids des organes, et de
parametres chimiques observés au cours de la phase de bioaccumulation (Beeby et Richmond,
2011 ; Abdel-Halim et al., 2013 ; Gimbert et al., 2008).
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Leur capacité a concentrer les substances chimiques de I'environnement (sol, air, plantes)
dans leurs tissus en fait des bioindicateurs efficaces pour la pollution terrestre et pour I'étude
de la toxicité des métaux (Druart et al., 2012 ; Kramarz et al., 2009). L'analyse des éléments
accumulés dans les escargots permet d'estimer les niveaux de pollution du sol et d'évaluer les
risques de dispersion de substances nocives, telles que les pesticides, susceptibles de contaminer

d'autres organismes vivants (Scheifler et al., 2003 ; Gimbert et al., 2006).

8.2. Utilisation de I'escargot Helix aspersa en écotoxicologie : Bioindicateur et outil de

biosurveillance

Les escargots terrestres Helix aspersa, aussi connus sous le nom de petit-gris, jouent un
role fondamental dans les études écotoxicologiques en raison de leur capacité a intégrer diverses
sources de contamination provenant du sol, de lair, et des plantes. Ces gastéropodes
pulmonaires sont exposés aux polluants par différentes voies, notamment par ingestion,
respiration, et contact cutané (Tableau 03), ce qui les rend particulierement efficaces comme
bioindicateurs de la qualité des sols et de la biodisponibilité des métaux lourds ainsi que d'autres
contaminants organiques. Les adultes de cette espéce sont largement utilisés dans la
biosurveillance en raison de leur régime alimentaire, qui inclut la consommation de plantes et
I'ingestion de particules de sol (Gomot et coll., 1989 ; Scheifler et coll., 2006 ; Regoli et al.,
2006 ; Coeurdassier et coll., 2002 ; Gomot-de Vaufleury et Pihan, 2002).
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Tableau 3. Voies d'exposition des contaminants chez les gastéropodes terrestres Helix aspersa.

Voie o
- Description
d'exposition
rpegons Sppn
Ingestion d'aliments ‘
Voie contaminés (plantes,
digestive débris organiques) et de .
. Ma‘mmelals
particules du sol <ol e
Absorption de gaz et de
Voie particules atmosphériques
respiratoire a travers les ouvertures
respiratoires (pulmones) &
/ iiaea
Diffusion de contaminants o "“Mﬂ‘n
\ 4= sy /‘ /)
a travers I'épithélium ‘ % i€
Voie . . . 4 \
) humide du pied (pied
cutanée o _
mouillé favorise
I'absorption)

L’inhibition de la croissance des escargots est un indicateur clé pour évaluer 1’écotoxicité
des sols contaminés, que ce soit par ingestion, contact cutané ou exposition directe. Cet effet
sub-létal est crucial pour déterminer les risques associés a la contamination des sols (Gomot-
De Vaufleury, 2000 ; Coeurdassier et al., 2001). Helix aspersa, qui est capable d’accumuler
certains éléments traces métalliques (ETM) tout en éliminant d’autres (Coughtrey et Martin,
1976 ; Gomot-De Vaufleury et Pihan, 2002 ; Viard La Rocca et al., 2004), constitue un
excellent modéle pour évaluer les résidus metalliques dans les tissus et surveiller leur
biodisponibilité dans le sol (Stirzenbaum et al., 2004 ; Van Straalen et al., 2005 ; Scheifler
et al., 2006).

En tant que bioindicateur, Helix aspersa possede plusieurs avantages : facilité
d’identification et d’échantillonnage, large aire biogéographique, capacité élevée
d'accumulation des polluants, et possibilité d'élevage en laboratoire avec un cycle biologique

bien contrdlé. Leur réponse dose-dépendante en termes d'inhibition de croissance est
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particulierement informative par rapport a d’autres espéces telles que les vers de terre et les
collemboles (Gomot-De Vaufleury, 2000 ; Vaufleury et Pihan, 2002). Ces caractéristiques
font des escargots un outil précieux pour la surveillance des sols, les tests d'écotoxicité, et
I’évaluation de la toxicité des polluants (Gomot et al., 1989 ; Gomot-De Vaufleury, 2000 ;
Regoli et al., 2006 ; Fritsch et al., 2011 ; Louzon et al., 2020a).

Le genre Helix est reconnu comme un macro-concentrateur pour les ETM (Dallinger,
1993). L'Organisation internationale de normalisation (ISO) a mis au point en 2006 un test
standardisé d'écotoxicité avec Helix aspersa, qui est couramment utilisé pour la biosurveillance
des sols contaminés (Gomot-De Vaufleury, 1997 ; Swaileh et Ezzughayyar, 2000 ;
Coeurdassier et al., 2001 ; Gimbert et al., 2006 ; Gimbert et al., 2008) et dans des études
d'exposition alimentaire (Russell et al., 1981 ; Laskowski et Hopkin, 1996b ; Gomot-De
Vaufleury, 2000).

L'importance des bioindicateurs pour résister a de fortes concentrations de polluants et
détecter de subtils changements environnementaux est bien documentée (Franzle, 2006). Des
espéces d'escargots terrestres comme Helix aspersa (Snyman et al., 2003), Lymnaea stagnalis
(Mahmoud et Desouky, 2006), Potamopyrgus antipodarum et Lymnea luteola (Sangita et
Khangarot, 2010 ; Panget et al., 2012) sont utilisées pour des tests de toxicité des pesticides

et comme biomarqueurs de contamination terrestre.

Des recherches récentes ont mis en évidence des perturbations physiologiques et
métaboliques causées par divers insecticides sur Helix aspersa, notamment le thiaméthoxame,
la téfluthrine, et la deltaméthrine (Ait-Hamlet et al., 2019 ; Zouaghi et al., 2020 ; Bakkouche
et Said, 2021 ; Benbouch et Bendiaf, 2022). L'espéce est confirmée comme un bioindicateur
efficace pour I'évaluation de la toxicité des sols et des polluants par différents modes

d'exposition et de transfert (Chang et al., 2016).

8.3. Mécanismes de Transfert et Bioaccumulation des Métaux chez les Gastéropodes

Terrestres

Les gastéropodes terrestres sont des modeéles particulierement pertinents pour étudier la
cinétique du transfert et la bioaccumulation des Eléments Traces Métalliques (ETM) en raison
de leur capacité a concentrer ces substances. Depuis prés de quatre décennies, il est bien établi
que ces invertébrés sont parmi les plus efficaces pour accumuler les métaux dans le régne
animal (Coughtrey et Martin, 1977 ; Dallinger et Wieser, 1984 ; Dallinger, 1993).
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Le transfert des ETM a la frontiere entre le sol et I'organisme est largement influencé par
des facteurs tels que la nature du sol, I'eau interstitielle, ainsi que les caractéristiques biologiques
des gastéropodes, y compris leurs voies d'absorption et leurs mécanismes spécifiques de
détoxication et d'excrétion (Gimbert, 2006). Les escargots jouent un rdle crucial dans le
transfert de ces éléments le long des chaines alimentaires, ce qui pourrait avoir des implications
pour la contamination des niveaux trophiques supérieurs, y compris les humains (Staikou et
Lazaridou, 2013 ; Dar et al., 2019). L'absorption des métaux par les escargots se fait par
inhalation, contact avec les surfaces, et ingestion de lichens, herbes, algues, particules de sol,
et mousses (Bargagli, 2016). La bioaccumulation des métaux comme le Cd, Zn, Cr, Hg, Cu, et
Pb se produit principalement dans la glande digestive, ou ils sont compartimentés dans des
granules ou des vésicules, permettant ainsi aux escargots de se détoxifier et d'excréter ces

éléments de maniére efficace (Boshoff et al., 2013 ; Regoli et al., 2006).

La composition des tissus mous, une fois purgés du contenu intestinal, fournit une image
précise des émissions de métaux environnementaux, comme cela a été observé dans les zones
urbaines italiennes ou des concentrations élevées de Pb ont éte détectées (Barca et al., 2014).
Les gastéropodes pulmonés terrestres posseédent des systemes de détoxication qui leur
permettent de séquestrer les ETM au sein de structures intracellulaires spécifiques tout en
limitant leur excrétion pour préserver leur équilibre hydrique (Dallinger et al., 2001b ;
Gimbert, 2006). Parmi les organes impliqués, 1’hépatopancréas est celui ou les concentrations
en Cd, Pb et Zn sont systématiquement les plus élevées (Dallinger et Wieser, 1984 ;
Chabicovsky et al., 2004 ; Viard et al., 2004), tandis que la masse pédieuse participe a
I'accumulation du Cu, souvent lié a I’hémocyanine (Pihan, 2001 ; Chabicovsky et al., 2003 ;
Dallinger et al., 2004).

Cependant, les escargots ne peuvent pas déeposer de grandes quantités de métaux dans
leurs coquilles, et leur résistance a I'accumulation de métaux peut entrainer la contamination de
leurs prédateurs (Viard et al., 2004 ; Coeurdassier et al., 2002). Le manteau et la coquille,
bien que moins impliqués dans l'accumulation des ETM, peuvent servir de reservoirs
temporaires, notamment pour le Pb, en attendant une diminution de la charge toxique dans
d'autres organes (Beeby et Richmond, 1989, 2002 ; Newman et al., 1994).

Une fois les barriéres biologiques franchies, telles que 1’épiderme et 1’épithélium digestif,
les ETM circulent dans I'organisme par I'intermédiaire de I'hémolymphe, se distribuant ensuite
dans différents organes grace au role crucial des hémocytes dans leur métabolisme et leur

transport, facilitant la phagocytose des particules métalliques (Cheng et Sullivan, 1984 ;
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Marigomez et al., 1998). Le passage des ETM a travers les membranes cellulaires s'effectue
principalement par diffusion passive, mais aussi par des mécanismes actifs impliquant des

protéines de transport membranaire ou 1’endocytose.

Les escargots vivant dans des environnements fortement contaminés peuvent montrer des
modifications physiologiques et morphologiques dues aux codts énergétiques associés aux
processus d'excrétion et de détoxification (Radwan et al., 2010 ; Regoli et al., 2006). Des
mécanismes complexes de métabolisation, d'exportation, de stockage et d'excrétion des métaux
sont activés en réponse a des conditions environnementales changeantes ou a des stress
expérimentaux (Bighiu et al., 2017). Toutefois, une exposition prolongée a des doses élevées
de métaux peut entrainer des effets graves, tels qu'une insuffisance rénale causée par I'arsenic
inorganique et le cadmium (Wang et Fowler, 2008 ; Nordberg et al., 2005). La
biodisponibilité des ETM peut étre déterminée en mesurant la quantité de ces éléments dans les
tissus des organismes apres leur exposition a un environnement contaminé pendant une certaine

durée.

9. Les tests d'écotoxicité terrestre

9.1. Généralités et principes des tests d'écotoxicité

Les tests d'écotoxicité sont essentiels pour évaluer lI'impact des composés toxiques
présents dans les sols sur divers organismes. Ces tests utilisent souvent une approche dose-
réponse, exposant les organismes a des contaminants et mesurant les effets toxiques résultants,
qui peuvent étre réalisés en laboratoire ou sur le terrain. Bien que certains bio-essais soient
standardisés, la disponibilité de tels tests spécifiquement pour la faune du sol reste limitée,
comme le soulignent plusieurs études (Thybaud, 1998 ; Coeurdassier et al., 2003 ; Viard-La
Rocca, 2004 ; Ulker, 2023) . L'intégration de ces évaluations biologiques aux analyses physico-
chimiques améliore la compréhension des risques pour les écosystémes et du potentiel de
dégradation (Gimbert et al., 2006 ; Notten et al., 2006 ; Remelli et al., 2022 ; Bardina et al.,
2022). De plus, des recherches récentes soulignent la nécessité de développer des méthodes
plus standardisées pour évaluer efficacement la contamination des sols, car les limitations
actuelles entravent les évaluations completes des risques écologiques (De Vaufleury et al.,
2012 ; Pauget et al., 2013 ; Romero Silva et al.,, 2020 ; Louzon et al., 2023). Ainsi,
I'amélioration des méthodologies de test d'écotoxicité est essentielle pour une meilleure

protection et gestion de I'environnement.
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9.2. Types de tests d'écotoxicité sur escargots

Les tests d'écotoxicité sur les escargots englobent une gamme de méthodologies, y
compris des approches monospécifiques et plurispécifiques. Les tests monospécifiques se
concentrent sur des especes d'escargots individuelles, permettant une évaluation détaillée des
impacts chimiques spécifiques, tandis que les tests plurispécifiques évaluent les effets sur
plusieurs espéces, fournissant des informations sur les réponses a I'échelle de la communauté
aux polluants (Calow, 2003 ; Walker et al., 2005). Les recherches indiquent que diverses
substances chimiques peuvent affecter de maniere significative le comportement, la
reproduction et la survie des escargots, les études utilisant a la fois des conditions de laboratoire
et de terrain pour évaluer ces impacts (Louzon et al., 2023 ; Souza-Silva, 2023) . Par exemple,
Souza-Silva (2023) souligne I'importance d'utiliser différentes espéces pour comprendre les
implications écologiques plus larges des contaminants (Souza-Silva, 2023 ; De-Carvalho et
al., 2022). De plus, il a été démontré que les études en microcosme simulent efficacement les
environnements naturels, révélant des interactions complexes entre les espéces et leurs réponses
aux polluants (Seddik Sahraoui et al.,, 2021 ; De-Carvalho et al., 2023). Cependant,
I'extrapolation des résultats de laboratoire a des scénarios réels est limitée, ce qui souligne la
nécessité d'approches intégrées dans les évaluations écotoxicologiques (Mangold-Ddéring et
al., 2021 ; Sahraoui et al., 2023)

9.2.1. Tests monospécifiques
Les tests de laboratoire monospécifiques, qui impliquent I'exposition d'une seule espece
représentative a des contaminants, peuvent étre classés en deux types principaux : les tests de

toxicité aigué et les tests de toxicité chronique.

e Lestests de toxicité aigué évaluent les effets immédiats des contaminants sur une courte
durée, mesurant généralement la mortalité ou les effets sublétaux en quelques heures a
quelques jours. Ces tests sont privilégiés pour leur simplicité et leurs résultats rapides,
ce qui les rend adaptés au dépistage initial des substances toxiques (Olkova, 2021).

e lestests de toxicité chronique évaluent les effets a long terme des contaminants, s'étalant
souvent sur des semaines ou des mois, Ils permettent de déterminer des concentrations
sans effet observé (NOEC) ou avec le plus faible effet observé (LOEC). et se
concentrent sur des parametres tels que la croissance, la reproduction et le

comportement (Spurgeon et al., 2020 ; Quiroz, 2021).

60

——
| —



Chapitre 11 L’escargot Helix aspersa

Bien que les deux types de tests fournissent des informations précieuses sur la sensibilité et la
reproductibilité des réponses des espéces aux polluants, ils peuvent ne pas saisir pleinement la
complexité des interactions écologiques et de la dynamique multi-espéce, ce qui peut limiter

leur applicabilité dans des scénarios réels (Blasco et al., 2020 ; Wu et al., 2024).

9.2.2. Tests plurispécifiques

Les mésocosmes et les microcosmes sont des outils précieux pour étudier les écosystemes
en simulant des environnements naturels avec des composantes abiotiques et biotiques
contr6lées. La principale distinction entre ces deux systemes réside dans leur échelle, les
microcosmes étant plus petits et souvent utilisés pour des expériences plus controlées, tandis
que les mésocosmes peuvent accueillir des interactions plus importantes et plus complexes entre
especes a travers différents niveaux trophiques (Figure 18) (Caquet et al. 1996). Cette
différence de taille influence la représentativité des écosystéemes étudiés, car les mésocosmes
peuvent mieux imiter les conditions naturelles, ce qui permet des évaluations écologiques plus
completes (Calow, 2003). Les recherches indiquent que les tests multi-spécifiques dans les
mésocosmes peuvent révéler des interactions qui ne sont pas observables dans des
configurations mono-spécifiques, soulignant I'importance de la biodiversité dans le
fonctionnement des écosystemes (Gueguen, 2022 ; Loerracher et al.,, 2023). Il existe
cependant des limites, comme une simplification excessive des études en microcosme, qui
risque de ne pas rendre pleinement compte de la complexité des écosystéemes plus vastes (Adey,
2023 ; Loerracher et al., 2023). Ainsi, les deux systemes sont essentiels a la recherche
écologique, chacun offrant des perspectives uniques sur la dynamique des écosystemes (Adey,
2024).
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Figure 18. Différents niveaux dans les tests écotoxicologiques, adapté, d’apreés (Walker et al.

2005).
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

1. Matériel et Méthodes

Les bioessais de cette étude ont été menés au Centre de Recherche en Biotechnologie
(CRBU), ou les conditions expérimentales ont été rigoureusement contrélées pour garantir la
fiabilité des résultats. L'élevage des spécimens (escargots) a eté réalisé a I'Animalerie du centre,
dans un environnement adapté pour minimiser le stress et optimiser la santé des animaux. Les
analyses physico-chimiques et biochimiques, essentielles pour évaluer I'impact des conditions
environnementales sur les spécimens, ont été effectuées dans le laboratoire spécialisé «

Analyses Environnementales ».

Pour étudier les effets au niveau tissulaire, des coupes histologiques ont été réalisées avec
soin au laboratoire « Histologie et Microscopie ». Les photographies des coupes, capturées avec
une précision microscopique, ont permis de documenter les modifications cellulaires et

tissulaires, fournissant ainsi des données visuelles cruciales pour l'interprétation des résultats.

1.1. Préléevement et Caractéristiques du Substrat Naturel (Sol)

1.1.1. Prélevement

Le substrat d’essai “sol” utilisé pour 1’¢levage a été prélevé dans la réserve naturelle de
la forét montagne de Béni Saleh, située au nord-est de la commune de Bouchegouf, dans la
wilaya de Guelma, Algérie (Latitude : 36.81667, Longitude : 6.05). Cette région, l'un des
principaux massifs forestiers de I'Est algérien (Figure 19), se distingue par son éloignement des
perturbations anthropiques, en faisant un environnement propice a la reproduction de diverses

especes animales, telles que I'escargot Helix aspersa.

Avant utilisation, le sol a été¢ séché a ’air libre pendant 15 jours, broy¢ a I’aide d’un
mortier en porcelaine, puis tamisé a 4 mm pour I'élevage. Une fraction de ce sol, tamisée a 2
mm, a été employée pour analyser ses parameétres physico-chimiques, incluant le pH, la
conductivité électrique, le calcaire total, la matiere organique, l'azote total, et la capacité
d’échange cationique (Figure 20). Ces caractéristiques influencent directement la qualité de
I’habitat, essentiel pour la reproduction des especes locales telles que les escargots, ainsi que
des oiseaux .La forét de Béni Saleh, en tant que refuge naturel, offre des ressources vitales pour
ces especes, favorisant une biodiversité accrue en raison de I'absence de perturbations humaines
(Brahmia et al., 2021 ; Squalli et al., 2022 ).
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Figure 19. Localisation de la zone de récolte des escargots et Sol (Montagne Béni Saleh,

Bouchegouf -Guelma) (Source : Google Earth)

Figure 20. Préparation et analyse de Sol
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1.2. Caractéristiques physico-chimiques du substrat d’essai
1.2.1. Granulométrie

La détermination de la granulométrie a été effectuée selon la méthode de Robinson
normalisée (NF X 31-107) selon ’AFNOR (2003). Les prélevements et tamisages sont réalisés
apres destruction de la matiere organique par l'eau oxygénée (H202) sur une prise d'essai
d'environ 20 g. La méthode a la pipette est utilisée pour déterminer la fraction des particules les
plus petites. La méthode est basée sur la différence de vitesse de sédimentation entre les
particules. La sedimentation des particules résulte des deux forces opposees : gravité et friction
entrainant un mouvement dans un milieu fluide. Dans la méthode “ROBINSON”, un
échantillon est pipeté a différentes périodes et a différentes profondeurs de la suspension du

prélévement dans une éprouvette.
Les proportions des classes de particules suivantes sont déterminées :

e Argiles (A): <2 pum.

e Limons fins (LF) : 2 um a 20 pm.

e Limons grossiers (LG) : 20 um a 50 pum.
e Sable tres fin (STF) : 100 um.

e Sables fins (SF) : 200 pm.

e Sables grossiers (SG) : 500 pm.

T=31°C
Temps de chute pour 10 cm
Temps 35 Sec 3min et 40 Sec 6 h et 13 min
Fraction A+LF+LG A+LF A

La détermination des fractions les plus fines (<50 um) s'effectue via 3 prélevements

successifs, a la pipette de Robinson, dans une suspension de sol en cours de sédimentation.

1.2.2. Potentiel hydrogene (pH)

Le pH est une propriété du sol importante a connaitre. C’est le reflet de la concentration
de la phase liquide du sol en ions H+ et la capacité de la phase solide a libérer des cations Al3+
(Calvet, 2013). Le pH est mesuré selon la méthode 1ISO 10390 (2004) dans une suspension de
10 g de sol dilué a 1/5 (fraction volumique) dans de I'eau (pH de H20). 1l a été mesure dans le
surnageant a 1’aide d’un pH meétre (Model Consort C6030) de terrain, étalonné avec des

solutions dont le pH est connu. Il est exprimé en unité pH.
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1.2.3. Conductivité electrique (CE)

La conductivité électrique est la mesure de la capacité des ions a transporter le courant
électrique. Ce dernier s’effectue par la migration des ions dans un champ électrique produit par
un courant alternatif. La conductivité d’une solution dépend de la concentration des ions
présents et de leur vitesse de migration sous I’influence de la force électromotrice appliquée.
La conductivité d’un sol est une mesure de la quantité d’ions présents et qui pourraient se

dissoudre en présence d’eau ; ainsi elle renseigne sur la salinité des sols.

Lors de I’analyse du sol, ce paramétre a été¢ déterminé dans une suspension sol/eau
distillée selon un rapport pondéro-volumique de 1/5 selon la méthode 1SO 11265 (1994). La
conductivité électrique est mesurée sur le surnageant obtenu apres centrifugation a I’aide d’un

conductimétre (Model : Consort C6030). Elle est exprimée en (uS/cm).

1.2.4. Humidité résiduelle (%0HR)

En dessous du point de flétrissement, la quantité d’eau dans le sol peut continuer de
diminuer par évaporation. Ce changement d’état peut se faire soit au contact de 1’atmosphere,
les molécules d’eau remontant en surface par capillarité, soit au sein des pores du sol en passant
de I’état liquide a 1’état gazeux. Lorsque 1’eau présente dans les deux phases du sol, liquide et
gazeuse, est en équilibre, le taux d’humidité résiduelle (HR) ou point d’hygroscopicité, est
atteint (Musy et Soutter 1991). Méme apreés une longue période de sécheresse, un sol contient
toujours une fraction d’eau li¢e a la matrice du sol par adsorption. L’assechement total d’un sol
ne peut étre obtenu que dans le cadre d’expérimentation en laboratoire (séchage au four a

105°C).

L’humidité résiduelle est déterminée par pesée différentielle du sol séché a I’air ambiant
et chauffé a 105°C a I’étuve (Model Memmert). Un échantillon de sol (5 g) est séché a 105°C
pendant 24 h, jusqu’a poids constant, puis pes¢ a nouveau apres refroidissement dans un

dessiccateur.
Soit en gramme :

Pv : Poids de la boite a tare vide.
Pa : Poids de la boite a tare plus le sol séché a l'air.
Pe : Poids de la boite a tare plus le sol séché a I’étuve 105°C.

H % =100 * (Pa - Pe) / (Pe — Pv)
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1.2.5. Matiere organique (%0MO)

La méthode Walkley et Black (1934) consiste & oxyder la matiére organique sans
chauffage externe par une solution sulfurique de bichromate de potassium (K2Cr207) en excés
qui sera ensuite dosé par une solution de fer ferreux, le sel de Mohr. Ce dosage a été effectue a
’aide du titrateur Crison qui est muni d’une €lectrode redox permettant de détecter la différence
de potentiel au sein de la solution a doser permettant de déterminer la quantité de sel de Mohr
ayant réagi avec le bichromate en exces. La quantité de sel de Mohr versée dans la solution a
doser permet de calculer la quantité de carbone organique présente dans le sol. Elle ne peut étre

utilisée si les sols contiennent plus de 20 % de matiére organique.

Considérant que 1 ml de dichromate de potassium 1N = 4 mg de carbone, le C exprimé

en % est calculé selon la formule suivante :

C%= (ml de dichromate potassium 1N en excés *0.004*100) / Poids du sol (g)

1.2.6. Capacité d’échange cationique (CEC)

La capacité d’échange cationique (CEC) correspond a la quantité de charges positives
portées par les cations susceptibles d'étre fixés, de facon réversible, sur les sites chargés
négativement de certains constituants du sol. On distingue les sites a charges permanentes dont
le nombre varie peu avec les conditions de milieu et les sites a charges variables (matiére
organique) dont la quantité est fortement liée au pH. La méthode a I'oxalate d'ammonium dans
la norme NF X31-130 AFNOR (1999) consiste a mesurer la CEC ou quantité de cations
saturant fixe caractérisant un état d’équilibre entre 1’échantillon de sol et un environnement
expérimental donné. Les valeurs obtenues sont fonction de milieu (cation saturant, pH, ...) ainsi

que des conditions de réalisation influencant le rendement des réactions d’échange.

T=((V2-V1)*C*50*2*100) / (P*F)

Soit :

e T : capacité d’échange cationique exprimé en meq/100g du sol. V2 : volume de titration

du témoin en ml.

V1 : volume de titration d’échantillon en ml.

e C: concentration de 1’acide de titration en mol/l. P : prise d’essai en g.

F : volume du filtrat en ml.
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1.2.7. Azote total (%oN)

L’azote se trouve dans toutes les fractions des matiéres organiques du sol, dans des
composés tres divers, libres ou liés aux minéraux et aux substances humiques (Calvet, 2013).
La détermination de I’azote total a été effectuée selon la méthode Kjeldahl selon la norme
ISO 11261 (1995). L’azote du sol est minéralisé se forme de NH4+ en utilisant de I’acide
sulfurique concentré (H2SO4). Le NH4+ est transformé en NH3 en présence de soude (NaOH)
en exces. Le NH3 est ensuite déplacé par distillation et piégé dans une solution d’acide borique
(H3BO3) ou il est titré a 1’aide de H2SO4 1N, en présence d’un indicateur coloré, le vert de

bromocresol et rouge de méthyl. Les résultats sont exprimés en % selon la formule suivante :
N (%) = N ((V1-V0) x M x 14 x 100) / m
Soit :

e V1 :le volume en ml d’acide sulfurique utilisé pour la titration de I’échantillon. VO : le
volume en ml d’acide sulfurique utilisé pour la titration de 1’essai a blanc. M : la
concentration de 1’acide sulfurique.

e m: lamasse, en grammes, de I’échantillon de sol séché a I’air. 14 : la masse molaire de

I’azote.

1.2.8. Calcaire total (%CaCO3 T)

Les carbonates de calcium sont les constituants majeurs qui interviennent dans la fixation
des ETM, soit par adsorption, soit par précipitation d’hydroxydes ou de carbonates, ou encore
par insertion dans le réseau de CaCO3 (Perrono, 1999). Ce parameétre a été déterminé a 1’aide
de calcimétre de Bernard selon la norme NF-1SO 10693 (1995). Cette technique est basée sur
le dosage des carbonates dont la quantité est proportionnelle au volume de CO2 dégagé lors de
leur réaction avec 1’acide chlorhydrique selon la réaction ci-dessous ou une mole de CO2

correspondant a une mole de CaCO3 :
CaCO3 + 2 HCI > CaCl2 + H20 + CO2

Cette réaction permet d’utiliser une méthode gazomeétrique puisqu’une mole de carbonate
de calcium (CaCO3) d’un échantillon de sol permet le dégagement, par action de I’acide
chlorhydrique (HCI), d’une mole du gaz carbonique (CO2). Les taux en calcaire total sont

exprimés en % selon la formule suivante :

CaC03% = (V’*0.3*100) / (V*P)
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Soit ;

e V’:volume de CO2 produit par 0.3 g de CaCO3 sec et pur en ml.
e V:volume de CO2 produit par la quantité de CaCO3 contenu dans un poids P de sol en

ml. P : prise d’essai en g.

1.3. Résultats des Parametres physico-chimiques du sol

La caractérisation physico-chimique du sol prélevé dans la région de Guelma, pour
effectuer les tests de bioessali, a porté sur les propriétés suivantes : la granulométrie, le potentiel
hydrogene (pH), la conductivité électriqgie (CE), I’humidité résiduelle (%HR), le carbone (%C),
la matiére organique (%MO), la capacité d’échange cationique (CEC), I’azote (%N), et le
calcaire total (%CaCO3 T). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 4. Parametres physico-chimiques du sol prélevés dans la région de Guelma.

Parametre Moyenne £+ SD
Granulométrie Argile : 49,27 %, Limon : 47,06 % Sable : 3,65 %
pH 7,40 £0,04
CE (uS/cm) 178.88 £ 0
HR (%) 3,73+0,11
MO (%) 6,63 + 0,31
C (%) 3,85+0,18
CEC (meg/100g du sol) 49,83+ 2,25
N (%) 0,75+0
CaCO3 T (%) 11,22+ 0,86

Les caractéristiques du sol utilisées pour l'essai biologique avec Helix aspersa sont
cruciales pour assurer une croissance et une survie optimales des escargots. La composition du
sol de la région de Guelma, notamment sa teneur élevée en argile et en limon, ainsi que son pH
Iégérement alcalin, crée un environnement riche en nutriments, favorable a la santé de H.
aspersa. Cette analyse met en évidence plusieurs aspects clés de I'aptitude du sol pour les essais

biologiques.
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La présence de 49,27 % d'argile et de 47,06 % de limon assure une excellente rétention
de I'eau et des nutriments, ce qui est essentiel pour la survie des escargots (Nadji et al.,
2024).

Une capacité d'échange cationique elevée (49,83 meq/100 g) facilite la disponibilité des
nutriments essentiels, en particulier du calcium, nécessaire a la formation de la coquille
(Rygalo-Galewska et al., 2023).

Le pH légerement alcalin de 7,40 favorise une absorption optimale des nutriments,
essentielle & la croissance de H. aspersa (Nadji et al., 2024).

La faible conductivité électrique (178,88 puS/cm) indique une salinité minimale, ce qui
est bénéfique pour la santé des escargots (Nadji et al., 2024).

Une teneur en matiere organique de 6,63 % favorise un habitat propice pour H. aspersa,
améliorant sa croissance et sa reproduction (Louzon et al., 2023).

Bien que I'humidité résiduelle soit faible (3,73 %), les conditions de laboratoire peuvent
étre ajustées pour maintenir des niveaux d’humidité optimaux pendant I'essai biologique
(Nadji et al., 2024).

En résumé, les caractéristiques du sol de Guelma sont bien adaptées a la réalisation d'essais

biologiques sur Helix aspersa, fournissant un environnement propice a I'évaluation des effets

toxiques de contaminants tels que les nanoparticules d'oxyde de zinc et le cadmium.

1.2. Matériel Chimique

Le matériel chimique utilisé dans cette étude comprend des nanoparticules d’oxyde de

zinc (NPs ZnO) et le métal lourd cadmium (Cd). Ces substances sont choisies pour leurs

propriétés spécifiques et leur pertinence dans les études de toxicité environnementale.

1.2.1 Nanoparticules d’Oxyde de Zinc (NPs ZnO)
Les nanoparticules d'oxyde de zinc (NPs ZnO) utilisées dans cette étude sont des nanoparticules

synthétiques de haute pureté, achetées aupres de Sigma-Aldrich Chemical Company (Dorset,

Royaume-Uni).

Ces nanoparticules présentent les caractéristiques suivantes :

Taille moyenne : 10 a 50 nm

Pureté : +99%

Densité : 5,606 g/cm?3

Surface spécifique : Environ 20-60 m2/g
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Les nanoparticules se présentent sous forme de poudre blanche a jaune, inodore, avec une
structure cristalline hexagonale. Elles sont identifiées par le numéro CAS 1314-13-2. En raison
de leurs propriétés uniques, telles que la photostabilité, la capacité antibactérienne, et les

propriétés optoélectroniques, ces nanoparticules sont largement utilisées dans divers domaines

industriels et scientifiques.

Figure 21. Photographies au MEB des nanoparticules de ZnO. a) Nanoparticules de ZnO a une

échelle de 1 um, et b) Nanoparticules de ZnO a une échelle de 200 nm (Deylam et al., 2021).

1.2.2 Cadmium (Cd)

Le cadmium utilisé dans cette étude est sous la forme de chlorure de cadmium (CdCl, ),
également fourni par Sigma-Aldrich Chemical Company (Dorset, Royaume-Uni). Le cadmium
est un élément chimique identifié par le numéro CAS 7440-43-9. C’est un métal mou, malléable
et ductile, de teinte argentée. Le cadmium est couramment utilisé dans divers secteurs
industriels, notamment pour la fabrication de batteries, de pigments, de revétements, et comme

stabilisateur dans les plastiques.

Cependant, le cadmium est reconnu pour sa toxicité élevée et ses effets néfastes sur la
santé humaine et I'environnement. Il est classé parmi les métaux lourds en raison de sa toxicité
et de sa persistance dans I'environnement, ce qui nécessite une manipulation prudente et

I'application de mesures de sécurité rigoureuses.

Tous les autres réactifs utilisés dans cette étude étaient de qualité analytique et ont été
acquis aupres de fournisseurs locaux fournis par Sigma-Aldrich Chemical Company (Dorset,
Royaume-Uni).
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1.3. Préparation des mixtures de Cd et de NPs ZnO

Les mélanges des différentes concentrations de nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs
ZnO) et de cadmium ont été soigneusement préparés en les intégrant dans un substrat de sol
naturel prélevé dans la région de Guelma. Le mélange a été homogénéise afin d'assurer une
distribution uniforme des substances dans le sol. Chaque concentration a ensuite été fractionnée
et répartie dans cing boites en polystyrene, perforées au niveau du couvercle et des parois

latérales pour permettre une bonne aération (Figure 22).
Les concentrations préparées pour cette étude sont les suivantes :

e Cadmium (Cd) : Une concentration fixe de 1500 mg Cd/kg de sol sec a été utilisée pour
chaque traitement.

e Nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs ZnO) : Les concentrations testées pour les
nanoparticules de ZnO sont de 0, 250, 750, 2250, 6750, et 20250 mg ZnO/kg de sol sec
(voir Tableau 05).

Tableau 5. Concentrations de Cadmium (Cd) et de Nanoparticules d’Oxyde de zinc (NPs ZnO)
utilisées dans I'essai.

Traitement Code Concentrations de Cd/kg ~ Concentrations de NPs ZnO/kg du
du sol sol

Témoin T 0mg 0mg

Mixture 1 M1 1500 mg 250 mg

Mixture 2 M2 1500 mg 750 mg

Mixture 3 M3 1500 mg 2250 mg

Mixture 4 M4 1500 mg 6750 mg

Mixture 5 M5 1500 mg 20250 mg

Les mélanges ainsi préparés ont eté utilisés pour évaluer la toxicité des nanoparticules
d’oxyde de zinc et du cadmium sur le bioindicateur Helix aspersa, en étudiant leurs effets

combinés sur les parametres biologiques et écotoxicologiques du sol.
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Figure 22. Mélange du sol avec le cadmium (Cd) et les nanoparticules de ZnO.

1.4. Modéle biologique

1.4.1. Choix de I’espece modele pour les tests (bioessai)

Lors des essais visant a évaluer la qualité des matrices environnementales telles que le
sol, I'eau, et les sediments, il est crucial de sélectionner une espéce representative tout en tenant
compte des contraintes de faisabilité. L’espece Helix aspersa (Figure 23), communément
appelée escargot des jardins ou Petit-gris, a été choisie pour cette étude en raison de ses
caractéristiques pertinentes. En effet, Helix aspersa est reconnue comme le premier modele

biologique recommandé par la norme 1SO 2018.

L'Helix aspersa posséde une capacité d’accumulation notable des ¢léments traces
métalliques (ETM), ce qui en fait un bioindicateur de choix pour la surveillance
environnementale. Plusieurs études ont démontré son potentiel d'accumulation élevé, rendant
cette espece particulierement efficace pour évaluer la contamination des sols (Dallinger, 1993;
Gomot-De Vaufleury et al., 1989; Gomot-De Vaufleury, 2000; Scheifler et al., 2002; Regoli
etal., 2006; Fritsch et al., 2011; Gomot-De Vaufleury, 2015; Louzon et al., 2020a, b). Cette
espece est particulierement efficace pour évaluer la contamination des sols en raison de ses
caractéristiques morphologiques distinctes et de sa distribution étendue, en particulier dans des

régions comme le nord-est de I'Algérie (Louzon, De Vaufleury, & Capelli, 2023).

Elle est facilement identifiable grace a ses caractéristiques morphologiques distinctes.

Utilisé dans nos expériences, cet escargot adulte mesure entre 25 et 35 mm de hauteur et entre
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25 et 40 mm de largeur, avec une coquille globuleuse brun pale comportant 4,5 a 5 tours et un
ombilic complétement fermé (Figure 23) (O.F. Muller, 1774).

Helix aspersa présente une capacité élevée de bioaccumulation de métaux, tels que le
plomb, et des études ont montré des augmentations dose-dépendantes des concentrations de
métaux dans ses tissus (Nadji et al., 2024). Sa capacité a refléter les niveaux de contamination
des sols en fait un indicateur fiable pour la surveillance environnementale (Louzon, De
Vaufleury, & Capelli, 2023). L'espece a été utilisée dans diverses évaluations
écotoxicologiques, révélant des altérations des parametres biochimiques et histologiques dues

a I'exposition aux métaux (Nadji et al., 2024).

Figure 23. Helix aspersa adulte

L’adaptabilité de Helix aspersa a une variété d’habitats, allant des zones anthropisées aux
milieux naturels tels que les dunes, les bois, les rochers, les haies, et les zones cultivées, souligne
son intérét écologique et sa pertinence pour les programmes de surveillance. En outre, elle
présente des réponses physiologiques et biochimiques aux polluants environnementaux, telles
que des modifications des activités métaboliques et de la santé reproductive, qui sont
essentielles pour évaluer les impacts environnementaux (Douafer, Zaidi, & Soltani, 2020).

Les biomarqueurs comme les protéines de choc thermique et les métallothionéines chez
Helix aspersa fournissent des indications précieuses sur les effets métaboliques de la pollution
des sols (Douafer, Zaidi, & Soltani, 2020). De plus, les niveaux d'activité du glutathion et de
I'acétylcholinestérase chez ces escargots montrent une corrélation avec les concentrations de
métaux dans le sol, ce qui témoigne de leur sensibilité aux polluants (Baroudi, Al Alam,
Fajloun, & Millet, 2020).
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En deépit de ses nombreux avantages d'utilisation Helix aspersa, pour avoir une

compréhension plus approfondie de la santé environnementale.

1.4.2. Test d’écotoxicité sur les escargots Helix aspersa

1.4.2.1. Collecte, Seélection et I'acclimatation
Les escargots Helix aspersa ont été collectés dans une ferme d'élevage située a
Bouchegouf, dans la wilaya de Guelma, entre 2020 et 2021. Environ 300 individus ont été

soigneusement sélectionnés et transportés au laboratoire pour les besoins de cette étude.

Une fois au laboratoire, les escargots ont été triés selon leur taille et leur poids, avec une
moyenne pondérale de 9,58 + 0,55 g. Avant de les soumettre aux traitements experimentaux,
les escargots ont été placés dans des microsomes pour une phase initiale d'acclimatation. Cette
acclimatation, réalisée dans un environnement contrélé, est cruciale pour préparer les escargots
aux essais ultérieurs. Elle vise a les habituer a des conditions spécifiques de température,
d'’humidité et de lumiere, facteurs influencant significativement leurs réponses physiologiques
et comportementales. Les escargots ont été maintenus dans des conditions environnementales

strictement contrélées :

e Cycle lumineux : Un cycle de 16 heures de lumiere (a une intensité de 50-100 lux) suivi
de 8 heures d'obscurité, reproduisant les conditions naturelles, est essentiel pour
préserver le rythme circadien des escargots et leur bien-étre général (Francisco
Bozinovic et al., 2016).

e Température : La température a été stabilisée a 20 + 2 °C, comme le souligne Amalina
Brahim et David J. Marshall (2020), pour maintenir des conditions thermiques
optimales.

e Humidité : Le taux d'humidité relative a été maintenu entre 80 et 85 %, ce qui favorise
des taux d'éclosion et des niveaux d'activité plus élevés (Olusegun Micheal Oshiyemi,
2011).

e Les escargots ont ensuite été répartis dans des terrariums en plastique transparent de
dimensions 25x15x15 cm (5625 cm3), perforés pour assurer une ventilation adéquate,
évitant ainsi le stress lié a la stagnation de I'air, essentiel pour leur acclimatation (Samah
Abdel-Kader et M.H.E. Lokma, 2018) (Figure 24).

Pour maintenir un niveau optimal d'humidité, chaque terrarium contenait une éponge
humidifiée. Les escargots étaient nourris principalement de salade verte fraiche et de farine de

blé, disposées dans des boites de Pétri. Afin de prévenir la formation de moisissures et de
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maintenir un environnement sain, les terrariums étaient nettoyés quotidiennement pour éliminer

les excréments et les restes d'aliments, et I'alimentation était renouvelée chaque jour.

Les escargots ont été soigneusement
transportés dans des conditions
contrélées afin de minimiser le stress

@O REDMINOTE 8
QO Al QUAD CAMERA

v
- Les escargots ont été placés dans des
=

| microsomes (terrariums en plastique
transparent (25 cm x 15 cm x 15 cm)

Conditions Controlées : Lumiére :
16h (50-100 lux) / Obscurité :
8hTempérature : 20°C £ 2°C
Humidité : 80-85%

Figure 24. Collecte, Sélection et I'acclimatation des escargots Helix aspersa
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1.4.2.2. Principe du Test d’Ecotoxicité, Plan Expérimental et Conditions de Déroulement
des Tests

Les tests d’écotoxicité réalisés dans cette étude sont de type semi-statique, effectués en
conditions contrdlées conformément aux recommandations de la norme 1SO 15952 (2018). Ces
tests ont pour objectif d'évaluer I'impact de la contamination du sol par une mixture de cadmium
et de nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) sur une population adulte d'Helix aspersa. Le
sol utilisé pour ces tests a été prélevé dans la région de Guelma, et la contamination a été
effectuée avec des concentrations croissantes de la mixture toxique (Tableau 05), sur une durée
de 28 jours, suivant les directives de I'OCDE pour les essais de produits chimiques (OCDE
243).

Le sol préparé precédemment pour les tests a été homogénéisé, tamisé a 4 mm, puis séché
a40°C pendant 24 heures. Chaque test a été réalisé dans des terrariums en plastique transparent
(25 cm x 15 cm x 15 cm) contenant 100 g de sol humide contaminé par des concentrations

croissantes de la mixture.

Chaque terrarium contenait cing escargots, avec cingq répétitions par concentration,
conformément aux recommandations de la norme ISO 15952 (2018). Afin de suivre la
croissance de chaque individu, chaque escargot a été marqué par un numero avec un marqueur
blanc. Les escargots avaient un poids frais moyen de 09,58 + 0,55 g et un diametre de coquille
de 35,4+ 1,1 mm.

Durant toute la période du test, les escargots ont été nourris ad libitum avec de la laitue
fraiche non contaminée et de la farine de blé, conformément aux pratiques décrites par la norme
ISO 15952 (2018). Les aliments étaient fournis tous les deux jours pour satisfaire les besoins
énergétiques des escargots et minimiser I'effet d'autres facteurs de stress. Pour assurer un apport
suffisant en calcium, essentiel a la formation de la coquille, du carbonate de calcium (CaCO3)

a été mélangé a la nourriture a une concentration de 18% (p/p).

L'humidité a l'intérieur des terrariums a été maintenue élevée en pulvérisant de I'eau
déminéralisée sur les parois et directement sur le sol, apres I'élimination quotidienne des
excréments et des déchets alimentaires, pour éviter la formation de moisissures. Les terrariums
ont été placés dans une chambre climatisée sous un éclairage faible (50-100 lux) avec une
lumiere artificielle, suivant un cycle de 18 heures de lumiére et 6 heures d'obscurité, et une

température maintenue a 20 + 2°C (Figure 25).
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Figure 25. Déroulement expérimental du test ex situ
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1.5. Les Biomarqgueurs physiologiques et comportementaux :

1.5.1. Effets comportementaux

Au cours de I’exposition aux différents traitements, nous avons également cherche a
caractériser les effets des mixtures testés sur les comportements plus ou moins perturbés de
Helix aspersa. Lorsqu'il est inactif, nous avons observé que Helix aspersa a tendance a se
réfugier sur des supports situés a quelques cm du fond de la boite (position haute). Ceci a déja
été rapporté par d’autres auteurs (Chevallier, 1992). A partir de ces observations, certains
comportements peuvent étre observés, comme se nourrir normalement ou fuir la nourriture, ou
en fonction de I'activité des animaux et de leur position spatiale dans l'enceinte d'essai : par
exemple, actif ou inactif en position haute ou sur les supports, ou encore, actif ou inactif sur la

nourriture.

Ces comportements sont observés chaque 12 heures. Si la position dans les enceintes peut
étre facilement relevée, I'activité des animaux est notée de la fagon suivante : la boite est ouverte
et le couvercle retourné est posé sur la paillasse. Aprés une minute, les escargots en mouvement

sont considérés comme actifs, ceux qui restent immobiles sont inactifs.

L'activité ainsi observée représente donc plutdt un état de réceptivité et une capacité a
réagir a une stimulation mécanique (déplacement et ouverture de la boite). Les résultats sont
exprimés sous forme d'observations hebdomadaires de chaque comportement vis-a-vis des

concentrations de mixture par rapport au témoin.

1.5.2. Biomarqueurs physiologiques

Plusieurs parametres biométriques sont considéres, a savoir :

e lamortalité : le contréle de la vitalité des individus de Helix aspersa au cours des essais
est effectué au moment des renouvellements de nourriture, de chaque jour de test. Dans
tous les cas, les individus morts sont évacués des enceintes d'essai. La mort d'un individu
est généralement facile a déterminer : le pied flasque et jaunatre est le plus souvent sorti
de la coquille. La sole pédieuse n'adhére a aucune surface. Le corps luisant et tres
visqueux indique que la liquéfaction des tissus est en cours. L'odeur nauséabonde que
dégage I'escargot est également un indicateur. En cas de doute, le pied est stimulé a
I'aide d'une aiguille ou d'une paire de pinces brucelles. L'absence de réaction permet de

conclure a la mort de l'individu.
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e le poids corporel de I’animal en utilisant une balance de précision (0,1 mg) Sortorius
H11 ; le diametre et la hauteur de la coquille sont relevés en utilisant le pied a coulisse
gradué au 1/10 mm (Charrier, 1981) (Figure 26).

e Le poids frais de rein et le poids frais de I’hépatopancréas sont mesures a l'aide de la

méme balance utilisée précédemment. Cette pesée est effectuée apres le sacrifice des

animaux, a la fin de la 4éme semaine de traitement par les mixtures.

Diameétre (D)

Hauteur (H)

Figure 26. Paramétres biométriques mesurés chez I’escargot : diamétre (D) et hauteur (H) de la

coquille.

1.6. Dissection et Prélevement des Organes

Aprés la période d’exposition des escargots Helix aspersa aux conditions expérimentales,
les animaux sont soumis a un jelne de 48 heures. Cette période de jeline est cruciale pour
éliminer les résidus alimentaires et les feces du tractus digestif, minimisant ainsi toute

interférence lors de I'analyse des biomarqueurs (Nadji et al., 2024).

Les escargots sont ensuite sacrifiés par congélation rapide a -20°C, une méthode choisie
pour réduire le stress et la douleur chez les animaux tout en préservant l'intégrité des tissus et
des biomarqueurs a analyser. La congélation est reconnue comme une méthode éthique et
efficace pour le sacrifice des gastéropodes en laboratoire, facilitant la manipulation lors des

étapes suivantes de dissection et d'analyse biochimique (Nadji et al., 2024).

Une fois congelés, la dissection des escargots commence par la séparation du tissu mou
de la coquille, suivie par la pesée de la coquille et du tissu mou séparément. Les visceres,

incluant les organes internes tels que I’hépatopancréas et le rein, sont ensuite isolés et pesés
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avec précaution pour éviter toute contamination croisee ou détérioration des échantillons (Fojet
et al., 2022).

4

/ Manteau <

Ligne de dissection

Rein

VISCERES < Glande a albumen

Glande digestive i "\’_"é{ PIED

\ Bord du manteau 4

w

Figure 27. Anatomie de Helix aspersa sorti de sa coquille, avec représentation de la ligne de
dissection séparant le pied des viscéres et des principaux organes (Viard-La Rocca, 2004)

Apres la dissection, les organes prélevés sont immédiatement placés dans des conditions
appropriées pour l'extraction des biomarqueurs et 1’étude histologique. Les organes destinés a
I'analyse biochimique sont généralement homogeénéisés dans des tampons spécifiques qui
stabilisent les enzymes et autres molécules d'intérét avant d'étre soumis a des protocoles
d'extraction adaptés aux biomarqueurs ciblés. Les biomarqueurs analysés incluent, entre autres,
les enzymes antioxydantes telles que la glutathion-S-transférase (GST), la catalase (CAT), ainsi
que les niveaux de malondialdéhyde (MDA), un indicateur du stress oxydatif. Pour I'étude
histologique, les organes sont immediatement fixés dans du formol a 10 % afin de préserver la

structure des tissus.

A la fin de la quatriéme semaine d'exposition, les escargots sont pesés, et 5 individus sont
choisis aléatoirement dans chaque groupe traité. Ces escargots sont ensuite sacrifiés par
décapitation, et la téte de chaque animal est rapidement excisée pour déterminer I'activité de
I'acétylcholinestérase (AChE), un biomarqueur important dans [I'évaluation de I'effet

neurotoxique des contaminants.
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Figure 28. Schéma récapitulatif du protocole expérimental suivi
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1.7. Méthodes de mesure des Biomarqueurs Biochimiques :

Les dosages des biomarqueurs sont effectués sur les Reins, et I’hépatopancreas

1.7.1. Dosage des protéines totales :

L’extraction des protéines de 1’hépatopancréas et du rein a été réalisée selon la méthode de
Bradford (1976). Elle consiste a additionner a une fraction aliquote de 100 pl du surnageant
ou de la gamme étalon, 4 ml de réactif du bleu brillant de Coomassie (BBC) 250. La solution
de BBC se prépare comme suit : dissoudre 50 mg de BBC dans 25 ml d’éthanol 95°. Aprés une
agitation de 2 heures, on ajoute 50 ml d’acide ortho phosphorique a 85 % et on complete a 500
ml avec de I’eau distillée. La présence des protéines dans I’échantillon se révéle par une
coloration bleue. L.’absorbance est lue au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 595 nm.
La gamme d’étalonnage est réalisée a partir d une solution d’albumine de sérum de beeuf (BSA)

titrant 1 mg/mll.

1.7.2. Dosage de I’activité glutathion-S-transférase (GST)

La mesure de I’activité glutathion-S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al, (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat,
le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH) et
mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotomeétre visible/UV (JENWAY

6300).

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

comme source d’enzyme.

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

quantité du surnageant. L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

GST (umol/mn/mg protéine)= (ADO *V) / (e*d*v* mg de protéine)

ADO : la densite optique.

V : volume totale de la cuve (1400 pl).

e : coefficient d’extinction (9.6mpl™?).

d : épaisseur de la cuve.
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e Vv :volume du surnageant.

e mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

1.7.3. Dosage de I’activité catalase :

L’activité catalase (CAT) est mesurée selon la méthode de Regoli et Principato, (1995)
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
(H202) (e = 40 Mt cm ) en faisant réagir dans 100 Mm de tampon phosphate pendant 1mn a
pH 7,5 100 pl de H202 (500 mM) sur 20 ul d’homogénat, a 25 °C. Les résultats sont exprimés

en umol d” H2O, par minute et par mg de protéines.

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactionnel contient 20 pl de surnageant, 200
uL de peroxyde d’hydrogéne H202 (¢ =40 M cm "V et 780 pL de tampon phosphate. La
réaction est déclenchée par 1’addition de I’eau oxygénée. Le dosage s’effectue en suivant la
cinétique de la réaction pendant 1 mn a la longueur d’onde 240 nm. L’activité spécifique de

I’enzyme est déterminée d’apres la formule suivante :

Activité CAT (umol/mn/mg protéine)= (ADO *10)/ (¢ *X* L*0.05)

ADO : la densité optique.

¢ : le coefficient d’extinction de 1’eau oxygénée.

X : mg de protéines (quantité de protéines exprimée en mg).

L : Longueur de la cuve utilisée.

1.7.4. Dosage du Glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB) par les

groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution
d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA). Afin de protéger les groupements thiols du
glutathion I’homogénat doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique (ASS)a25 7
ou 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Apres agitation le mélange est plongé

dans un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifuge a 1000 tours/ mn pendant 5 mn.

Une aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon trissEDTA
(0,02 M, pH 9,6) et 0,025 ml de DTNB (0,01 M)]. La lecture des absorbances s’effectue a une
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longueur d’onde de 412 nm apres 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre

un blanc ou les 500 pl du surnageant sont remplacés par 500 pl d’eau distillée.
Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :
Taux du GSH (uM/mg de protéines)= (DO * 1* 1,525) / (13,1 * 0,8 * 0,5 * mg de protéine)

e DO : densité optique.

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

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

e 13,1 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement —SH & 412 nm).

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

e 0,5: Le volume du surnageant utilisé en ml.

e mg de protéines : les protéines en mg.

1.7.5. Dosage des malondialdéhydes (MDA)

Les malondialdéhydes (MDA) sont dosés selon la méthode de Draper et Hadley (1990)
basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre I’acide thiobarbiturique (TBA) et le
malondialdéhyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est

mesurée a une longueur d’onde de 532 nm.

Les fragments sont broyés aux ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCI (50 mM, pH 7,5).
Une fois ’homogénéisation réalisée, une centrifugation est effectuée pendant 10 mn a 10000
tours/mn et le surnageant récupéré servira au dosage du MDA. Le dosage est réalisé avec 500
pl du surnagent additionnés de 2,5 ml de TCA. Apres chauffage au bain marie a 100 °C pendant
15 mn et refroidissement dans la glace, une centrifugation est effectuée a 10000 tours/mn
pendant 10 mn. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée a laquelle on
ajoute 1 ml de TBA. Aprés un second chauffage (100 °C, 15 mn) et refroidissement, 1,5 ml de
butanol sont rajoutés. Apres agitation, une derniére centrifugation (10000 tours/mn, 10 mn) est

réalisée et le surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant les complexes

TBA/MDA est récupéré et une lecture des absorbances est effectuée a 532 nm contre un

blanc ou du tampon tris-HCI remplace le surnageant.
Le taux du MDA est déterminé selon la formule suivante :

MDA (uM/mg de protéines) = (DO*Vt) / ((156*Vs)* mg de proteines)
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e DO : densité optique.

e 156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.

e Vt: volume total dans la cuve : 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant les
complexes TBA/MDA].

e Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0.5 ml.

e mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg

1.7.6. Dosage de I’acétylcholinestérase :

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir & I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh) dont
I’hydrolyse par I’AChE libére de la thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La thiocholine
libérée agit avec 1’acide 5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoate (DTNB) pour former un complexe de

couleur jaune dont I’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.
Le principe de la réaction est décrit ci-apres :

Les fragments de tissu de la téte sont homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml
de solution détergente [38,03 mg EGTA (acide éthyléne glycol-bis, p- aminoethyl ether
NNN’N’ tetra-acétique), 1 ml triton X 100 %, 5,845g NaCl, 80 ml tampon tris (10 mM, pH 7)]
a I’aide d’un homogénéiser a Ultrason (Sonifer B-30), puis centrifugés a 5000 tours/mn, 5mn.

Le surnagent récupéré servira comme source d’enzyme pour la mesure de 1’activité de I’ AChE.

Une fraction aliquote de 100 pl du surnageant est additionnée & 100 pl de DTNB (0,1 M; pH 7)
[39,6 mg de DTNB, 15 mg CO3 Na (bicarbonate de sodium), 10 ml du tampon Tris (0,1 M, PH
7)] et 1 ml de tampon Tris (0,1 M, pH 7). Aprées 3 a 5 minutes, 100 pl du substrat
acétylthiochline préparé extemporanément (23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée) sont ajoutés. La
lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 min pendant 20 mn a une longueur d’onde de
412 nm contre un blanc ou 100 pl de la solution détergente replace les 100 pl du surnageant.
L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase est exprimée en uM/min/mg de protéines ; elle

est calculée selon la formule suivante :
AChE (uM/min/mg de protéines) = (A DO* Vt) / (1,36 * 10* * VVs* mg de protéines)

e A DO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction
du temps.

e 1.36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1),

e Vh: volume de I’homogénat (100 puL),
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e Vt:volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 mI DTNB + 1ml tampon
tris (0,1 M, pH 7) + 0,1 acétylthiocholine] (1 300 pL),

e mg de prot : quantité de protéines exprimée en mg

1.8. Etude histologique

Les échantillons sont fixés dans le formol. Puis déshydratés dans 1’éthanol 95° au moins
deux fois pour éliminer I’excés d’acide picrique. Aprés déshydratation, les pieces sont
conservées dans du butanol. Aprées imprégnation dans la paraffine (3 bains de 24 h.) les pieces
sont coupées (2um) a I’aide d’un microtome Anglia scientific 0325, étalées avec 1’eau gélatinée
et séchées a 1’étuve (37 °C) pendant au moins 48 h. Les coupes sont par la suite déparaffinées
avant d’étre colorées a I’hemalun €osine (hématoxyline 1 g, iodate de sodium 0,2 g, chloral
hydraté 150 g) qui permet une coloration différentielle .apres déshydratation dans les bains
suivants : éthanol 95°, éthanol a 95° et du xyléne pur et enfin du xyléne pur. Les pieces sont
montées a 1’aide du baume de Canada (Martoja et Martoja, 1967). Les observations des
coupes sont effectuées avec une photo microscope LEICA DM 100.

1.9. Analyse statistique des résultats

Les données ont été fournies sous forme de moyenne + erreur standard (SE) et analysées
statistiquement & l'aide du logiciel PrismPad. Des comparaisons multiples entre les groupes ont
éteé effectuées a l'aide d'une ANOVA unidirectionnelle. Les valeurs de P < 0,05, P < 0,01, et P

< 0,001 ont été considérées comme significatives pour toutes les analyses.
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1. Réponses Physiologiques et Comportementales de Helix aspersa Exposeés

aux Mixtures de Nanoparticules d’Oxyde de Zinc et de Cadmium (ZnO
NPs/Cd)

1.1. Effets Comportementaux de I’Exposition aux Mixtures de Nanoparticules d’Oxyde
de Zinc et de Cadmium (ZnO NPs/Cd) chez Helix aspersa

Les escargots exposes a la mixture ZnO NPs/Cd ont montré une série de symptémes (Figure
29) :

e Diminution d’activité locomotrice

e Diminution le taux de prise de nourriture

e Comportement en escalade et évitement des contaminants (comportement grimpant)

-cO REDMINO L
Al QUAL

e o
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Figure 29. Effet de différentes mixtures ZnO NPs/Cd sur la diminution d’activité locomotrice
des escargots (comportement grimpant).

Les resultats relatifs aux proportions hebdomadaires de chaque comportement aux
différentes concentrations de ZnO NPs/Cd apres une, deux, trois et quatre semaines

d’exposition sont présentés respectivement par les figure : (30, 31, 32 et 33).
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Figure 30. Pourcentage hebdomadaire des observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chague concentration de mixture (ZnO NPs/Cd) aprées une semaine
d’exposition.

Aprés une semaine d’exposition (figure 30) des escargots Helix aspersa a différentes
concentrations de la mixture (ZnO NPs / Cd), les comportements observés ne montrent pas de

différence statistiquement significative entre les groupes testés.

L'analyse ANOVA, avec une statistique p-valeur proche de 1, indique que les variations
des comportements tels que 1’activité haut (sommet des boites) (AH), I’inactivité haut (IH),
I’activité sur-sol (AS) et I’inactivité sur-sol (IS) sont négligeables et peuvent étre considérées
comme aléatoires. Autrement dit, les différentes concentrations d'oxyde de zinc n'ont pas
provoqué de modifications notables dans les comportements des escargots au bout d’une
semaine. Cela suggere que l'effet toxique de mixture (ZnO NPs / Cd) ne se manifeste pas
immédiatement, ou que les concentrations testées ne sont pas suffisantes pour induire des

changements comportementaux a court terme.
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Figure 31. Pourcentage hebdomadaire des observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chaque concentration de mixture (ZnO NPs/ Cd) apres deux
semaines d’exposition.

Aprés deux semaines d'exposition (Figure 31), les résultats demeurent similaires a ceux

observés lors de la premiére semaine.

L'analyse ANOVA continue de révéler une absence de différence significative entre les
groupes (p-valeur de 0.99). Cela signifie que, méme avec une exposition prolongeée a la mixture
(ZnO NPs/ Cd), les comportements des escargots restent inchangés. Cette stabilité des résultats
laisse penser que, jusqu'a ce point, la mixture (ZnO NPs / Cd) ne perturbe pas suffisamment les
fonctions neurologiques ou motrices des escargots pour que des changements
comportementaux soient visibles. Il est possible que les escargots possédent des mécanismes

d’adaptation ou de résistance aux niveaux de concentration utilisés dans cette étude.
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Figure 32. Pourcentage hebdomadaire des observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chague concentration de mixture (ZnO NPs / Cd) aprés trois
semaines d’exposition.

Apreés trois semaines d’exposition (figure 32), I’absence d’effet significatif de mixture
(ZnO NPs / Cd) sur les comportements des escargots se maintient. L’analyse statistique (p-
valeur de 1) confirme une nouvelle fois que les différences entre les groupes sont
statistiquement insignifiantes. L’absence de changement méme apres une période plus longue
d’exposition suggére que la mixture (ZnO NPs / Cd), aux concentrations testées, ne provoquent
pas de perturbations comportemental mesurable sur Helix aspersa. A ce stade, il est raisonnable
de penser que I’espéce peut tolérer ces niveaux de mixture (ZnO NPs / Cd) sans présenter de

signes apparents de stress ou de dysfonctionnement comportemental.
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Figure 33. Pourcentage hebdomadaire des observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chague concentration de mixture (ZnO NPs / Cd) aprés quatre
semaines d’exposition.

A lafin de la quatriéme semaine (figure 33) d’exposition, les résultats confirment encore
une fois 'absence d’impact significatif de mixture (ZnO NPs / Cd) sur les comportements

observés.

L’analyse statistique continue de refléter une grande uniformité dans les comportements
des escargots a travers les différents groupes. Ces résultats suggérent qu’une exposition
prolongée sur quatre semaines a des concentrations de mixture (ZnO NPs / Cd) n'affecte pas de
maniére notable les fonctions comportementales des escargots. Ce constat est particuliérement
important car il montre que méme sur le long terme, les concentrations de mixture (ZnO NPs/
Cd) testées dans cette étude ne provoquent pas de perturbations visibles chez les escargots. Il
est possible que 1I’espéce soit capable de gérer cette exposition sans effets néfastes, ou bien que
la mixture (ZnO NPs / Cd) n’atteigne pas les seuils toxiques critiques pour modifier leurs

comportements.

1.1.Effet sur les paramétres physiologiques
En utilisant les procédures décrites ci-dessus, des données morphométriques (estimation de la
mortalité, poids frais de 1’escargot, hépatopancréas et rein) ont été recueillies aupres de tous les

escargots de traitement analysés et témoins.

1.1.1. Lamortalité
Les résultats de I'étude sur la mortalité des escargots exposés a des mélanges de nanoparticules

d'oxyde de zinc (ZnO) et de cadmium (Cd) révelent une relation dose-dépendante entre la
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concentration des mixtures et lI'augmentation de la mortalité. Sur les 150 escargots testés, 41

sont morts, ce qui représente un taux de mortalité de 27,33 % Selon le tableau 06 et figure 34.

Tableau 6. Mortalité des escargots enregistrée a la fin de la période d’exposition

T M1 M2 M3 M4 M5 Mortalité totale

J7 0 1 3 2 2 5 13
J14 1 5 3 4 1 1 15
J21 0 0 2 1 3 2 8
J28 0 1 2 1 1 0 5
Mortalité totale 1 7 10 8 7 8 41
45%
NJ]
= 40%
5 35% mT
E 0,
Q@ 30% =M1
) 25%
£ 20% M2
Q
o 15% mM3
3 .
c 10% 4
>l
I L] i ifll 1 Ms
17 J14 J21 128 Mortalité totale

Temps (jours)
Figure 34. Mortalité des escargots Helix aspersa enregistrée a la fin de la période d’exposition

Les données indiquent que les escargots exposés aux concentrations les plus élevées (M5) ont
présenté une mortalité accrue dés les premiéres semaines, atteignant un pic a J7. Ce phénomene
peut étre attribué a la toxicité aigué des nanoparticules, amplifiée par la synergie avec le

cadmium, entrainant stress oxydatif et dommages cellulaires irréversibles.

Bien que la mortalité ait diminué apres J14, elle est restée plus élevée dans les groupes traités
par rapport au groupe témoin, indiquant un effet cumulatif des contaminants. Au J7, 13 déces
ont été notés, principalement dans les groupes traités, tandis que J14 a enregistre le nombre le
plus élevé de déces, avec 15 escargots, suggérant une aggravation des effets toxiques, en

particulier dans les groupes M1 et M3. A J21, la mortalité a chuté & 8 escargots, ce qui pourrait
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indiquer une adaptation des survivants. Enfin, au J28, 5 décés ont été observés, suggérant que,

bien que les effets des concentrations persistent, leur intensité semble diminuer.

Ces résultats soutiennent I'hypothese d'une toxicité accrue des nanoparticules de ZnO et du Cd
en fonction de la dose, tout en soulignant I'importance de la durée d'exposition. De plus, les
données suggerent un mécanisme de bioaccumulation, ou les substances toxiques s‘accumulent
dans les tissus des escargots, entrainant des effets Iétaux progressifs. La légére diminution de
la mortalité a J28 pourrait également refléter une adaptation des escargots ou la mortalité des

individus les plus vulnérables durant les phases initiales d'exposition.

1.2.2. Effet de différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd sur I'évolution du
poids vif des escargots Helix aspersa au cours de I'exposition

La figure (35) montre I’évolution du poids moyen des escargots dans le groupe témoin (T) et

les cing groupes traités (M1, M2, M3, M4, M5) au fil du temps.

A J0, les poids moyens des escargots sont similaires dans tous les groupes, autour de 9,55 g,
sans différence significative entre le groupe témoin et les groupes traités. A partir de J7, une
différence statistiguement significative est observée entre le groupe témoin et les groupes
traités, notamment pour M1, M2, M3, M4 (p < 0,01), et M5 (p < 0,05), indiquant une baisse

relative du poids des escargots exposés aux mixtures.

T
mM1
M2
M3
u M4
m M5
JO 17

J14 J21 J28
Temps (jours)

Poids moyen (g)
= = =
N N [e)] [o0] o N >
[ ]

o

Figure 35. : Evolution du poids moyen (g) des escargots Helix aspersa au fil du temps (Les étoiles
indiquent la significativité des comparaisons (* pour p < 0,05, ** pour p < 0,01, *** pour p <
0,001).
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A J14, la différence de poids entre le témoin et les groupes traités devient plus marquée. On
observe une diminution du poids moyen chez tous les groupes traités comparé au témoin, avec
une différence hautement significative pour tous les groupes (p < 0,01). Les escargots exposés

a M1, M2, M3, M4 et M5 continuent de montrer des poids inférieurs a celui des témoins.

La tendance se poursuit a J21, ou I’analyse statistique révéle une différence trés hautement
significative entre le témoin et M1, M3, et M4 (p < 0,001), ainsi qu'une différence hautement
significative pour M2 et M5 (p < 0,01). Cela suggére une réponse dose-dépendante, ou des
concentrations plus élevées des mixtures ont un impact plus important sur la réduction du poids

des escargots.

Enfin, a J28, une différence trés hautement significative est notée entre le groupe témoin et M1
(p £0,001). Pour M2, M3, M4 et M5, la différence reste hautement significative (p < 0,01),
indiquant que I’exposition prolongée aux différentes mixtures entraine une diminution marquée

du poids des escargots par rapport au témoin.

1.2.3. Effet de différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd sur I'évolution du

diametre moyen de la coquille des escargots Helix aspersa au cours de I'exposition

La figure (36) montre 1’évolution du diamétre moyen de la coquille des escargots dans le groupe
témoin (T) et les cing groupes exposeés aux différentes concentrations de la mixture ZnO
NPs/Cd (M1, M2, M3, M4, M5) au fil du temps. A JO, les diamétres moyens des coquilles sont
similaires dans tous les groupes, autour de 3,53 mm, sans différence significative entre le

groupe témoin et les groupes exposés.
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Figure 36. Evolution du diamétre moyen de la coquille (mm) des escargots Helix aspersa au fil
du temps (Les étoiles indiquent la significativité des comparaisons (* pour p < 0,05, ** pour p <
0,01, *** pour p <0,001).
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Les résultats de I'analyse statistique des diametres des escargots, mesurés a différents temps
(J7, J14, J21, J28), révelent des différences significatives entre le groupe témoin (T) et les
mixtures ZnO NPs/Cd (M1 & M5). A J7, la comparaison entre T et M2, ainsi qu'entre T et M4,
s'avere significative, tandis que d'autres comparaisons, comme celles avec M1 et M3, ne

montrent pas de différence significative.

A J14, M2 et M3 affichent également une significativité, avec des valeurs p (p < 0,01),
respectivement. En revanche, M1 et M5 ne montrent pas d'effet significatif. A J21, la
comparaison entre T et M2 demeure significative (p < 0,05), tout comme celle avec M5 (p<
0,05), tandis que les autres mixtures ne présentent pas de différences notables. Enfin, a J28, M1
révele une différence extrémement significative par rapport au groupe témoin, avec une valeur
p (p < 0,001), tandis que M2 et M4 montrent également une significativit¢ (p < 0,05
respectivement). Ces résultats suggerent que certaines mixtures ont un impact notable sur le
développement des escargots au fil du temps.
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1.2.4. Effets des mixtures ZnO NPs/Cd sur le poids frais moyen de I’hépatopancréas

des escargots Helix aspersa aprés quatre semaines d’exposition

mT

m M1
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Figure 37. Effets des mixtures ZnO NPs/Cd sur le poids frais moyen de I’hépatopancréas des
escargots Helix aspersa apres quatre semaines d’exposition
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Les résultats illustrés dans la figure (37) montrent I'effet des différentes mixtures ZnO NPs/Cd
sur le poids frais moyen de I’hépatopancréas des escargots Helix aspersa apres quatre semaines
d'exposition. Le groupe témoin (T) présente le poids le plus élevé, a environ 0,94 g, ce qui
représente I'état de référence sans exposition aux mixtures. La mixture M1, avec un poids
moyen de 0,93 g, se rapproche fortement du témoin, suggérant un effet négligeable de cette
mixture sur la masse de I’hépatopancréas. En revanche, les mixtures M2 et M4 entrainent une
diminution du poids, avec des valeurs respectives de 0,73 g et 0,74 g, indiquant un impact plus
marqué sur I'organe étudié. La mixture M3 montre une réduction modérée du poids (0,82 g), se
situant entre les effets observes avec M2 et M4 et ceux de M1 et M5. Enfin, la mixture M5,
avec un poids moyen de 0,92 g, affiche une 1égére baisse par rapport au témoin, mais 1’effet est

minime.
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1.2.5. Effets des mixtures ZnO NPs/Cd sur le poids frais moyen du rein des escargots

Helix aspersa aprés quatre semaines d’exposition
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Figure 38. Effets des mixtures ZnO NPs/Cd sur le poids frais moyen du rein des escargots Helix
aspersa apres quatre semaines d’exposition
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Les résultats illustrés dans la figure (38) montrent I'effet des différentes mixtures ZnO
NPs/Cd sur le poids frais moyen des reins des escargots Helix aspersa aprés quatre semaines
d'exposition. Le groupe témoin (T) présente le poids le plus élevé, a environ 0,55 g, ce qui
représente I'état de référence sans exposition aux mixtures. La mixture M1, avec un poids
moyen de 0,43 g, montre une diminution par rapport au témoin, mais cette différence n'est pas
statistiquement significative, suggérant que I'effet de cette mixture sur la masse des reins est
négligeable. Les mixtures M2 et M4 affichent des poids moyens de 0,41 g et 0,42 g,
respectivement, indiquant également une réduction du poids, mais sans signification statistique.
La mixture M3 présente un poids moyen de 0,46 g, se situant entre les effets observés avec
M2/M4 et ceux de M1. Enfin, la mixture M5, avec un poids moyen de 0,49 g, affiche une légére

diminution par rapport au groupe témoin, mais cet effet reste minime.

96

——
| —



Partie expérimentale Résultats et Discussion

1.2.6. Effets des mixtures ZnO NPs/Cd sur le poids frais moyen de la masse molle (tissu

mou) des escargots Helix aspersa aprés quatre semaines d’exposition
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Figure 39. Effets des mixtures ZnO NPs/Cd sur le poids frais de la masse molle des escargots
Helix aspersa aprés quatre semaines d’exposition (* pour p < 0,05, ** pour p < 0,01, *** pour p
<0,001).

Les résultats illustrés dans la figure (39) montrent I'effet des différentes mixtures ZnO
NPs/Cd sur le poids frais moyen du tissu mou des escargots Helix aspersa aprés 28 jours
d'exposition. Le groupe témoin (T) présente le poids le plus élevé, a environ 6,83 g, établissant
un état de référence sans exposition aux mixtures. En revanche, la mixture M1 affiche un poids
moyen de 5,07 g, montrant une réduction substantielle par rapport au témoin, ce qui indique un
effet toxicologique marqué sur le tissu mou. Cette diminution est statistiguement tres hautement
significative, ce qui suggére que I'exposition & la mixture M1 a un impact prononcé sur la masse
des escargots. Les mixtures M2 et M3 affichent des poids moyens de 5,54 g et 5,59 g,
respectivement. Bien qu'elles soient également inférieures au poids du témoin, leurs effets sont
moins prononcés que ceux de M1, mais restent statistiquement significatifs. La mixture M4,
avec un poids moyen de 5,20 g, et M5, avec un poids de 5,47 g, montrent également des

diminutions par rapport au groupe témoin, mais a des niveaux moindres.

Dans I'ensemble, les résultats soulignent que les mixtures ZnO NPs/Cd exercent un effet
négatif sur le poids du tissu mou des escargots, avec des différences tres hautement
significatives par rapport au groupe témoin, ce qui indique un impact toxicologique important

des concentrations appliqués.
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1.3. Discussion

Au cours des derniéres années, les biomarqueurs chez les escargots ont pris une place
cruciale dans I'évaluation de la sécurité écologique et la détection des contaminants dans le sol.
Les gastéropodes, en tant que bioindicateurs, sont particulierement pertinents dans les études
d’écotoxicologie en raison de leur exposition directe aux polluants environnementaux tout au
long de leur cycle de vie. Cette sensibilit¢ se manifeste principalement vis-a-vis des
xeénobiotiques tels que les métaux lourds, les pesticides et les nanoparticules (Gomot-De-
Vaufleury, 2000 ; Barker, 2001). Les effets sublétaux, tels que les modifications des processus
physiologiques clés (comportement, croissance, reproduction), constituent souvent des

indicateurs précoces de toxicité des substances environnementales (Newman, 1994).

Helix aspersa, en particulier, se révéle étre un modele établi dans le domaine de
I'écotoxicologie. Sa capacité a accumuler des métaux lourds comme le cadmium et le zinc en
fait un excellent sujet d'étude pour analyser les mécanismes d'action des nanoparticules (Ait
Hamlet et al., 2013 ; Grara, 2011). Les voies de contamination chez les escargots incluent
I'absorption orale, cutanée et respiratoire (Barker, 2001 ; Fritsch, 2010). Les nanoparticules
d’oxyde de zinc, en raison de leur taille réduite et de leur forte réactivité, interagissent
facilement avec 1’environnement cellulaire, favorisant la formation de radicaux libres et leur
internalisation dans les cellules (Grara et al., 2015 ; Boucenna, 2016). Des études antérieures
ont démontré que des expositions répétées a de faibles concentrations de contaminants, tels que
les insecticides ou les biopesticides, peuvent réduire significativement le poids corporel et le
poids des organes internes des escargots (Ait Hamlet, 2012 ; Yousfi, 2024).

Cette étude se concentre sur les effets du mélange de nanoparticules de ZnO et de Cd sur divers
paramétres physiologiques des escargots, y compris leur comportement, le poids corporel, le
diametre de la coquille, ainsi que le poids des organes internes comme 1’hépatopancréas et le
rein. Besnaci (2016) souligne que les bioindicateurs de pollution environnementale, tels que
Helix aspersa, sont sensibles aux variations physicochimiques de leur environnement, y
compris la température (Bride et al., 1993), les fréquences électromagnétiques (Regoli et al.,
2006) et la pollution urbaine (Terfaya et al., 2009 ; Ait Hamlet, 2012 ; Grara, 2011). Ils
réagissent également aux xénobiotiques variés, notamment les hydrocarbures (Ismart et al.,
2002), les éléments traces métalliques (ETM) (Gomot, 1997), les pesticides (Coeurdassier et
al., 2001 ; Vidal, 2001) et les nanoparticules (Grara et al., 2015 ; Boucenna, 2016).
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1.3.1. Comportement des Escargots Exposés aux Mélanges ZnO NPs/ Cd

L'analyse du comportement des escargots Helix aspersa exposés a des mélanges de
nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) et de cadmium (Cd) n'a révélé aucune différence
comportementale significative, tant a court terme (une semaine) qu'a long terme (quatre
semaines). Les analyses statistiques indiquent que les concentrations utilisées de ZnO NPs et
de Cd n'ont pas affecté les comportements locomoteurs ou de repos des escargots, corroborant
ainsi les résultats d’études antérieures qui ont démontré la capacité de certains gastéropodes a

tolérer des niveaux modéres de contaminants métalliques (Carbone & Faggio, 2019).

Ces résultats sont en accord avec des études démontrant la plasticité comportementale des
escargots dans des environnements contaminés. Par exemple, les escargots intertidaux
Littoraria sinensis ont montré une réduction de leur activité dans des habitats plus chauds,
adaptant leur comportement aux variations thermiques (Zhang et al., 2024). De méme, Helix
aspersa a souvent présenté des comportements d'évitement, tels que grimper fréqguemment en
surface, une stratégie visant a limiter I'exposition aux contaminants du sol, similaire aux

ajustements comportementaux observés chez les escargots d’eau douce (Cloyed & Dell, 2019).

D’autres études ont également souligné ce comportement grimpant comme un mécanisme de
protection pour éviter les effets neurotoxiques des contaminants (Kandeil et al., 2024; Wang
& Liu, 2023).

La résistance observée chez Helix aspersa pourrait s'expliquer par des mécanismes de
bioaccumulation et de détoxification des métaux lourds. Cette espéce mobilise des protéines
telles que les métallothionéines, qui lient et neutralisent les métaux (Regoli et al., 2006). Ce
mécanisme pourrait expliquer lI'absence de signes de toxicité comportementale, malgré une
exposition prolongée aux nanoparticules. Par exemple, des escargots provenant
d'environnements pollués se sont révélés plus résistants aux conditions acides, ce qui suggéere
gu'une exposition antérieure peut influencer leurs réponses comportementales face a de
nouveaux facteurs de stress (Lefcort et al., 2015). Bien que I'exposition a court terme n'ait pas
entrainé de modifications comportementales visibles, les effets écotoxicologiques a long terme
demeurent préoccupants. En effet, des études antérieures ont révélé que des expositions
prolongées aux contaminants métalliques peuvent induire des effets sublétaux affectant la
reproduction et le développement (Fojt et al., 2022). De plus, I'exposition aux nanoparticules
pourrait perturber les systemes de défense antioxydants des escargots, entrainant une
augmentation du stress oxydatif (Feidantsis et al., 2020). La réduction de 1’activité, observée

dans le cadre de 1’évitement des surfaces contaminées, pourrait également perturber
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I’alimentation des escargots et, par extension, leur capacité a se reproduire a long terme (Regoli
etal., 2006; Nadji et al., 2024). Les stratégies d’adaptation, telles que la grimpe et la réduction
de I’alimentation, peuvent certes limiter l'exposition directe aux contaminants, mais elles

pourraient aussi nuire a 1’état nutritionnel et reproductif des escargots (Wu et al., 2023).

1.3.2. Impacts Physiologiques chez les Escargots Exposés aux Mélanges ZnO NPs/ Cd
Nos résultats révelent une relation dose-dépendante significative entre les mélanges de
nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO) et de cadmium (Cd) et la mortalité des escargots Helix
aspersa, avec un taux global de mortalité de 27,33 %. Cette observation est en accord avec les
¢tudes antérieures qui mettent en évidence 1’influence de la concentration et de la nature des
agents toxiques sur la survie des mollusques, démontrant leur vulnérabilité aux polluants
environnementaux. Ainsi, les escargots exposés a la concentration la plus élevée (M5) ont
présenté une augmentation de la mortalité des les premiéres semaines, atteignant un pic au jour
7, probablement en raison de la synergie entre les nanoparticules et le cadmium, entrainant un
stress oxydatif et des dommages cellulaires similaires aux effets toxiques observés chez d’autres

espéces aquatiques, comme les poissons (Fojt et al., 2022 ; Byzitter et al., 2012).

En complément, 1’exposition aux nanoparticules d’oxyde de fer (Fe, O3 ) a également produit
des taux de mortalité élevés chez Helix aspersa, en particulier a des concentrations importantes,
soulignant ainsi la sensibilité de cette espece aux nanoparticules métalliques (Besnaci et al.,
2016). De plus, des recherches montrent que des concentrations élevées de ZnO NPs
provoquent des taux de mortalité élevés chez divers organismes aquatiques, avec une réduction
progressive de la survie a mesure que les doses augmentent (Tang et al., 2024 ; Ghafarifarsani
et al., 2022).

A J14, le nombre de décés demeure supérieur a celui du groupe témoin, indiquant un effet
cumulatif des contaminants. Ce constat est cohérent avec les travaux de Schuytema et al.
(1994) et Ge et al. (2014), qui montrent que la toxicité est proportionnelle a la concentration.
Néanmoins, la mortalité diminue apres le 14¢ jour, ce qui pourrait suggérer une adaptation des
survivants ou I’élimination des individus les plus vulnérables. Ce phénomene de réduction de
la survie avec une exposition prolongée a été observé par Coeurdassier et al. (2001), qui
insistent sur I’importance de la durée d’exposition pour évaluer la toxicité (Alonso, 2023). Ce
type de mortalité différée a été documenté chez d'autres espéces, telles que Ceriodaphnia dubia
et la truite arc-en-ciel (Mebane et al., 2021). D'autres études rapportent egalement des taux de
mortalité variables selon les substances et la susceptibilité des espéces. Par exemple, Yousfi

(2024) a observé une mortalité de 6,25 % chez des escargots exposés au bifenthrine,
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hymexazole, HEO et a leurs combinaisons, inférieure aux 9,61 % rapportés par Ait Hamlet
(2012) mais supérieure aux 13 % de Schuytema et al. (1994). Par ailleurs, cette mortalité (6,25
%) était plus élevée que celle observée par Gomot (1997) (5 %) et Scheifler et al. (2002) (4,3
%), soulignant que la sensibilité des escargots varie en fonction de I'espece et des composés

testés.

L'exposition a la mixture ZnO NPs/Cd entraine une perte progressive de poids chez Helix
aspersa. Cette perte de poids, observée dés la premiére semaine, s’amplifie avec le temps
d’exposition, confirmant un effet toxique des nanoparticules d’oxyde de zinc et de cadmium, et
corroborant les observations de nombreuses études antérieures. Par exemple, Abdel-Azeem &
Osman (2021) ont aussi observé une diminution graduelle du poids corporel des escargots avec
une exposition accrue au ZnO NPs/Cd, renforcant I'idée de toxicité cumulative.

Les travaux de Simkiss et Watkins (1990) ont démontré que Helix aspersa pouvait détecter
des contaminants élevés dans son alimentation, ce qui provoquait une réduction de la
consommation de nourriture contaminée. Dans notre étude, un phénomeéne similaire semble se
produire : la perte de poids pourrait étre partiellement liée a une diminution de I'appétit pour la
nourriture contaminée par la mixture ZnO NPs/Cd, un comportement également observé par
Viard et al. (2004) avec le plomb. Cette réaction pourrait étre une réponse autorégulatrice
visant a limiter I'ingestion de contaminants, comme l'ont suggéré Dallinger (1994) et Lam
(1996) pour les gastéropodes exposés aux métaux lourds, qui réduisent leur activité et

métabolisme en réponse aux éléments toxiques.

Marie-Noéle et al. (2011) ont également mis en évidence des mécanismes similaires, ou une
exposition au ZnO NPs/Cd conduit a une baisse de I'appétit et a un stress physiologique,
conduisant a une perte de poids. En effet, Besnaci et al. (2022), Atailia et al. (2012) et Croteau
et al. (2011) ont montré que la réduction de I’apport alimentaire et les perturbations
métaboliques induites par les nanoparticules de ZnO entrainaient une perte de poids

significative chez Helix aspersa, des résultats qui corroborent les observations de notre étude.

De plus, Salmi et al. (2017) ont observé qu’une exposition a des nanoparticules de séléniure de
cadmium provoquait un dysfonctionnement mitochondrial et un stress oxydatif, détériorant
ainsi la santé et le poids des Helix aspersa. Ce mécanisme pourrait étre similaire dans le cas des
ZnO NPs/Cd, entrainant un stress physiologique croissant chez Helix aspersa en raison de la
toxicité cumulative. Cette réponse physiologique semble également se manifester par une perte
de poids progressive, comme le montre Grara et al. (2015) dans leurs travaux sur les

nanoparticules de zinc.
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Par ailleurs, EI-Gendy et al. (2011) ont observé que des concentrations accrues de ZnO NPs
augmentaient les effets néfastes sur la croissance et le comportement alimentaire, avec une
diminution marquée de la consommation alimentaire, qui pourrait aussi contribuer a la baisse
de poids des escargots dans notre étude. Les dommages histologiques, tels que la nécrose
cellulaire et I’atrophie tissulaire, aggravaient encore ces effets, entrainant une perte de poids

marquée (Boucenna et al., 2015; Nedjoud et al., 2009).

Enfin, nos résultats sont en accord avec ceux de Yousfi (2024), qui a constaté qu'une exposition
a d'autres substances toxiques provoquait une perte de poids et un stress physiologique chez des
gastéropodes, confirmant ainsi que la perte de poids peut étre un premier indicateur de toxicité

des nanoparticules.

Une réduction progressive du diamétre moyen de la coquille des escargots Helix aspersa
exposés a des concentrations croissantes de la mixture ZnO NPs/Cd au fil du temps. Cette
réduction, significative des la premiére semaine d'exposition et s'accentuant progressivement,

illustre I’effet toxique cumulatif de ces nanoparticules sur le développement des escargots.

La diminution du diamétre de la coquille dans les groupes traités concorde avec des études
antérieures. Par exemple, Grara et al. (2015) ont montré que I'exposition aux nanoparticules
de ZnO entraine des altérations de croissance similaires chez Helix aspersa. De méme, Ait
Hamlet (2012) a rapporté une réduction du diamétre et une perte de poids chez les escargots
exposés a des nanoparticules d'oxyde de fer (Fe, Oz ), suggérant que la croissance de la
coquille peut servir d'indicateur précoce de toxicité. Gimbert et al. (2008) ont observé une
diminution de 30 % de la masse de la coquille aprés exposition au cadmium, indiquant que ces

contaminants induisent des altérations structurelles de la coquille.

Des études révelent également que des métaux lourds comme le plomb (Pb) et le cadmium
inhibent la croissance de la masse et du diamétre de la coquille, en particulier chez les juvéniles,
ce qui met en évidence les effets délétéres des métaux lourds sur le développement de la coquille
(Beeby et al., 2002 ; Fojt et al., 2022). Ces métaux induisent non seulement une réduction de
la masse, mais aussi d'importants changements histopathologiques et biochimiques chez les
escargots (Nadji et al., 2024).

En revanche, Jordaens et al. (2006) n’ont pas trouvé de relation significative entre la pollution
des sols par des éléments traces métalliques (ETM) comme le Cd, Cr, Pb, et Zn, et la solidité

des coquilles de Cepaea nemoralis dans des conditions naturelles. Cela suggere que la réponse
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de la coquille aux polluants peut varier en fonction des especes et des conditions d’exposition,

soulignant I'importance des paramétres d’étude et du modéle biologique.

Enfin, les travaux de Salmi (2017) sur la toxicité d'une pollution mixte de séléniure de cadmium
(CdSe) et de Novaluron chez Helix aspersa ont montré une diminution dose-dépendante du
diametre de la coquille, en cohérence avec les observations de cette étude. Ces réponses
physiologiques, observées dans plusieurs études, soutiennent I'hypothese que les escargots
réduisent leur croissance pour minimiser 1’absorption des toxines en présence de contaminants,
un mécanisme proposé par Dallinger (1994) et Lam (1996) et corroboré par les travaux de

Simkiss et Watkins (1990), qui ont observe une réduction de la consommation alimentaire.

La réduction significative du poids des tissus mous et de I'népatopancréas chez les escargots
Helix aspersa exposés aux nanoparticules, en particulier 1’oxyde de zinc (ZnO NPs) et
Cadmuim (Cd), souligne les effets toxicologiques prononcés de ces substances. L'accumulation
de nanoparticules engendre des perturbations métaboliques et accroit les codts énergétiques liés
a la détoxification, impactant ainsi la croissance et la santé des escargots (Rukh et al., 2024).
Les diminutions observées du poids hépatopancréatique, notamment avec les mélanges M2 et
M4, peuvent étre attribuées a des facteurs de stress conduisant a une dépression métabolique et
a un stress oxydatif. Dans des environnements contaminés, les escargots limitent leur
consommation alimentaire pour éviter les toxines, induisant un état de jelne prolongé qui
contribue a la diminution de la masse hépatopancréatique (Hopkin, 1995; Bibic et al., 1997;
Notten et al., 2006).

Certaines études montrent que des métaux s'accumulent dans la glande digestive, entrainant des
dommages cellulaires (Madoz-Escande, 2006). L’hépatopancréas, un organe clé dans le
stockage et la détoxification des métaux lourds, est particulierement affecté (Brooks et al.,
1992). Des perturbations du poids hépatopancréatique dues a des polluants ont également été
observées par Salmi (2017) et Marigomez et al. (1998). Ait Hamlet (2012) a rapporté une
réduction du poids de I’hépatopancréas chez les escargots exposés aux insecticides
thiaméthoxam et téfluthrine apres six semaines. Schuytema et al. (1994) ont noté une réduction
significative du poids chez les escargots traités avec différents pesticides, tandis que
Coeurdassier et al. (2001) ont observé une diminution dose-dépendante de la croissance et de
la survie induite par le diméthoate. Enfin, Houda et al. (2022) ont démontré que I'exposition a
la lambda-cyhalothrine induit un stress oxydatif, entrainant des modifications de la fonction
hépatopancréatique.
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Concernant le poids des reins, bien que les variations observees ne soient pas significatives, les
études de Coeurdassier et al. (2002) indiquent que le rein est également un organe cible pour

I’accumulation du cadmium, un métal particulierement toxique.

Les réductions significatives du poids des tissus mous chez Helix aspersa, exposés aux
mélanges de ZnO NPs/Cd, illustrent I'impact toxique notable des nanoparticules métalliques,
en accord avec les recherches de Walker et al. (2001), qui soulignent le co(it énergétique élevé
de la détoxification. Ce phénoméne peut freiner la croissance, notamment par competition
ionique, comme noté par Besnaci (2016) pour les NPs de Fe, Oz qui interférent avec les
échanges cellulaires en se substituant au calcium (Coeurdassier et al., 2001). De méme,
Swaileh et Ezzughayyar (2001) ont observé une réduction de 1’ingestion alimentaire chez les
animaux contaminés, ce qui pourrait expliquer la diminution du poids des tissus mous. La
dépression métabolique, décrite par Bishop et Brand (2000), pourrait également contribuer a
cette diminution en limitant la disponibilité énergétique pour la croissance, un effet corroboré
par les observations de Rukh et al. (2024) sur les colts énergétiques de détoxification chez les
gastéropodes, affectant leur reproduction et leur santé globale.

1.4. Conclusion

Cette étude souligne le réle crucial des escargots, en particulier Helix aspersa, en tant
que bioindicateurs pour évaluer l'impact des contaminants environnementaux, tels que les
mélanges de nanoparticules d’oxyde de zinc et de cadmium (ZnO NPs/Cd). Bien que
I'exposition a ces substances n'ait pas entrainé de modifications comportementales
significatives a court terme, une relation dose-dépendante a été observée, indiquant une
mortalité notable et une perte de poids progressive, témoignant des effets sublétaux de ces

contaminations.

Les résultats suggerent qu'en dépit de leur plasticité comportementale, les escargots sont
vulnérables aux perturbations écologiques induites par ZnO NPs/Cd. Les mécanismes de
détoxification et de bioaccumulation, notamment I'activation de protéines spécifiques, semblent
jouer un role déterminant dans leur résistance apparente. Cependant, la perte de poids et les
effets physiologiques observés soulévent des inquiétudes quant a la viabilité a long terme des

populations d'escargots exposées a de faibles concentrations de contaminants.

L'espece Helix aspersa présente une sensibilité marquee aux mélanges de ZnO NPs/Cd,
avec des impacts significatifs sur le gain de poids, la masse molle, I’hépatopancréas et le

diameétre de la coquille. La survie, la consommation alimentaire et la mobilité de cette espece
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sont également affectées. Ces perturbations peuvent servir de biomarqueurs pour évaluer la
contamination et les processus physiologiques essentiels, tels que la croissance et la
reproduction, nécessaires a la survie de l'espéce. En définitive, Helix aspersa répond
adéquatement aux critéres des bioindicateurs et pourrait jouer un role clé dans la biosurveillance

de I'environnement en lien avec les nanoparticules.
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2. Effets de la mixture ZnO NPs/Cd sur les biomarqueurs biochimiques et

enzymatiques des escargots Helix aspersa :

2.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur les biomarqueurs biochimiques :
2.1.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales :
2.1.1.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales au niveau de

I’hépatopancreas :

La figure (40) montre I’effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales au
niveau de I’hépatopancréas. Nous constatons que le taux de protéines totales tend a augmenter
de maniére dose dépendante par rapport aux témoins, I’analyse statistigue montre que cette

augmentation est non significative pour les groupes exposé par rapport aux témoins.
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Figure 40. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales au niveau de
I’hépatopancréas.
ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.1.1.2. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales au niveau du

rein :

La figure (41) montre I’effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales au
niveau du rein. On constate que le taux de protéines totales tend a augmenter de maniere dose

dépendante par rapport aux témoins.
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L’analyse statistique chez les traites montre le taux de protéines totales augmenter de maniére
hautement significative pour la concentration M4 (p<0.01), elle est trés hautement significative
pour les concentrations (M3, M2 et M5) avec (p<0.001). En effet ce taux passe 0.029 mg/g de

tissu chez les témoins a 0.058 mg/g de tissu pour la concentration M5.
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Figure 41. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de protéines totales au niveau du rein.

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement

significative

2.1.2. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux du glutathion (GSH) :
2.1.2.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux du glutathion (GSH) au niveau de

I’hépatopancréas :

La figure 42 présente la variation du taux de glutathion réduit (GSH) dans
I’hépatopancréas des escargots Helix aspersa exposés a différentes concentrations de la mixture
ZnO NPs/Cd. Le GSH, antioxydant clé dans la lutte contre le stress oxydatif, voit son taux
diminuer en réponse a la toxicité des nanoparticules, traduisant une perturbation du systéme

antioxydant.

Le groupe témoin conserve un taux élevé de GSH, reflétant I'état basal de défense
antioxydante en conditions normales. A ’opposé, le groupe exposé a la concentration M5
montre une réduction trés hautement significative (p < 0,001), indiquant un stress oxydatif
majeur dépassant les capacités antioxydantes. La concentration M2 ne provoque aucune

variation significative ("ns"), suggérant une tolérance des escargots a cette dose. Les
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concentrations M1, M3 et M4, quant a elles, entrainent des réductions significatives (M3) et

hautement significatives (M1 et M4), témoignant d’un stress oxydatif croissant.

Les résultats montrent une réponse dose-dépendante, avec une diminution progressive du
GSH a mesure que la concentration de la mixture augmente, ce qui indique un stress oxydatif
croissant. Cela confirme la toxicité dose-dépendante des nanoparticules ZnO et du cadmium,
les doses élevées perturbant davantage le systéme antioxydant et compromettant
potentiellement la santé et la survie des escargots a long terme.
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Figure 42. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux du GSH au niveau de ’Hépatopancréas

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.1.2.2. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux du glutathion (GSH) au niveau du
rein :

La figure 43 illustre 1’évolution du taux de glutathion (GSH) dans les reins des escargots
Helix aspersa exposes a différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd (M1 a M5). Le
GSH, un antioxydant essentiel pour neutraliser les especes réactives de I'oxygene (ROS), voit
son taux diminué en réponse au stress oxydatif. Le groupe témoin présente le taux de GSH le
plus élevé, sans exposition & la mixture. A la concentration M1, aucune différence significative
n’est observée, indiquant l'absence de stress oxydatif. Cependant, les groupes M2 et M3
montrent une réduction significative du GSH, suggérant un stress modéré, tandis que les

groupes M4 et M5, avec des diminutions tres significatives, révelent un stress oxydatif sévere.

La baisse progressive du GSH, particulierement marquée aux concentrations les plus

élevées, souligne un effet dose-dépendant, ou des doses plus élevées entrainent un stress
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oxydatif accru, depassant les capacités de neutralisation des radicaux libres des cellules rénales.
Ces résultats mettent en évidence I'impact toxique dose-dépendant de la mixture ZnO NPs/Cd
sur les reins, affectant potentiellement la santé et la fonction rénale des escargots.
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Figure 43. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux du GSH au niveau du rein.

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : tres hautement
significative

2.1.3. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de Malondialdéhyde (MDA) :
2.1.3.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de Malondialdéhyde (MDA) au niveau

de I’hépatopancréas :

La figure 44 montre I'évolution du taux de malondialdéhyde (MDA) dans
I’hépatopancréas des escargots Helix aspersa exposés a différentes concentrations de la mixture
ZnO NPs/Cd. En tant que marqueur clé du stress oxydatif, le MDA refléte les dommages liés a
la peroxydation des lipides membranaires. Une augmentation significative du MDA est
observée aux concentrations M3 et M4, indiquant une accumulation accrue de produits de
peroxydation lipidique et des dommages oxydatifs cellulaires. Cette augmentation suit une
relation dose-dépendante, atteignant un pic marqué a la concentration M4, ce qui traduit une

intensification du stress oxydatif avec 1’augmentation de la dose.

Les niveaux élevés de MDA reflétent une insuffisance des défenses antioxydantes des
escargots pour contrer I'exces de radicaux libres généré par le mélange ZnO NPs/Cd, en

particulier aux doses élevées. Les différences tres significatives entre le groupe témoin et les

109

——
| —



Partie expérimentale Résultats et Discussion

groupes exposés (M3 et M4) confirment que ces effets sont directement liés a la toxicité de la
mixture et non a des variations aléatoires. Ces résultats mettent en évidence une relation dose-

réponse entre I’exposition au mélange et les dommages oxydatifs dans I’hépatopancréas.
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Figure 44. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de Malondialdéhyde (MDA) au niveau de
I’hépatopancréas

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.1.3.2. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de Malondialdéhyde (MDA) au niveau

du rein

La figure 45 montre I'évolution du taux de malondialdéhyde (MDA) dans le rein des

escargots Helix aspersa exposés a différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd.

Le MDA est un marqueur clé du stress oxydatif, dont I'augmentation traduit une
intensification de la peroxydation lipidique, soit la dégradation des lipides cellulaires causée

par les radicaux libres.

Les résultats révelent une augmentation significative du stress oxydatif dans le rein
uniquement pour le groupe M5. En effet, une hausse trés hautement significative du taux de
MDA (p < 0,001) est observée dans ce groupe, indiquant un niveau de stress oxydatif élevé

dans le rein des individus traités avec M5, reflétant une peroxydation lipidique marquée. En
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revanche, les groupes M1, M2, M3 et M4 ne présentent pas d'augmentation significative du

MDA par rapport au groupe témoin.
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Figure 45. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de Malondialdéhyde (MDA) au niveau
du rein.
ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.2. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur les biomarqueurs enzymatiques :

2.2.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur Pactivité GST :
2.2.1.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur Dactivitt GST au niveau de

I’hépatopancréas :

La figure 46 montre I'évolution du taux de glutathion (GST) dans I'népatopancréas des
escargots Helix aspersa exposés aux différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd (M1
a M5), comparées a un groupe témoin. Les résultats révelent une diminution significative du
GST dans les groupes M3, M4 et M5, avec une réduction particulierement marquée dans les
groupes M4 et M5, indiquant un stress oxydatif accru. En revanche, les groupes M1 et M2 ne
présentent aucune différence significative par rapport au groupe témoin, suggérant une absence

de stress oxydatif notable.

Les résultats suggérent une relation dose-dépendante, ou l'augmentation de la
concentration de ZnO NPs/Cd (de M1 a M5) entraine une réduction progressive du GST, ce qui

reflete une capacité réduite des cellules a neutraliser les radicaux libres. Les concentrations M3,
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M4 et M5 induisent un stress oxydatif important, tandis que M1 et M2 semblent avoir un impact

minimal sur le systéme antioxydant dans les conditions expérimentales.
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Figure 46. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de GST au niveau de I’Hépatopancréas.

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.2.1.2. Effet de 1a mixture ZnO NPs/Cd sur Pactivité GST au niveau du rien :

La figure 47 montre I'évolution de I'activité de la glutathion S-transférase (GST) dans le
rein des escargots Helix aspersa exposes aux différentes concentrations de la mixture ZnO
NPs/Cd (M1 a M5), par rapport a un groupe témoin. La GST, en jouant un réle clé dans la
détoxification cellulaire en conjuguant des molécules toxiques avec le glutathion pour faciliter
leur élimination, est un indicateur important de la capacité antioxydante. Une diminution
significative de l'activité de la GST est observée dans tous les groupes exposés (M1 a M5) par
rapport au groupe témoin, avec une réduction particulierement marquée dans les groupes M4
et M5. Cela suggére que ces concentrations ont un impact plus prononcé sur l'activité de la
GST. De plus, une tendance générale a la baisse de l'activité de la GST est notée avec

l'augmentation de la concentration (de M1 a M5), indiquant un effet dose-dépendant.

Ces résultats suggérent que les concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd inhibent
I'activité de la GST dans le rein, ce qui pourrait altérer la capacité de I'organisme a détoxifier
efficacement les substances étrangeres et a lutter contre le stress oxydatif, augmentant ainsi la

susceptibilité aux dommages oxydatifs. L'effet dose-dépendant observé indique qu'une
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concentration plus élevée de la mixture (M5) entraine une inhibition plus marquee de l'activité

enzymatique.
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Figure 47. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur le taux de GST au niveau du rein.

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.2.2. Effet de 1a mixture ZnO NPs/Cd sur Pactivité Catalase :

2.2.2.1. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur Dactivit¢ Catalase au niveau de

I’hépatopancréas :

La figure 48 présente les variations de 1’activité de la catalase dans I’hépatopancréas des
escargots Helix aspersa sous I’influence de la mixture ZnO NPs/Cd. Nos résultats révélent que

I’activité de la catalase diminue de maniére dose-dépendante en présence de ce xénobiotique.

L’analyse statistique montre une différence trés hautement significative pour les
concentrations M3, M4 et M5, ainsi qu’une différence significative pour M1 et M2 par rapport
au groupe témoin. Plus précisément, 1’activité de la catalase chute de 36,43 uM/mn/mg de
protéines chez les témoins a 17,17 puM/mn/mg de protéines pour la concentration M3. Cette
diminution progressive de I’activité enzymatique pour chaque concentration (M1 a M5) suggére
une inhibition dose-dépendante, avec un effet plus marqué aux concentrations les plus élevées
(M4 et M5). La catalase, enzyme clé de détoxification du peroxyde d’hydrogene en eau et en
oxygene, voit donc son activité réduite, ce qui pourrait conduire a une accumulation de

peroxyde d'hydrogéne et, par conséquent, a un accroissement du stress oxydatif cellulaire.
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Figure 48. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur I’activité Catalase au niveau de
I’Hépatopancréas.
ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.2.2.2. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur P’activité Catalase au niveau du rein :

La figure 49 illustre I'effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur I'activité de la catalase dans le
rein des escargots Helix aspersa. Nos résultats montrent que cette activité diminue de maniére

dose-dépendante en présence ZnO NPs/Cd.

L'analyse statistique révéle une différence hautement significative pour les concentrations
M2, M3, M4, et M5 et significative pour M1 par rapport aux témoins. En effet, cette diminution
entraine une réduction de l'activité de 29,47 uM/min/mg de protéines chez les témoins a 8,47
UM/min/mg de protéines pour la concentration M5. La catalase, enzyme qui décompose le
peroxyde d'hydrogéne (H,O;) en eau et oxygeéne, joue un rble essentiel dans la protection
cellulaire contre le stress oxydatif. Une diminution de son activité, observée pour toutes les
concentrations testées, expose ainsi les cellules a une accumulation de H,O,, accentuant le

stress oxydatif.

Cette inhibition, plus marquée pour les concentrations M4 et M5, témoigne de 1’effet
dose-dépendant de la mixture, suggérant une inhibition croissante de la catalase avec

I’augmentation de la concentration de la mixture.
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Figure 49. Effet de 1a mixture ZnO NPs/Cd sur P’activité Catalase au niveau du rein.

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.2.3. Effet de la mixture ZnO NPs/Cd sur I’activité de I’acétylcholinestérase

La figure 50 illustre I'activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE), exprimée en
pHM/min/mg de protéines, chez les adultes d'Helix aspersa dans les groupes témoins et ceux
traités par la mixture ZnO NPs/Cd. Les résultats montrent une inhibition de I’AChE qui est
significative (p < 0,05) dés I’application de la mixture a la concentration M1. Cette inhibition
devient trés hautement significative (p < 0,001) pour les concentrations M2, M3, M4 et M5,
avec un effet dose-dépendant bien marqué.

Les données indiquent ainsi une diminution substantielle de I'activité de I'AChE dans tous
les groupes traités par rapport au groupe témoin, cette inhibition augmentant avec la
concentration de ZnO NPs/Cd. L'effet maximal est observé avec la concentration M5, suggérant
que cette concentration entraine une inhibition presque totale de I'enzyme. Etant donné que
I'AChE est essentielle a la transmission nerveuse, son inhibition peut provoquer une
accumulation d'acétylcholine dans les synapses, perturbant la transmission et conduisant
potentiellement a des troubles neurologiques. Ces résultats suggérent que la mixture ZnO
NPs/Cd exerce un effet neurotoxique notable, qui pourrait avoir des implications importantes

pour la santé, notamment en termes de risques neurologiques.
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Figure 50. Effet de 1a mixture ZnO NPs/Cd sur ’activité de I’acétylcholinestérase

ns : non significative, * : significative, ** : hautement significative, *** : trés hautement
significative

2.3. Discussion :

Les gastéropodes, en particulier Helix aspersa, ont longtemps été utilisés comme bioindicateurs
de la pollution environnementale en raison de leur sensibilité aux variations physico-chimiques
de leur milieu, y compris la présence de métaux lourds et de polluants chimiques (Hopkin,
1989 ; Manzl et al., 2004). Ces substances, qui perturbent leur habitat naturel, peuvent entrainer
des altérations biochimiques, histologiques ou morphologiques (Luo et al., 1999), et engendrer
un stress oxydatif par la production accrue d’especes réactives de 1I’oxygene (ERO). Ces ERO
attaquent les macromolécules biologiques, notamment les lipides et les protéines, essentielles
au métabolisme cellulaire et a la régulation hormonale (Choi et al., 2007 ; Jacob et Monod,
1961 ; Moumeni, 2016).

Dans les écosystemes terrestres, les escargots sont exposés a des contaminants par ingestion,
contact ou inhalation, ce qui les rend particulierement vulnérables aux effets toxiques des
nanoparticules (Amiard-Triquet et al., 2008 ; Salmi , 2018). En réponse, ces organismes
mettent en place des mécanismes de défense pour tolérer le stress chimique, tels que I’activation
d’enzymes antioxydantes (Lagadic et al., 1997 ; Mouneyrac et al., 2011). Ces mécanismes
incluent la production de biomarqueurs enzymatiques comme la glutathion-S-transférase (GST)
et la catalase (CAT), qui jouent un role clé dans la neutralisation des radicaux libres et la
prévention des dommages oxydatifs (Van der Oost et al., 2003 ; Otmani, 2018).
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Le stress oxydatif, défini par un déséquilibre entre la production d’ERO et les défenses
antioxydantes, constitue un facteur central des mécanismes de toxicité. Il peut étre suivi par des
biomarqueurs spécifiques tels que le glutathion réduit (GSH) pour le piégeage des radicaux
libres, la malondialdéhyde (MDA) comme indicateur de la peroxydation lipidique, et
I’acétylcholinestérase (AChE) pour les perturbations neurologiques (Regoli et al., 2006 ). Ces
biomarqueurs fournissent des informations sensibles et précoces sur I’exposition et les effets

des contaminants (Forbes et al., 1997 ; McCarthy et Shugart, 1990).

Dans le cadre de cette étude, nous avons cherché a élucider I’implication du stress oxydatif dans
la toxicité induite par une mixture de nanoparticules d’oxyde de zinc et de cadmium chez Helix
aspersa. Plus précisément, nous avons évalué les variations des taux de protéines et étudié les
mécanismes antioxydants impliqués dans la détoxification. Cette approche repose sur la
quantification des biomarqueurs de défense et de dommage, permettant ainsi d’évaluer la

capacité des escargots a tolérer et a s’acclimater a ces conditions de stress environnemental.

Dans le cadre de notre travail, nous avons observé une augmentation du taux de protéines dans
les organes des escargots exposés a la mixture ZnO NPs/Cd, avec une tendance dose-
dépendante au niveau de la glande digestive. Toutefois, cette augmentation n'a pas été
statistiquement significative par rapport aux témoins. En revanche, au niveau du rein,
l'augmentation du taux de protéines totales a été significative, avec des différences hautement
significatives pour la concentration M4 et trés hautement significatives pour les concentrations
M3, M2 et M5.

Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs études antérieures, telles que celles de
Tadjine (2007), Redouane-Salah (2004), Masaya et al. (2002), et Peccini et al. (1994), qui
ont rapporté une augmentation significative du taux de protéines totales sous I'effet d'un stress
chimique chez différents modeles biologiques (tétards, protistes ciliés, lapins). Les travaux de
Atailia (2009), Boucenna (2010) et Grara (2011) ont également montré une augmentation du
taux de protéines dans I'népatopancréas et le rein des escargots traités par des métaux lourds.
Ces effets sont similaires a ceux observés par Bouaricha (2013), qui a constaté une induction
de la synthése protéique dose-dépendante suite a l'exposition aux biopesticides et aux

insecticides chez les escargots et autres organismes (Zeriri et al., 2012).

De plus, Kohler et al. (2009) ont suggéré que I'exposition a des concentrations élevées de Cd,
Pb et Zn induit la synthese de protéines de stress, comme les HSP 70, ce qui pourrait étre un

biomarqueur précoce de I'exposition aux polluants chimiques. Cette induction de la synthese
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protéique semble liée a I'activation des enzymes de détoxification et de métabolisation, comme

le suggérent Belhaouchet (2013) et les résultats obtenus dans notre étude.

Les protéines, notamment les métallothionéines (MTs) et les protéines de stress, jouent un role
clé dans la détoxication cellulaire et la protection contre les métaux lourds (Chabicovsky, 2003
; Dallinger et al., 2004). L'induction des genes HSPs et l'activation des mécanismes de
détoxication ont été rapportées chez des invertébrés, y compris des mollusques (Franzellitti et
Fabbri, 2005 ; Kourtidis et al., 2006). Ainsi, l'augmentation des protéines totales dans nos
travaux pourrait refléter I'induction de la synthese de ces protéines, en particulier en présence

de particules métalliques.

Nos résultats s'ajoutent a une série d'études montrant que I'augmentation des protéines totales
peut étre utilisée comme biomarqueur précoce de l'exposition a des contaminants chimiques
(Besnaci, 2016). Cela confirme également que la synthése des protéines de stress, comme les
métallothionéines et les protéines HSP, est un mécanisme crucial pour la détoxification et la
survie des escargots face aux métaux lourds et autres xénobiotiques (Hopkin, 1989;
Peijnenburg et al., 1997).

Le glutathion réduit (GSH) est un antioxydant clé intervenant dans la neutralisation des especes
réactives de I’oxygene (ROS) et la détoxification des xénobiotiques (Winston et Di Giulio,
1991). Dans notre étude, nous avons observé une diminution dose-dépendante du GSH chez les
escargots Helix aspersa exposés a différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd,

indiquant une altération progressive du systéme antioxydant face a un stress oxydatif croissant.

Au niveau de I’hépatopancréas, I’analyse des résultats a montré que le groupe témoin affichait
des niveaux élevés de GSH, reflétant une défense antioxydante normale en conditions non
stressantes. A I’inverse, une diminution significative du taux de GSH a été observée avec
I’augmentation des concentrations de la mixture. Par exemple, la concentration M5 a induit une
réduction trés hautement significative, traduisant un stress oxydatif sévere dépassant les
capacités compensatoires du systeme antioxydant. Ces résultats sont en accord avec les
observations de Wang et al. (2008) chez les crabes d'eau douce exposés au cadmium, ou une

diminution dose-dépendante du GSH dans 1’hépatopancréas a également été rapportée.

Au niveau des reins, une diminution similaire du GSH a été enregistrée chez les escargots
exposés, particulierement marquée pour les concentrations élevées (M4 et M5). Le stress
oxydatif accru dans ces conditions pourrait s’expliquer par une génération excessive de ROS

ou une déplétion en GSH, comme deécrit par Galaris et Evangelou (2002). Ces observations
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concordent avec celles de Bourbia-Ait Hamlet (2013), qui a rapporté une diminution du GSH
chez Helix aspersa exposés a des pesticides, ainsi qu’avec les travaux de Belhaouchet et al.
(2012) et Atailia (2009) concernant les métaux lourds.

La diminution du GSH pourrait étre attribuée a son interaction directe avec les métaux présents
dans la mixture ZnO NPs/Cd. En effet, le glutathion, par son groupement thiol (-SH), forme
des complexes stables avec des métaux comme le zinc et le cadmium (Regoli et Principato,
1995). Ces réactions peuvent conduire a 1’oxydation du GSH ou a la génération de radicaux
libres, aggravant les dommages oxydatifs au niveau cellulaire (Christova et al., 2003). Cette
interaction métal-glutathion, bien que protectrice dans une certaine mesure, devient insuffisante

face a des concentrations élevées de métaux (Barillet, 2007).

Nos résultats s’inscrivent dans la lignée des travaux de Grara et al. (2009) et de Viarengo et
al. (1990), qui ont mis en évidence une réduction du GSH chez les mollusques exposeés a divers
polluants, notamment les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les pesticides. De plus,
Zeriri (2013) a également constaté une diminution du GSH chez des vers de terre traités au
méthomyl, confirmant la généralité de ces effets toxiques pour différentes espéces. Yousfi
(2024) a montré une diminution trés hautement significative du GSH chez Helix aspersa
exposeés au bifenthrine et a d’autres pesticides, mettant en évidence une réponse universelle des

gastéropodes au stress chimique.

Le glutathion joue un réle central dans la défense intracellulaire contre le stress oxydatif,
notamment par son implication dans I’activité de la glutathion peroxydase (GPx) et de la
glutathion-S-transférase (GST) (Arrigo, 1999). Une diminution de GSH, comme observée dans
notre étude, reflete un déséquilibre dans le systeme antioxydant, exposant les cellules a des
dommages oxydatifs (Droge, 2002), affectant potentiellement leur fonctionnalité a long terme

L'évolution du taux de malondialdéhyde (MDA), produit final de la peroxydation des lipides,
dans I'hépatopancréas des escargots Helix aspersa exposés a différentes concentrations d'un
mélange de nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) et de cadmium (Cd), révéle des résultats
significatifs quant a I'impact de cette exposition sur le stress oxydatif. Le MDA est un
biomarqueur largement utilisé pour évaluer l'intensité du stress oxydatif, car il est directement
associé aux dommages des membranes lipidiques. Les résultats montrent une augmentation
marquée du MDA dans I’hépatopancréas des escargots exposés aux concentrations M3 et M4
de la mixture ZnO NPs/Cd, par rapport au groupe témoin, suggerant que lI'exposition a des
concentrations plus élevées de ce mélange induit une accumulation notable de produits de

peroxydation des lipides, ce qui reflete un stress oxydatif accru au niveau cellulaire. Cette
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augmentation du MDA suit une tendance dose-dépendante, atteignant un pic pour la
concentration M4. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Yousfi (2024), qui a observé
une augmentation significative du MDA chez Helix aspersa expose a divers biopesticides,
notamment le bifenthrine, et des associations de traitements tels que le BF+HEO. L'élévation
du MDA indique un stress oxydatif sévere dans 1’hépatopancréas des escargots, suggérant que
les radicaux libres produits par I'exposition & la mixture ZnO NPs/Cd causent des dommages
importants aux membranes cellulaires, et que les défenses antioxydantes des escargots sont
insuffisantes pour neutraliser ces radicaux. Cette interprétation est renforcée par des
observations statistiques montrant des différences significatives entre les groupes exposés a M3
et M4 et le groupe témoin. Ces résultats soulignent I'impact toxique accru des nanoparticules
de zinc et de cadmium, compromettant la stabilité des membranes lipidiques et pouvant affecter

les fonctions physiologiques des escargots a long terme.

Au niveau du rein, une analyse similaire du taux de MDA dans les reins des escargots exposés
a différentes concentrations de la mixture ZnO NPs/Cd révéle un effet plus marque dans le
groupe M5. En effet, une augmentation tres significative du taux de MDA est observée dans ce
groupe, ce qui témoigne d'un stress oxydatif élevé et de dommages aux lipides membranaires
dans les reins des escargots. Cependant, les autres groupes (M1, M2, M3, M4) ne montrent pas
d'augmentation significative du MDA par rapport au groupe témoin, indiquant que ces
traitements n'ont pas induit de stress oxydatif détectable dans les reins des escargots. Ce résultat
met en évidence une sensibilité particuliére du rein a des concentrations plus élevées de la
mixture ZnO NPs/Cd, ce qui est en accord avec les études de Zeriri et al. (2012), qui ont
rapporté une induction significative du MDA chez les vers de terre exposés au pesticide
Métomyl. De plus, les résultats obtenus par Dutta et al. (2012) indiquent également une
élévation des niveaux de MDA, corrélée a une production accrue de radicaux libres générée par
I'illumination des nanoparticules d’oxyde de zinc. Ces données soulignent une relation dose-
réponse dans I’effet toxique de la mixture sur les reins des escargots, avec un impact plus

marqué a des concentrations élevées.

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lorsque des lipides
polyinsaturés sont attaqués par des espéces réactives de l'oxygéne (ERO) générées dans
certaines conditions de stress, particulierement en présence de contaminants organiques et
inorganiques. En accord avec Bebianno et al. (2005) et Al-Mutairi et al. (2007),
l'augmentation du taux de MDA est un indicateur de la peroxydation des lipides membranaires,

ce qui entraine la dégradation des structures membranaires et une perte de récepteurs et
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d'enzymes membranaires (Pampanin et al., 2005). Des études précédentes, telles que celle de
Bouaricha (2013) sur 'Emamectine benzoate, ont également observé une augmentation dose-
dépendante du MDA dans I’hépatopancréas des escargots Helix aspersa, ce qui soutient nos
résultats obtenus avec la mixture ZnO NPs/Cd. De plus, Zeriri et al. (2012) et Dutta et al.
(2012) ont montre une élévation des niveaux de MDA chez les vers de terre exposés a des
pesticides, ce qui est similaire a nos observations chez les escargots exposes aux nanoparticules

de zinc et de cadmium.

Les resultats observés chez Helix aspersa traités avec la mixture ZnO NPs/Cd sont également
en ligne avec les travaux de Besnaci (2016), qui a constaté une augmentation significative du
MDA dans I’hépatopancréas des escargots exposés aux nanoparticules d’oxyde de fer
(Fe; Oz ). De plus, I'étude de Boucenna (2016) soutient nos résultats, montrant une élévation
du taux de MDA chez Helix aspersa exposé a des nanoparticules métalliques, ce qui renforce
I’idée que la peroxydation lipidique est un phénoméne universellement observé en réponse a

I’exposition aux nanoparticules métalliques.

L'activité de la Glutathion S-Transférase (GST) constitue un biomarqueur clé de I'exposition a
divers contaminants environnementaux, notamment les métaux lourds et les nanoparticules. En
tant qu'enzyme essentielle dans les mécanismes de détoxification, la GST catalyse la
conjugaison du glutathion réduit (GSH) a des substrats électrophiles, facilitant leur excrétion
hors des cellules (Hayes et Pulford, 1995; Solé et al., 2004; Salinas et Wong, 1999). Cette
enzyme joue également un réle crucial dans la neutralisation des espéces réactives de I'oxygene
(ROS) et dans la régulation de I'équilibre redox (Siritantikorn et al., 2007; Valko et al., 2006).

Au niveau I’hépatopancréas les résultats obtenus dans cette étude montrent une diminution
significative de l'activité GST dans I’hépatopancréas des escargots Helix aspersa exposés aux
traitements M3, M4 et M5 par rapport au groupe témoin. Cette réduction est particuliérement
marquée dans les groupes M4 et M5, confirmant un effet dose-dépendant du mélange ZnO
NPs/Cd. En revanche, aucune modification significative n’a été observée dans les groupes M1
et M2, suggérant que ces concentrations n’induisent pas de stress oxydatif mesurable dans les

conditions expérimentales.

Ces observations corroborent les travaux de Hui-zhe (2015) qui a rapporté une diminution de
l'activit¢ GST dans I’hépatopancréas d’Anodonta woodiana woodiana exposé¢ a des
concentrations croissantes de cadmium, ainsi que ceux de Torres et Mason (2002) qui ont
observé une inhibition de I’activité GST chez Helix aspersa exposeés a des polluants organiques.

Atailia (2016) a également noté une réduction dose-dépendante de I’activité GST chez des
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escargots soumis a des poussieres métalliques, confirmant ainsi le réle de cette enzyme comme

indicateur de stress oxydatif.

D'autres études, telles que celles de Borkovic et al. (2013) sur des mollusques bivalves exposes
aux métaux lourds, attribuent cette inhibition de I’activité GST a la production accrue de ROS,
réduisant ainsi les niveaux de GSH. De plus, Roling et Baldwin (2006) suggérent que
I'inhibition de la GST pourrait également résulter d'interactions avec les facteurs de
transcription nucléaires (NF-kB, AP-1).

Dans les reins, une diminution significative de l'activité de la GST a été observée pour tous les
traitements (M1 a M5), avec une réduction plus prononcée dans les groupes M4 et M5. Cette
tendance dose-dépendante reflete une perturbation des mécanismes de détoxification et une
susceptibilité accrue aux dommages oxydatifs. Ces résultats sont en accord avec les
observations de Radwan et Mohamed (2013) qui ont rapporté une induction de I’activité GST
chez Theba pisana exposé a un pesticide carbamate, ainsi qu’avec les travaux de Grara et al.
(2009) et Belhaouchet et al. (2012) sur Helix aspersa exposés a des pesticides et des métaux
lourds.

Les diminutions de l'activité GST observées dans cette étude concordent également avec celles
rapportées par Ugokwe et al. (2020) et Radwan et al. (2024), ou I’exposition aux métaux
lourds et aux nanoparticules a entrainé une inhibition enzymatique et une augmentation du
stress oxydatif. Par ailleurs, Ma et al. (2014) ont démontré que la toxicité des liquides ioniques
a chaine alkyle plus longue provoque un stress oxydatif accru chez Physa acuta, confirmant la

nature dose-dépendante des réponses antioxydantes.

Ces résultats s’alignent avec ceux de Torres et al. (2002) et Gagné et al. (2006), qui ont montré
une induction de l'activité GST chez des moules exposées aux métaux lourds. Cependant, ils
divergent des observations de Canesi et al. (1999) et Ait Hamlet et al. (2014), qui ont rapporté
une induction de la GST chez des mollusques dans des environnements contaminés. Cette
variabilité pourrait étre attribuée a des différences d'especes, de conditions environnementales,

ou de mécanismes cellulaires propres aux polluants étudiés.

Enfin, Abdel-Azeem & Osman (2021) rappellent que 1’hépatopancréas, en tant qu’organe
majeur de la détoxification, est particulierement vulnérable aux dommages causés par les
contaminants. Nos résultats montrent clairement que les mélanges ZnO NPs/Cd,
particulierement aux concentrations élevées, alterent de maniére significative l'activité GST,

confirmant son réle central dans les réponses au stress oxydatif et la toxicité environnementale.

122

——
| —



Partie expérimentale Résultats et Discussion

L’inhibition dose-dépendante de 1’activité GST dans 1’hépatopancréas et les reins des escargots
Helix aspersa souligne I’impact toxique du mélange ZnO NPs/Cd, en accord avec les travaux
de Vrankovic et al. (2012) et Wu et al. (2023). Cette étude renforce le r6le de la GST comme
biomarqueur sensible et met en évidence la nécessité d’évaluer 1’effet des nanoparticules dans

un contexte environnemental élargi.

L’activité de la catalase (CAT) dans 1’hépatopancréas et le rein des escargots Helix aspersa
sous I’influence de la mixture ZnO NPs/Cd a montré une diminution significative et dose-
dépendante pour toutes les concentrations testées. Dans 1’hépatopancréas, 1’analyse statistique
a révélé des différences tres hautement significatives pour les concentrations élevees (M3, M4,
M5) et significatives pour les concentrations plus faibles (M1, M2) par rapport au témoin. De
maniére similaire, au niveau du rein, une diminution significative de ’activit¢ CAT a été
observée, avec une différence trés hautement significative pour M2, M3, M4, et M5 et
significative pour M1. Ces résultats suggérent une inhibition enzymatique croissante avec
I’augmentation de la dose, particulierement marquée pour les concentrations les plus élevées.
Ces observations confirment que la catalase, enzyme clé de détoxification qui catalyse la
conversion du peroxyde d’hydrogéne (H, O, ) en eau et en oxygéne moléculaire, est fortement
affectée en présence de la mixture ZnO NPs/Cd. La diminution de I’activité enzymatique

expose les cellules a une accumulation de H, O, , renforcant ainsi le stress oxydatif cellulaire.

Les résultats obtenus dans notre étude sont cohérents avec ceux rapportés par Sturm et al.
(2000), qui ont démontré que I’inhibition ou I’induction des biomarqueurs in vivo, tels que la
catalase, est un indicateur sensible de 1’exposition aux xénobiotiques. De méme, Livingstone
(2001) a identifié la catalase comme 1’un des biomarqueurs les plus sensibles au stress oxydatif.
Ces résultats sont également en accord avec les travaux de Yousfi (2024), qui ont signalé une
diminution trés hautement significative de 1’activité catalase dans des lots traites par des
produits chimiques inducteurs de stress oxydatif, notamment les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAP), les PCB et certains pesticides.

L’inhibition observée dans notre étude est également soutenue par les travaux de Pellerin-
Massicotte (1994) et Pellerin-Massicotte et al. (1997), qui ont proposé que ’activité catalase
est sensible aux variations subtiles des conditions environnementales, qu’elles soient naturelles
ou anthropiques. En revanche, des études telles que celles de Diguilio et al. (1993) et Labrot
et al. (1996) ont montré des réponses variables de 1’activité CAT, tantdt augmentée, tantot

diminuée, en fonction des facteurs environnementaux.
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L’impact des nanoparticules sur I’activité CAT a également été rapporté par Siddiqui et al.
(2015), qui ont observé une diminution de 1’activité catalase dans des fibroblastes de souris
exposés a des nanoparticules de molybdéne (Mo-NPs). Ce stress oxydatif, associé a une
réduction du potentiel membranaire mitochondrial (MMP), indique un lien possible entre
’activité mitochondriale et la toxicité des nanoparticules. De plus, les études de Barata et al.
(2005) ont mis en évidence une induction des activités antioxydantes, y compris la catalase et
la superoxyde dismutase (SOD), chez Daphnia magna en réponse au cadmium et au cuivre,
démontrant des réponses pro- et antioxydantes dépendantes de la capacité de ces métaux a

générer des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS).

Concernant les effets spécifiques des nanoparticules de ZnO, Pei et al. (2023) et Al-Ragi et al.
(2024) ont rapporté des altérations biochimiques et histologiques dose-dépendantes, tandis que
El-Refai et al. (2024) ont souligné leur impact systémique sur divers marqueurs de stress
oxydatif et enzymes hépatiques. De plus, Fahmy et al. (2014) ont démontré que les
nanoparticules d’oxyde de fer (Fe, Oz ) inhibent également 1’activité CAT, confirmant que la
nature des nanoparticules influence leur toxicité. Enfin, des études antérieures, telles que celles
de Bo et al. (2007), ont montré une réponse biphasique de I’activité CAT en présence de
cadmium, avec une augmentation initiale suivie d’une diminution a des concentrations plus
élevées, indiquant une incapacité des systémes enzymatiques a compenser les dommages

oxydatifs au-dela d’un certain seuil.

L'activité de I'acétylcholinestérase (AChE) chez les adultes d'Helix aspersa, mesurée dans les
groupes témoins et ceux traités par la mixture ZnO NPs/Cd, montre une inhibition significative
de cette enzyme dés la concentration M1, et cette inhibition devient tres hautement significative
pour les concentrations M2, M3, M4 et M5. L'effet est clairement dose-dépendant, avec une
inhibition marquée de I'AChE, qui atteint son maximum au traitement M5. Cette inhibition,
observée a des concentrations croissantes de ZnO NPs/Cd, suggére une perturbation de la
transmission nerveuse, en raison de l'accumulation d'acétylcholine dans les synapses, ce qui
peut entrainer des troubles neurologiques. Ce phénomeéne est cohérent avec les observations de
Bocquené (1996), qui ont montré que l'inhibition de I'AChE provoque une accumulation
d'acétylcholine dans I'espace synaptique, entrainant une transmission nerveuse permanente et
la mort de I'individu. Ce marqueur de I'inhibition de I'AChE est utilisé pour évaluer I'exposition
a divers contaminants, notamment les métaux lourds et certains produits phytosanitaires (Salmi,
2018).
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Les résultats observés dans notre étude sont en accord avec ceux de Salmi (2018), qui a montré
une diminution progressive de l'activité de I'AChE aprés exposition a différentes concentrations
de Novaluron, CdSe et leurs mélanges. Des travaux antérieurs, comme ceux de Coeurdassier
et al. (2001), Salama et al. (2005), Radwan et al. (2008) et Bouaricha (2013), ont également
mis en évidence une inhibition de I'activité de I'AChE apreés exposition de Helix aspersa a des
pesticides. L'inhibition de I'AChE induit une accumulation toxique d'acétylcholine au niveau
des synapses, entrainant une surstimulation des récepteurs muscariniques et nicotiniques, ce qui
peut conduire a des troubles comportementaux et a une inhibition de la croissance chez les
escargots (Bouaricha, 2013 et Salmi, 2018).

Nos résultats sont également soutenus par les travaux de Wang et al. (2009), qui ont démontré
que différents types de nanoparticules (NP) possédaient des propriétés neurotoxiques, et 'AChE
a été proposé comme biomarqueur pour évaluer ces effets. Par exemple, Gomes et al. (2011)
ont observé une inhibition de I'AChE apres 15 jours d'exposition des M. galloprovincialis aux
CuO NP, tandis que Zhao et al. (2011) ont rapporté une inhibition de I'activité du cholinestérase
chez les juvéniles de Cyprinus carpio exposés aux CuO NP, suggérant également leur potentiel
neurotoxique. Des études menées sur des mammiferes, des poissons et des invertébrés ont
également signalé une inhibition de I'AChE par des métaux, dont le cadmium (Schmidt &
Ibrahim, 1994). Par ailleurs, Trielli et al. (2006) ont observé une inhibition progressive de
I'activité de I'AChE sous l'effet de composés organophosphorés sur des protistes terrestres,
attribuée a des phénomeénes d'oxydation et a la formation de ponts disulfures en réponse a la

libération de radicaux libres.

L'effet neurotoxique observé dans notre étude s'inscrit également dans la lignée des travaux de
Coeurdassier et al. (2001), qui ont documenté une diminution de l'activité de I'AChE chez les
escargots exposés aux organophosphorés, notamment le Diméthoate. Une inhibition similaire
de I'AChE a été observée par Belhaouchet (2012) chez Helix aspersa traité par le biopesticide
Spinosad, et par Radwan et Salama (1999), qui ont identifié des pesticides carbamates tels que
le méthomy!l et le thiodicarbe comme de puissants inhibiteurs de I'AChE chez les escargots. Ces
observations sont également corroborées par Bourbia-Ait Hamlet (2013), qui a observé que
des pesticides comme le thiaméthoxam et la téfluthrine, ainsi que leurs mixtures, inhibent
significativement l'activité spécifique de I'AChE chez Helix aspersa. Ces données soulignent
I'importance de I'AChE en tant que biomarqueur pour évaluer les effets neurotoxiques induits

par les contaminants environnementaux.
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L'AChE joue un réle crucial dans l'inactivation de l'acétylcholine, un neurotransmetteur
essentiel pour la transmission synaptique. L'inhibition de I'AChE entraine lI'accumulation de
I'acétylcholine dans les synapses cholinergiques, perturbant ainsi la transmission du signal et
bloquant la synapse (Yousfi, 2024). L'inhibition de I'AChE est ainsi un indicateur spécifique de
I'exposition aux nanoparticules et aux métaux lourds. Enfin, des travaux menés sur des
invertébrés ont également mis en évidence I'existence de motoneurones cholinergiques et de
récepteurs spécifiques a l'acétylcholine, ce qui souligne I'importance de I'AChE dans ces
organismes (Weiss et al., 1993). Cela peut entrainer des dommages aux lipides membranaires
et a I’ADN, aggravant ainsi les effets neurotoxiques et physiologiques. De telles observations
ont également été rapportées par Aschner et al. (2024) et Shabir et al. (2023), qui ont
documenté un stress oxydatif accru et une neuroinflammation chez des modéles exposés a des

nanoparticules de ZnO.

2.4. Conclusion :

Cette étude démontre que I’exposition des escargots Helix aspersa a une mixture de
nanoparticules d’oxyde de zinc et de cadmium induit des altérations métaboliques
significatives, principalement via 1’induction de stress oxydatif. Les variations des
biomarqueurs de stress, tels que le glutathion reduit (GSH), le malondialdéhyde (MDA) et les
protéines totales, indiquent une réponse dose-dépendante aux contaminants, avec des effets
particulierement marqués a des concentrations élevées. Les résultats révelent une activation des
mécanismes antioxydants, qui, bien que mobilisés, s’averent insuffisants pour compenser les
dommages causés par les radicaux libres, en particulier dans les tissus sensibles tels que

I’hépatopancréas et les reins.

L’inhibition dose-dépendante de ’activité enzymatique de la Glutathion S-Transférase (GST),
de la catalase (CAT) et de I’acétylcholinestérase (AChE) souligne 1’altération des systémes de
détoxification et de défense antioxydante, ainsi que des perturbations neurologiques, traduisant
une incapacité des systémes biologiques a compenser les effets toxiques cumulés. Ces
observations confirment non seulement la sensibilité des escargots Helix aspersa aux
nanoparticules de ZnO et au cadmium, mais également la pertinence de ces biomarqueurs pour

I’évaluation de la toxicité environnementale.

Les résultats obtenus concordent avec les travaux antérieurs et mettent en lumiere I’impact
combine des nanoparticules et des métaux lourds sur les organismes terrestres. Ils confirment
le potentiel des escargots Helix aspersa comme mode¢les biologiques pour 1’évaluation des

contaminants environnementaux. De plus, cette étude souligne I’importance de ’utilisation de
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biomarqueurs dans I’analyse des effets des nanoparticules et appelle a des réglementations plus

strictes concernant leur usage, en raison de leurs impacts néfastes sur les écosystemes terrestres.
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3. Effets Histopathologiques de la Mixture ZnO NPs/Cd sur Helix aspersa :
3.1. Observations des coupes histologiques de I’hépatopancréas d'Helix aspersa :

Chez les escargots Helix aspersa, 1’hépatopancréas occupe une partie importante de la
masse Viscérale et se compose de deux lobes reliés au mésentéron par un canal
hépatopancréatique. Ces lobes sont entourés d’un tissu conjonctif associ¢ a des fibres
musculaires lisses formant une enveloppe. Ils sont constitués d’une multitude de tubules
digestifs de formes et tailles variées, séparés par un espace intertubulaire contenant des sinus,
des hémocytes hémolymphatiques et une couche musculaire circulaire entourant chaque tubule.
L’¢épithélium de ces tubules est constitué¢ de plusieurs types cellulaires formant la lumiére
tubulaire. Trois types principaux de cellules sont identifiés : les cellules digestives, les cellules
a calcium et les cellules excrétrices. Les cellules digestives, qui sont les plus abondantes,
présentent une morphologie variable selon le stade de digestion (Heusser et Dupuy, 2011),
tandis que les cellules a calcium et excrétrices sont moins nombreuses (Zaldibar et al., 2008)
(Fig 51).

Apres 28 jours d’exposition aux cinq concentrations de mixtures ZnO NPs/Cd (M1 a M5),
un examen microscopique des coupes histologiques de I’hépatopancréas a révélé des
modifications tissulaires d’intensité variable et dose-dépendante. A la concentration M1 (Fig
52), un rétrécissement de la lumiére tubulaire des acini avec un contour irrégulier ainsi qu’une
altération de la membrane basale ont été observés. Pour la concentration M2 (Fig 53), des
regroupements des tubules ont été notés en raison du rétrécissement de la lumiére, accompagnés
d’une rupture de la membrane basale des tubules, d’une dégénérescence des cellules digestives
et de ’apparition d’infiltrats inflammatoires. Aux concentrations M3 (Fig 54) et M4 (Fig 55),
les altérations étaient similaires mais plus marqueées, incluant une dégénérescence accrue des
cellules digestives, une rupture prononcée de la membrane basale, une quasi-obstruction des
lumieres tubulaires, une dégradation sévere du tissu conjonctif et I’apparition de structures
cellulaires nécrosées accompagnées d’infiltrats inflammatoires. Enfin, a la concentration la plus
élevée (M5) (Fig 56), les dommages étaient les plus graves, avec une destruction sévere du tissu
conjonctif, des tubules digestifs et de leurs membranes, une dégénérescence avancée des
cellules digestives et des cellules a calcium, ainsi qu’une inflammation intense marquée par des

infiltrats inflammatoires.
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Ces résultats mettent en évidence une progression dose-dépendante des effets
histopathologiques induits par les mixtures ZnO NPs/Cd sur 1’hépatopancréas des escargots

Helix aspersa.

Figure 51. Coupes histologiques de I’hépatopancréas d’escargots Helix aspersa témoins.

Les cellules digestives (CD), les cellules excrétoires (CE), les cellules & calcium (CC), la lumiere
des acini (L), membrane basale (MB) et, en cerclé, un tubule digestif.
(T) Escargots témoins (grossissement x100), (T”) Escargots témoins (grossissement x400).
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Figure 52. Coupes histologiques de I’hépatopancréas d’Helix aspersa exposes a la mixture ZnO
NPs/Cd (M1) apres 28 jours.

*** Rétrécissement de la lumiére, Aontour irrégulier de l’acini,\ altération de la membrane
basale}:> infiltrat inflammatoire, ¢ Dégénérescences des cellules\. nécrose, <> Débris
cellulaires. (M1) mixture 01 (grossissement x200), (M1”) mixture 01 (grossissement x400)
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Figure 53. Coupes histologiques de I’hépatopancréas d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO
NPs/Cd (M2) apres 28 jours.

*** Rétrécissement de la lumiére, %ontour irrégulier de l’acini,\ altération de la membrane
basale}:> infiltrat inflammatoire, 5 Dégénérescences des ceIIuIes& necrose, <> Débris
cellulaires. (M2) mixture 02 (grossissement x200), (M2”) mixture 02 (grossissement x400)
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Figure 54. Coupes histologiques de I’hépatopancréas d’Helix aspersa exposes a la mixture ZnO
NPs/Cd (M3) apres 28 jours.

*** Rétrécissement de la lumiére, A Contour irrégulier de l’acini,\ alteration d%
membrane basale, infiltrat inflammatoire, % Dégénérescences des cellules,

nécrose, <> Débris cellulaires. (M3) mixture 03 (grossissement x200), (M3”) mixture 03
(grossissement x400)
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Figure 55. Coupes histologiques de I’hépatopancréas d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO
NPs/Cd (M4) apres 28 jours.

**x Rétrécissement de la lumiére, A  Contour irrégulier de l’acini,\‘ alteration de,la
membrane basale, infiltrat inflammatoire, * Dégénérescences des cellules, &
nécrose, <> Débris cellulaires. (M4) mixture 04 (grossissement x200), (M4”) mixture 04
(grossissement x400).
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Figure 56. Coupes histologiques de I’hépatopancréas d’Helix aspersa exposes a la mixture ZnO
NPs/Cd (M5) apres 28 jours.

*** Rétrécissement de la lumiére, A  Contour irrégulier de I'acini)\, altération de,la
membrane basale, infiltrat inflammatoire, % Dégénérescences des cellules, &
nécrose, <> Débris cellulaires. (M5) mixture 05 (grossissement x200), (M5’) mixture 05
(grossissement x400)
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3.2. Observations des coupes histologiques du rein d*Helix aspersa :

Le rein des escargots est constitué d’un épithélium excréteur tapissé de lamelles rénales,
elles-mémes formées de lamelles conjonctives creuses et d’un sinus sanguin doté de fibres
musculaires lisses. Cet épithélium est composé de cellules prismatiques munies d’une bordure
en brosse. Il renferme un seul type de cellules excrétrices, qui présentent un noyau et une
membrane granulaire. Ces cellules excrétrices se déclinent en deux formes principales : les
cellules en batonnet, qui sont les plus nombreuses, et les cellules ciliées (Chabicovsky et al.,
2003). La production de 1’urine primitive est assuree par les néphrocytes, qui réalisent
’ultrafiltration de I’hémolymphe circulant dans les lacunes des axes conjonctifs soutenant les
replis de la paroi rénale. Ces néphrocytes produisent également des concrétions a partir des
molécules prélevées dans I’hémolymphe, sous forme de dépots de couches concentriques
d’acide urique et de lipides autour d’un noyau d’urate de calcium. Ces concrétions, élaborées
au sein des vacuoles, sont ensuite expulsées dans la lumiere rénale (Heusser et Dupuy, 2011).

L’aspect normal du tissu rénal chez les escargots témoins est illustré dans la figure (57).

Apres 28 jours d’exposition aux mixtures ZnO NPs/Cd, un examen histologique du rein
des escargots a révéle des modifications dose-dépendantes. Chez les escargots exposés aux
concentrations M1 (Fig 58) et M2 (Fig 59), un contour irrégulier des acini a été observe,
accompagné d’un rétrécissement de la lumiére et d’une hypertrophie des cellules excrétrices
(néphrocytes). Pour les concentrations M3 (Fig 60), M4 (Fig 61) et M5 (Fig 62), des altérations
plus marquées ont été notées, caractérisées par une atteinte globale du tissu rénal. Ces
modifications incluaient ’apparition de foyers de nécroses, une hypertrophie et une
dégénérescence des cellules excrétrices, ainsi qu’une prolifération excessive du tissu conjonctif,
engendrant la disparition de la membrane des tubules. Ces altérations ont conduit a la présence

de débris cellulaires a travers 1I’ensemble du tissu rénal et a une nécrose cellulaire généralisée.

Ces observations confirment I’impact toxique des mixtures ZnO NPs/Cd sur la structure
et la fonction du rein des escargots Helix aspersa, avec des dommages croissants en fonction

des concentrations.
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Figure 57. Coupes histologiques du rein d’escargots Helix aspersa témoins.

Epithélium rénal (ER), les cellules excrétoires (néphrocyte) (CE), la lumiére des acini (L),
noyau (N), repli de la paroi (RP), (R) Escargots témoins (grossissement x100), (R”) Escargots
témoins (grossissement x400).
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Figure 58. Coupes histologiques du rein d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO NPs/Cd (M2)
apres 28 jours.

*** Rétrécissement de la lumigre, A Contour irrégulier de 1’acini infiltrat
inflammatoire , * hypertrophies cellulaires , & nécrose , <> Débris cellulaires. (R1)
mixture 01 (grossissement x200), (R1’) mixture 01 (grossissement x400).
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Figure 59. Coupes histologiques du rein d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO NPs/Cd (M2)
apres 28 jours.

**x Rétrécissement de la lumiere, A Contour irrégulier de 1’acini infiltrat
inflammatoire , A hypertrophies cellulaires § nécrose , <> Débris cellulaires. (R2)
mixture 02 (grossissement x200), (R2’) mixture 02 (grossissement x400).




Partie expérimentale Résultats et Discussion
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Figure 60. Coupes histologiques du rein d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO NPs/Cd (M3)
apres 28 jours.

**+% Rétrécissement de la lumiere, A Contour irrégulier de 1’acini infiltrat
inflammatoire , A hypertrophies cellulaires , % nécrose, > Débris cellulaires. (R3)
mixture 03 (grossissement x200), (R3’) mixture 03 (grossissement x400).
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Figure 61. Coupes histologiques du rein d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO NPs/Cd (M4)
apres 28 jours.

**+% Rétrécissement de la lumiere, A Contour irrégulier de 1’acini infiltrat
inflammatoire , A hypertrophies cellulaires , & nécrose, > Débris cellulaires. (R4)
mixture 04 (grossissement x200), (R4’) mixture 04 (grossissement x400).
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Figure 62. Coupes histologiques du rein d’Helix aspersa exposés a la mixture ZnO NPs/Cd (M5)
apres 28 jours.

**+% Rétrécissement de la lumiere, A Contour irrégulier de 1’acini infiltrat
inflammatoire , <A hypertrophies cellulaires , & nécrose, > Débris cellulaires. (R5)
mixture 05 (grossissement x200), (R5%) mixture 05 (grossissement x400).
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3.3. Discussion :

L’exposition des escargots Helix aspersa aux mixtures de nanoparticules d'oxyde de zinc
et de cadmium (ZnO NPs/Cd) a entrainé des altérations histopathologiques notables,
principalement au niveau de I'hépatopancréas et des reins. Ces résultats confirment les
conclusions de Wang et al. (2024), qui ont observé que I'exposition aux nanoparticules de ZnO
induit des modifications pathologiques dans les tissus hépatiques, notamment I'apoptose et des
dommages mitochondriaux. De plus, les examens histologiques ont revelé des altérations
caractéristiques telles que I'enflure et la nécrose des hépatocytes, des processus essentiels a la
détoxification (Jarrar et al.,, 2024). En parallele, les reins semblent particuliérement
vulnérables aux nanoparticules, avec des signes évidents de gonflement glomérulaire et de
dégénérescence des cellules tubulaires rénales, soutenus par des recherches antérieures (Zhao
et al., 2019). Ce constat met en lumiere I'impact des nanoparticules, qui provoquent un stress

oxydatif et une inflammation, contribuant a la néphrotoxicité significative (Zhang et al., 2014).

Les observations histopathologiques dans I'hépatopancréas et les reins des escargots
exposés aux mixtures ZnO NPs/Cd révelent des altérations tissulaires importantes, avec une
dépendance a la concentration des nanoparticules. Ces changements soulignent le potentiel
toxique des nanoparticules sur des organes vitaux impliqués dans la détoxification et I'excrétion.
L'hépatopancréas, organe clé pour la digestion et la détoxification chez les gastéropodes, a
montré des perturbations des les faibles concentrations. Nos résultats corroborent les
observations de Frias-Espericueta et al. (2008), qui ont observé des altérations cytologiques
significatives suite a I'exposition aux nanoparticules. Des ruptures de la membrane basale des
tubules digestifs et une dégénérescence des cellules digestives ont été identifiees, en accord
avec Dumee et al. (2012), qui ont étudié I'impact des métaux lourds chez Pomacea
canaliculata. Ces dommages entrainent une altération sévéere des fonctions digestives de

I'népatopancréas.

Les cellules digestives, les plus nombreuses dans [’épithélium tubulaire, sont
particulierement vulnérables aux effets toxiques des nanoparticules, comme le montre Zaldibar
et al. (2008). Leur dégénérescence, observée dans cette étude, confirme les travaux de
Boucenna et al. (2015) et Chabicovsky et al. (2004), qui ont suggéré que la perte de ces
cellules est une réponse adaptative face aux métaux lourds. De plus, des recherches antérieures
(Zhu et al., 2008) ont montré que les nanoparticules peuvent générer des especes reactives de
I’oxygene (ROS), causant des lésions cellulaires et une augmentation de la perméabilité

membranaire, observées sous forme de nécroses cellulaires dans notre étude.
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Les altérations au niveau des reins révelent également une réponse dose-dépendante,
marquée par une hypertrophie des cellules excrétrices, des nécroses et une prolifération du tissu
conjonctif. Ces observations confirment les études de Triebskorn et Kéhler (1996, 1998) et
Manzl et al. (2004), qui ont rapporté des effets similaires chez d'autres gastéropodes exposés
aux métaux lourds. Les fortes concentrations ont provoqué des modifications structurelles
graves, probablement en raison d'une période prolongée de je(ine causée par une répulsion des

aliments contaminés.

Les cellules rénales, impliquées dans l'ultrafiltration et 1’excrétion des métabolites
toxiques, semblent incapables de gérer la charge oxydative induite par les nanoparticules. Les
signes d'apoptose et de perturbations mitochondriales observés dans les cellules excrétrices, liés
a la peroxydation lipidique et aux dommages oxydatifs (Ramirez-Prieto et al., 2006 ;

Gutteridge, 1995), soulignent I'intensité des effets toxiques des nanoparticules.

Les résultats de cette étude rejoignent les conclusions de Yager et Harry (1963) sur la
diffusion rapide des nanoparticules dans les cellules, ce qui favorise I'apparition de nécroses
tissulaires. De plus, ces résultats renforcent les données de Sousa Dahm et al. (2006)

concernant l'inhibition des enzymes digestives par les nanoparticules métalliques.

Les dommages tissulaires dans 1’hépatopancréas et les reins révelent la capacité des

nanoparticules a pénétrer dans les tissus et a perturber des fonctions cellulaires essentielles.

Les altérations observées dans I'népatopancréas et les reins sont comparables a celles
observées pour d'autres nanoparticules, telles que l'oxyde de cuivre, ou des ruptures et
vacuolisation des cellules digestives ont été rapportées (Fol et al., 2024). En outre, la
dégénérescence des cellules digestives est une réponse courante chez les gastéropodes exposés
aux nanoparticules et aux métaux lourds (Sharmaetal., 2023 ; Fol et al., 2024). Ces altérations
sont liées a I'induction de ROS, entrainant une perte de I'intégrité cellulaire et des dommages

tissulaires.

Concernant les reins, les effets dose-dépendants sont bien documentés, avec des signes
d'hypertrophie, de nécrose, et de prolifération du tissu conjonctif chez des gastéropodes exposés
aux nanoparticules (Singh et al., 2024 ; Said et al., 2022). Ces altérations sont aggravées par
un stress oxydatif élevé et une apoptose cellulaire. Les recherches ont également montré des
augmentations des marqueurs du stress oxydatif, comme le malondialdéhyde (MDA), et une
réduction des enzymes antioxydantes (SOD, GPx), corrélées a un dysfonctionnement rénal
(Said et al., 2022 ; Yadav et al., 2024).
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En resume, cette etude met en évidence I'impact toxique des nanoparticules ZnO et Cd
sur les tissus essentiels de Helix aspersa, soulignant la nécessité de recherches supplémentaires
pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents et évaluer les risques pour la santé

environnementale (Parashar et al., 2024).

3.4. Conclusion

En résumé, I'exposition des escargots Helix aspersa aux mixtures de nanoparticules
d'oxyde de zinc (ZnO NPs) et de cadmium (Cd) a causé des altérations histopathologiques
importantes, principalement au niveau de I’hépatopancréas et des reins. Ces dommages,
notamment la dégénérescence cellulaire, la nécrose et I’altération de la structure tissulaire,
varient en fonction de la concentration des nanoparticules. L’hépatopancréas, impliqué dans la
digestion et la détoxification, est particulierement vulnérable, tandis que les reins montrent des
signes de stress oxydatif et de lésions. Ces effets soulignent le potentiel toxique des
nanoparticules et la nécessité d’évaluations approfondies des risques environnementaux pour

protéger les écosystémes et la santé animale.
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Conclusion genérale

Cette étude met en évidence I'importance des escargots, en particulier Helix aspersa,
comme bioindicateurs pour évaluer l'impact des contaminations environnementales, en
I'occurrence celles liées aux nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnO NPs) et au cadmium (Cd). A
travers une série de tests comportementaux, physiologiques et biochimiques, il a été possible
de démontrer que, bien que les escargots ne montrent pas de modifications comportementales
immediates significatives, ces substances toxiques ont provoqué des effets sous-jacents,
notamment une mortalité accrue, une perte de poids progressive, et des altérations
métaboliques. Ces résultats montrent clairement que I'exposition a ces contaminants entraine
une dégradation de la santé des escargots, avec des conséquences potentiellement graves pour

la survie de I'espéce a long terme.

Les effets observés sur Helix aspersa ne se limitent pas a des changements
comportementaux immédiats, mais se manifestent également par des perturbations
physiologiques profondes, qui incluent des altérations du gain de poids, de la masse molle, du
diamétre de la coquille, et de la fonction des organes vitaux comme 1’hépatopancréas et les
reins. Les escargots, bien qu'adaptables et dotés d'une certaine plasticité comportementale,
apparaissent particulierement vulnérables face aux mélanges de ZnO NPs et de Cd. Cette
sensibilité met en lumiére la pertinence de cette espéce comme modele de bioindication pour la
surveillance écologique des écosystemes affectés par des contaminants environnementaux. Les
mécanismes de détoxification, bien qu'activés pour limiter les effets des nanoparticules et du
cadmium, ne parviennent pas toujours a compenser les effets sublétaux a long terme de ces
toxines. Par conséquent, bien que les escargots puissent surmonter certaines expositions aigués,
leurs populations risquent de souffrir d'une dégradation progressive de leur santé, remettant en

question leur viabilité dans des environnements contamines.

Sur le plan biochimique, 1'é¢tude révele que 1I’exposition des escargots a ces contaminants
induit un stress oxydatif important, détectable par 1’augmentation des biomarqueurs de
dommages cellulaires, tels que le malondialdéhyde (MDA) et la réduction du glutathion (GSH).
Ces marqueurs traduisent une réponse de défense insuffisante face a l'agression des radicaux
libres, notamment au niveau des tissus sensibles comme 1’hépatopancréas et les reins.
L'activation des systemes antioxydants, bien que mobilisée pour contrer le stress oxydatif, ne
s'avere pas suffisante pour protéger les escargots contre les effets toxiques cumulés. En

parallele, les altérations des systemes enzymatiques, tels que la Glutathion S-Transférase
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(GST), la catalase (CAT) et I’acétylcholinestérase (AChE), témoignent d’une perturbation
significative des processus de détoxification et d'une altération de I'homéostasie neurochimique.
Ces résultats confirment la capacité des escargots a répondre aux contaminations
environnementales, tout en soulignant la nécessité de disposer de biomarqueurs fiables pour
I’évaluation de la toxicité des nanoparticules, qui devraient étre intégrés dans les protocoles de

surveillance écologique.

Enfin, I'examen histopathologique des organes des escargots a révélé des lésions
cellulaires notables, en particulier au niveau de 1’hépatopancréas et des reins, deux organes
essentiels pour la digestion, la détoxification et I’¢limination des toxines. Ces 1ésions incluent
la dégénerescence cellulaire, la nécrose, et des altérations de la structure tissulaire, révélant des
effets toxiques directs dus a I’exposition aux nanoparticules et aux métaux lourds. Ces
observations renforcent la nécessité d’une évaluation approfondie des risques
environnementaux liés a Il'utilisation de ces contaminants, notamment les nanoparticules, qui
représentent un danger potentiel pour la faune terrestre, les écosystémes et la santé animale.
L'impact observé sur les escargots appelle & une vigilance accrue et a des réglementations plus
strictes concernant l'utilisation de nanoparticules dans I'environnement, afin de protéger la

biodiversité et assurer la durabilité des écosystemes.

Dans I’ensemble, cette étude confirme non seulement la sensibilité des escargots Helix
aspersa aux nanoparticules d'oxyde de zinc et au cadmium, mais elle met également en lumiére
le potentiel de cette espéece en tant que bioindicateur efficace pour surveiller I'impact des
contaminants environnementaux. En apportant de nouvelles connaissances sur les effets
toxiques de ces substances, cette recherche ouvre la voie a des stratégies de gestion
environnementale visant a limiter les risques li€s a 1’utilisation de nanoparticules et de métaux

lourds dans les écosystemes terrestres.
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Perspective

Les résultats de cette étude ouvrent des perspectives prometteuses pour approfondir la
compréhension des mécanismes biologiques sous-jacents a la toxicité des nanoparticules et des
métaux lourds. Il devient essentiel de cibler non seulement les réponses physiologiques
immédiates, mais aussi d’explorer les altérations sur le long terme, notamment celles affectant
le matériel génétique des organismes exposés. A cet égard, il serait pertinent de concentrer les
recherches futures sur les ceufs et les juvéniles de troisieme génération d’Helix aspersa, élevés
dans notre centre de recherche en biotechnologie. L’analyse transgénérationnelle permettrait de

mieux cerner les effets cumulatifs et héréditaires de ces contaminants environnementaux.

Gréace a la plateforme de protéomique et de génétique disponible dans notre laboratoire,
nous pourrions étudier de maniére approfondie les modifications au niveau du génome et du
protéome, afin d’identifier d'éventuels biomarqueurs précoces de stress ou de dommages
cellulaires. Ces investigations permettraient non seulement de mieux comprendre les processus
de détoxification et de réparation de I’ADN, mais aussi de proposer des stratégies innovantes

pour atténuer les impacts déléteres des nanoparticules sur les espéces terrestres.

De plus, ces travaux s’inscrivent dans une approche de gestion durable des risques
environnementaux. L’intégration systématique de biomarqueurs dans les protocoles de
surveillance écologique pourrait devenir un outil clé pour évaluer la santé des écosystemes,
notamment en ce qui concerne les especes sensibles telles que Helix aspersa. En paralléle, ces
recherches justifient la nécessité de renforcer les réglementations encadrant 1’utilisation des
nanoparticules et des métaux lourds, afin de limiter leur dissémination dans les sols et d’assurer

la préservation de la biodiversité.

Enfin, un suivi a long terme de cette espece sentinelle offrirait des données précieuses
pour anticiper les conséquences écotoxicologiques sur les cycles de vie, les capacités
reproductives et la résilience des populations exposées. Cette approche intégrée, combinant
élevage expérimental, analyses génétiques et protéomiques, ainsi que suivi écologique,
constituerait une avancée majeure pour la recherche appliquée a la gestion des contaminants

émergents.
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