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RESUMES

Résumé

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les effets toxique des nanoparticules
d’oxyde de titane (TiO,), d’oxyde d’aluminium et de leurs mixtures appliqués par ingestion
durant 4 semaines sur les juvéniles d’ H.aspersa utilisées comme espéce sentinelle de la
contamination des agrosystemes. Les effets ont été testés sur quelques parametres
biométriques (poids des escargots, longueur et diametre. de la coquille) et biochimiques
(contenue en protéines, glucides et lipides) de plus une étude histopathologique de

I’hépatopancréas a été effectuée pour vérifier I’impact tissulaires.

L’exposition des juvéniles aux deux nanoparticules et leurs mixtures provoquent
des altérations sur le gain du poids frais moyen des escargots, de la longueur et du diametre

de la coquille.

Nous avons mis en évidence aussi  que la composition biochimique de
I’hépatopancréas est affectée par les deux nanoparticules testés et leur mixture avec une
augmentation significative des protéines et une diminution des taux des glucides et des
lipides, cette diminution est plus marquée chez les escargots traités aux nanoparticules

d’oxyde de tiitane.

Nous avons vu dans ce travail que la glande digestive est un organe trés sensible,
participant a la détoxification des xénobiotiques, a travers ces atteintes tissulaires, qui sont

bien visibles au traitement au titane des la plus faible dose testée.

Mots clés: Juvéniles, Helix aspersa, hépatopancréas, glucides, lipides, protéines,
histopathologique.
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RESUMES

Abstract:

"The main objective of this study was to evaluate the toxic effects of titanium dioxide
(Ti02), aluminum oxide nanoparticles, and their mixtures applied through ingestion for 4
weeks on H.aspersa juveniles used as sentinel species for agro-system contamination. The
effects were tested on several biometric parameters (snail weight, length, and shell diameter)
as well as biochemical parameters (protein, carbohydrate, and lipid content). Additionally, a

histopathological study of the hepatopancreas was conducted to assess tissue impact.

Exposure of the juveniles to both nanoparticles and their mixtures resulted in
alterations in the average fresh weight gain of the snails, as well as the length and diameter of
the shell.

We also found that the biochemical composition of the hepatopancreas was affected
by the two tested nanoparticles and their mixture, with a significant increase in protein content
and a decrease in carbohydrate and lipid levels. This decrease was more pronounced in snails
treated with titanium dioxide nanoparticles.

In this study, we observed that the digestive gland is a highly sensitive organ involved
in the detoxification of xenobiotics, as evidenced by the visible tissue damage even at the

lowest tested dose of titanium treatment.

Keywords: Juveniles, Helix aspersa, hepatopancreas, carbohydrates, lipids, proteins,

histopathology."
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INTRODUCTION

1. Introduction:

Depuis la révolution industrielle, I'empreinte de I'nomme sur son environnement
devient de plus en plus importante. Les activités humaines sont en constante évolution et les
procédés industriels changent avec chaque nouvelle avancée technologique. Depuis le début
du nouveau millénaire, le domaine d'innovation qui progresse le plus rapidement est sans

aucun doute la nanotechnologie (Frangois, 2012).

Les nanotechnologies sont définies comme [’ensemble des techniques visant a
concevoir, caractériser et produire des matériaux a 1’échelle du nanomeétre dans au moins une
de leurs dimensions. Ces nanomatériaux sont eux-mémes constitués de nano-objets
(nanoparticules, nanotubes...). Leur dimension nanométrique leur confére, du fait des lois de
la physique quantique, de nouvelles propriétés physicochimiques et des comportements
inédits (Andujar et al, 2009).

Le développement des nanotechnologies est en plein essor depuis une dizaine d’années
(Grara et al, 2015). En effet, Les applications technologiques sont nombreuses notamment
dans les secteurs industriels innovants, tels que 1I’industrie cosmétique (écrans solaires, rouges
a levres, pates dentifrices...), I’industrie automobile (peintures, pneumatiques, lubrifiants,
pare-brise...), le secteur de la santé (pharmacocinétique et biodisponibilité des médicaments,

matériels prothétiques, imagerie moléculaire...) (Andujar et al, 2009).

L’utilisation grandissante de produits contenant des nanoparticules peut entrainer une
exposition des différents compartiments environnementaux. Par conséquent, 1’évaluation de
leurs effets sur I’environnement apparait indispensable (Manier, 2014). Le risque
toxicologique de ces composés est cependant difficile a évaluer car plusieurs aspects des

mécanismes de toxicité des nanomatériaux ne sont pas encore bien compris (Frangois, 2012).

Cependant la compréhension de leurs effets sur les organismes est encore a ses débuts.
En raison de leur taille nanométrique, les nanomatériaux possédent des propriétés
physicochimiques différentes des mémes matériaux de plus grande taille. Ces propriétés
uniques sont utilisées dans tous les domaines d'applications (Francois, 2012).

La toxicité des NPs métalliques (Oxyde de silice, Oxyde de titane, Oxyde de zinc....) a
été montrée chez plusieurs organismes, cependant plusieurs questions fondamentales

demeurent quant a leurs effets sur les systemes biologiques. Leur taille a I'échelle
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nanomeétrique peut entrainer des effets toxiques nouveaux et différents qui ne sont pas encore
élucidés. Pour permettre un développement responsable et sécuritaire des nanotechnologies
utilisant des NPs métalliques, une meilleure compréhension des mécanismes de toxicité des

NPs métalliques au niveau cellulaire est donc requise (Francois, 2012).

Il est donc néecessaire de disposer d'indicateurs de perturbation de I'environnement a
travers des organismes ou un ensemble d'organismes que l'on utilise comme sentinelles en
étudiant les modifications physiologiques, biochimiques et écologiques qui les affectent
(Little et al., 1990).

De nombreux groupes d'invertébrés sont reconnus pour leurs intéréts en
écotoxicologie, Parmi les plus couramment cités, les mollusques gastéropodes terrestres et
aquatiques présentent la plupart des criteres définis par Edwards et al. (1996) guidant le choix

des taxons a retenir pour 1’évaluation écotoxicologique (Grara et al, 2017).

Plusieurs espéces d'escargot sont faciles a collecter, a élever, a identifier et peuvent
étre trouvées presque partout. A travers la pluie et la rosée, les végétaux et le contact avec le
sol superficiel, l'escargot est en contact avec divers contaminants qu'il absorbe par voie

transcutanée, digestive ou respiratoire (Gomot-deVaufleury et Pihan, 2000).

Les petits-gris sont des bioindicateurs d’exposition et d’effets de polluants métalliques
(Grara et al., 2009; 2012c; Boucenna et al., 2015) ou organique (Coeurdassier et al., 2002b;
Regoli et al., 2006) et ce aussi bien dans les chaines trophiques (Hispard et al., 2008b), que
dans I’évaluation des cinétiques de transfert milieu-escargot (Gimbert et al., 2008).
L’accumulation des métaux est influencée par plusieurs facteurs environnementaux (comme
la saison, le type de sol, ...) et les paramétres biologiques des escargots (I’espece, I’age, ...)

(Marigomez et al., 1986).

Divers réponses biologiques peuvent étre apportées par les escargots Helix aspersa
quand ils sont exposés aux contaminants: physiologiques par 1’inhibition de la croissance,
perturbation de la reproduction et le taux de mortalité (Notten et al., 2006), ainsi que des
perturbation/modifications biochimiques (Regoli et al., 2006), et des réponses de génotoxicité

et embryotoxicité ont été également indiqués chez Helix aspersa.(Druart. et al.,2012)
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L’objectif principal de cette étude est d’évaluer les effets induit par deux

nanoparticules 1’oxyde de titane Tio; et I’oxyde d’aluminium AL203 et leurs mixtures sur un

organisme bio accumulateur, le gastéropode terrestre Helix aspersa.

Les effets ont été testés sur:

Les paramétres biométriques (le poids frais des escargots, le diamétre et la longueur de

la coquille)..
La composition biochimique en protéines, lipides et glucides

- L’histologie de I’hépatopancréas d 'Hélix aspersa.
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2. Matériel et Méthodes :

Les bioessais de cette étude ont été réalisés a I’animalerie du département de biologie
et laboratoire de biologie et chimie du sol du département d’agronomie de 1’université 20
Aolt 1955 Skikda. Les coupes histologiques ont été realisees au service d’Anapath EPH de
Skikda.

2.1. Matériel biologique :

+ Présentation et classification de I’espéce :

Le matériel biologique utilisé dans notre travail est 1’escargot petit gris : Helix

aspersa.
Dont la position systématique est la suivante: (Bonnet et Vrillon, 1990)

Régne: Animalia

Embranchement: Mollucsa

Classe: Gasteropoda

Ordre: Stylommatophora

Famille: Helicidae

Genre: Helix

Espece: aspersa (Muller, 1774)

Les escargots du genre Helix appartiennent a la famille des Hélicidés qui comprend de
nombreuses especes européennes et méditerranéennes a I'exception notable de Helix aspersa

qui a également colonisé les régions atlantiques et a été introduit hors de I'Europe.

L'espece Helix aspersa présente plusieurs sous-especes dont les principales sont Helix

aspersa aspersa, Helix aspersa elata et Helix aspersa maxima (Bonnet et Vrillo, 1990).




Matériel et méthodes

Figure 2.1: L’escargot Helix aspersa (photo originale).

2.1.1. Anatomie générale de I’escargot :

2.1.1.1. Anatomie externe de I’escargot :
e Lecorps: (Figure 2.2)

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

- La 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 ceil simple et un organe olfactif,
qui sont dirigés vers le haut (Bonnet et al., 1990).

- Le pied : est musculeux, large et plat, il supporte une coquille calcaire formée d’une
seule piece en forme de spirale. Sa face inférieure, en contact avec le sol, forme une
sole de reptation, lorsque I’escargot se déplace, elle laisse une trace brillante formée de
mucus

- La masse viscérale: dont la plus grande partie est enfermée dans la coquille
(Chevalier, 1977), contenant presque tous les organes: poumon, glande digestive,
ceeur, elle est richement vascularisée.

- Quatre orifices impairs : se sont bien visibles sur le corps de 1’animal qui sont:

v L’orifice génital : situé en arriére du tentacule oculaire droit.

v Lorifice respiratoire : situé sur le coté droit du bourrelet qui s’ouvre et se ferme

rythmiquement.
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v' L’anus : situé a proximité de 1’orifice respiratoire, qui se révéle par 1’apparition d’un
petit cordon d’excréments verdatres.
v' L’orifice urinaire : situé a proximité de I’anus, est généralement indétectable en raison

de sa petite taille (Vallardi, 1971).

tentacule oculaire

tentacule tactile

pied

coguille spiralée

Figure 2.2: Escargot en extension (Bonnet, 1990).
e Lacoquille

La coquille est un squelette externe secrétée par la face dorsale et le bord libre du
manteau, elle est globoide, spirale, a un enroulement dextre, son ouverture est évasée,
descendante; son bord externe est appelé: péristome ; la forme, 1’épaisseur et la couleur du
péristome ont souvent une grande importance dans I’identification des espéces des
gastéropodes. Le role principale de la coquille est d’assurer la protége du corps en cas de

danger.

Figure 2.3 : La coquille d’escargot petit gris (photo originale).
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2.1.1.2. Anatomie interne de I’escargot :(Figure 2.4)
e Appareil digestif

En raison de la torsion 180 du corps de I’escargot, le tube digestif forme une boucle
ramenant 1’anus vers I’avant. La bouche se prolonge par un bulbe buccal a I’intérieur duquel
se trouve une langue musculaire recouverte d’une lame cornée: la radula, son role est de
broyer les aliments. Dans la partie postérieure du bulbe buccal on trouve deux glandes
salivaires. Ce bulbe se prolonge par un cesophage qui se renfle en un estomac, lui-méme
prolongé par un intestin formant une double circonvolution autour d’hépatopancréas et

aboutissant a 1’anus.
e Systéme nerveux

Le systeme nerveux sympathique est constitué par une paire de ganglions buccaux
situés sous le bulbe buccal. Ils sont reliés par deux cordons nerveux aux ganglions cérébroides
et innervent la plus grande partie du tube digestif. Le systeme nerveux central est situé dans la
région céphalique. 1l est formé d’une chaine de ganglions formant un double collier péri

cesophagien complexe.
e Appareil génital

L’escargot est hermaphrodite. Cette particularité explique la complexité de 1’appareil,

formé d’organes a la fois males et femelles et d’organes uniquement males ou femelles.
Il comprend:

- Un ovotestis, ou se forment ovules et spermatozoides située a I’extrémité postérieure
de I’hépatopancréas.
- Un canal hermaphrodite servant I’évacuation des gametes.

- Une glande de I’albumine qui élabore les réserves vitellines.
-Un ovospermiducte (Bonnet et al., 1990). Puis I’appareil se divise en deux voies :

» La voie male comprenant un spermiducte ou’ les spermatozoides s’accumulent en un
spermatophore ainsi qu’un organe copulateur, le pénis.
» La voie femelle comprend la poche qui sécréte le dard calcaire lors de

I’accouplement, le vagin et I’orifice génital.
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e Appareil circulatoire :

Se compose essentiellement d’un cceur, est constitu¢ d’une oreillette antérieure et d’un
ventricule postérieur. Le sang ou hémolymphe contient un pigment, 1’hémocyanine. Il est
incolore sous sa forme désoxydée et bleu sous sa forme oxydée. Le sang est propulsé dans le
réseau artériel via deux aortes. L’aorte antérieure irrigue le pied et la postérieure le tortillon.

Le sang revient au ceeur par un systéme de veines et de sinus veineux.
e Appareil respiratoire :

Le poumon est une poche formée de 1’épithélium palléal, irrigué par les vaisseaux
Pulmonaires (Bonnet et al., 1990), situé entre la masse viscérale et le manteau qui recouvre
I’intérieur de la coquille. Il s’ouvre a I’extérieur par l’orifice respiratoire dont on peut
observer aisément les mouvements rythmiques d’ouverture et de fermeture (Bonnet et al.,
1990). L’air y circule au travers du pneumostome par des mouvements de contraction de son

ouverture.

1// \ .13
18 /

Figure 2.4:Anatomie interne de 1’escargot (www.nature-scientia.com).

Légendes : 1 : coquille ; 2 : foie ; 3 : poumon ; 4 : anus ; 5 : pore respiratoire ; 6 : ceil ; 7 :
tentacule ; 8 : cerveau ; 9 : conduit salivaire ; 10 : bouche ; 11 : panse ; 12 : glande salivaire ;
13 : orifice génital ; 14 : pénis ; 15 : vagin ; 16 : glande muqueuse ; 17 : oviducte ; 18 : sac de
dards ; 19 : pied ; 20 : estomac ; 21 : rein ; 22 : manteau ; 23 : cceur ; 24 : canal déférent.



http://www.nature-scientia.com/
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2.1.2. Distribution géographique des escargots : (Figure 2.5)

Gréce a ses pouvoirs adaptatifs aux variations climatiques, Helix aspersa est trés
commun ; se trouve dans ses zones habituelles de répartition : jardins, buissons, haies,

champs, mais également dans les zones cultivees (Kerney et al., 2006).

Geénéralement, il est trés commun dans la région méditerranéenne, se distribue dans les
régions: Royaume-Uni, I'ltalie, la France et le long des frontieres des mers Mediterranée et
Noire (Dekle et Fasulo, 2008).

Il est introduit en Argentine, Australie, Canada, Chili, Haiti, la Nouvelle-Zélande, le
Mexique, I'Afrique du Sud, Etats-Unis et les Tles de I'Atlantique (Dekle et Fasulo, 2008).De
nos jours mondialement répandu.

Figure 2.5 : Distribution géographique de 1’espéce Helix aspersa (Madec, 1989)

2.1.3. Estivation et hibernation :

Une absence prolongée d'’humidité provoque l'estivation de H. aspersa (Chevallier,
1992). L'animal se fixe alors sur un support en fermant I'ouverture de sa coquille par un voile
de mucus solidifié: I'épiphragme. Il reprend son activité lorsque les conditions
environnementales sont plus favorables. Lorsque la tempeérature moyenne devient inférieure a

15°C, les escargots se mettent en hibernation en se “collant” sur un support ou en

'
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s'enfouissant dans le sol ou la litiere et secrétent un épiphragme d'hiver. Dans une atmosphere
humide, le processus d'hibernation s'effectue en-dessous de 5°C. Le raccourcissement de la

durée de jour semble avoir également une action sur la mise en hibernation (Bailey, 1981).

2.1.4. Cycle de vie d’Helix aspersa :

Chez les gastéropodes pulmonés de nombreux facteurs abiotiques (climatiques,
nutritionnels) ou biotiques (age, densité, génétique) qui conditionnent la croissance (Daguzan,
1982). La croissance de 1’escargot correspond a une prise de poids et & un accroissement de la

coquille en longueur, mais également en épaisseur (Gomot de Vaufleury, 2001).

La croissance de ce mollusque se distingue en quatre phases en fonction de la taille et
de la masse des animaux mais aussi de leur différenciation sexuelle (Gomot, 1997)
(Figure 2.6) :

- La phase infantile qui dure de 1 a 2 mois avec un coefficient mensuel de croissance de
4 ou plus, durant laquelle le tractus génital est non-différencié chez des animaux de
0,02a0,6 g.

- La phase juvénile avec un coefficient mensuel de croissance de 2, puis qui va en
s’amenuisant. Cette phase relative a un tractus génital qui s'organise et a une
gamétogenése active. La masse est comprise entre 0,6 et 6 g.

- La phase de maturation sexuelle ou phase pré-adulte durant laquelle les glandes
annexes femelles se développent. Elle concerne des escargots non bordés (absence
d’épaississement du péristome) de plus de 6 g. L’animal est a maturité sexuelle et ou
sa taille est maximale qui est généralement atteinte aprés 12 a 18 mois de la naissance.

- La phase adulte, ou ’animal commence a se reproduire. Ils sont alors bordés. Cette
phase est suivie par une autre phase c’est : la phase sénile qui se caractérise par une
baisse pondérale. Il est difficile de savoir si I’escargot meurt de vieillesse ou de

maladies.

La durée de vie des escargots varie selon les especes. Dans la nature, les Helix
dépassent I'age de trois ans (Gomot et Gomot, 1995). Leur mort est souvent due a des

prédateurs ou a des parasites.
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Figure 2.6 : Croissance et survie de 1’escargot (Www. heliciculture-vendee.netai.net).

2.1.5. Reproduction :

Les escargots, comme les limaces, sont hermaphrodites (a la fois male et femelle)
produisant des spermatozoides et des ovules, mais ils doivent s’accoupler pour Se reproduire.
L'autofécondation n'étant pas possible. La saison de reproduction des régions
méditerranéennes aura lieu a la fin du printemps ou début de 1’été (Druart, 2011). La

reproduction se déroule dans des phases principales :

- L’accouplement (Figure 2.7) : les escargots matures sont généralement bordés .Les
spermatozoides sont alors émis sous forme d’un long filament (le spermatophore).
Suivant les régions, les escargots s’accouplent durant toute la période d’activité avec

une périodicité bien définie, ce qui synchronise les individus (Pirame, 2003).

Figure 2.7 : L accouplement des escargots (www.élevage-escargots.com).

- La Ponte (Figure 2.8) :I’intervalle entre 1’accouplement et la ponte est variable. En
conditions constantes de température et d’hygrométrie (20° C et 85 %) les durées
moyennes sont de 10 a 15 jours. La ponte dure 12 a 48 heures. Un escargot pond en

moyenne 120 ceufs par ponte (Pirame, 2003).



http://www.élevage-escargots.com/
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Figure 2.8 : Ponte d’une certaine d’ceufs (www.helixa.blogspot.com).

- Incubation-éclosion: apres la ponte, dés les premiers jours d’incubation, 1’embryon
élabore une coquille protéique qui se calcifie au cours de son développement. En
conditions naturelles, la durée d’incubation varie de 15 a 30 jours. Il se libére par
rupture de la membrane externe de I’ceuf qu’il consomme. Le nouveau-né va sejourner
dans le nid de ponte de 6 a 10 jours ; puis il remonte jusqu’a la surface du sol. Il pése
alors de 10 a 40 mg, mesure 2 a 4 mm de diameétre, il est apte & se nourrir (Pirame,
2003).

2.1.6. Site de prélevement de I’espéce :
% Boumaiza

Le patronyme Boumaiza: est un patronyme Algérien qui désigne aujourd’hui les
descendants d’une famille tunisienne puis algérienne connue sous le nom des Chabbiya .C’est
une localité de la wilaya de SKIKDA situé a 54 Kilometre de SKIKDA au Sud-est, délimité
au Nord par Ben-Azouz, au Sud par Bkouche Lekhdar , a I’Est par Berrahal , et au Sud-ouest
par Ain-Charchar ; Elle bénéficie d” un climat humide et Subhumide ,La pluviométrie
annuelle dans cette région est de 700mm /an (Wikipédia,google earth). Notre site de

prélévement est une petite montagne située au village de Boumaiza.
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Figure 2.9 : Situation géographique de la commune de Boumaiza (Wikipédia, google earth).
2.1.7. Technique d’échantillonnage et élevage :

Les juvéniles d’Helix aspersa de poids entre (2 a 5 g) ont été prélevés de facon
aléatoire, et ils ont été transférés a 1’animalerie, placés dans des boites de plastiques
transparentes (25x20 cm), recouvertes avec des tulles maintenues par des élastiques (pour
I’oxygénation), avec 10 individus par boite et chaque boite contient une éponge humide pour
maintenir d’humidité, I’alimentation (farine de blé) est fournie dans des boites de pétrie. Les
boites sont nettoyées régulierement tous les trois jours. lls subissent une acclimatation

pendant 15 jours avant de commencer les expériences.
2.2. Matériel chimique :

Le matériel chimique utilisé dans ce travail est deux nanoparticules a la base d’oxyde

d’aluminium et d’oxyde de titane.

L’oxyde de titane et d’aluminium nanométriques nous ont €té élaboré au laboratoire de
magnétisme et spectroscopie des solides (LM2S) par le Professeur Alleg safia, L’¢élaboration
des nanoparticules de TiO, et AL203 été effectuées par broyage mécanique a haute énergie, a
partir de la poudre élémentaire de Titane et Aluminium. Le broyage a été réalisée dans un
broyeur planétaire a de type Fritsch , en utilisant deux jarres en acier, celui-ci se compose de:

une jarre en acier inoxydable de volume45 ml et des du méme type d’acier (Figure 2.10.).
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La préparation de la charge (billes + poudres) a été effectuée dans une boite a gants sous
atmosphére d’argon. Le rapport massique billes/poudres est de 1/20 environ et la vitesse de
broyage est de I’ordre de 500 tr/mn. Pour minimiser les effets relatifs a I’augmentation de la

température a ’intérieur. Le broyage a été fait avec des séquences d’une demi-heure suivie de

15mn de pause et cela pendant 8h.

Figure 2.10 : Les appareilles utilises pour le Broyage des oxydes métalliques.

2.2.1. Présentation des deux nanoparticules :

2.2.1.1 Oxyde d’Aluminium :

AL203 ou alumine C'est une poudre cristalline gris, inodore, insoluble dans I'eau,
présent dans la nature dans de nombreux minéraux comme le corindon, AL203, et la
diaspore, AL203.H20 ; et gibbsite, AL203.3H20 ; et aussi dans la bauxite, la forme impure

de la gibbsite, et cet oxyde est le seul oxyde daluminium.

L'alumine a plusieurs phases telles que gamma, delta, théta et alpha. Cependant, la
phase alpha-alumine est la phase la plus stable thermodynamiquement. En général, I'alumine
posséde de nombreuses propriétés intéressantes, par exemple une dureté élevée, une stabilité

élevée, une isolation élevée et une transparence. (GHELLAB. M 2021).
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Propriétés physiques :

- Masse volumique (g/cm3) 3.9
- Poids moléculaire (g/mole) 102
- Température maximale d'utilisation sous air (°C 1700-1800

Propriétés mécaniques :

- Dureté 9

- Coefficient de Poisson 0,25
- Résistance a la flexion 380

- Ténacité (Mpa.m1/2) 2-3

Propriétés électriques:

- Constante diélectrique 9-10
- Résistivite électrique a 20 °C (Ohm.cm) > 1014
- Résistance diélectrique (kV/mm) 10-2

Propriétés thermiques :

- Chaleur spécifique (J/K/kg) 900
- Conductivité thermique
- - Point de fusion (°C) 2050

Tableau 2.1 : Propriétés physico —chimique de 1’oxyde d’aluminium (GHELLAB. M 2021)

Figure 2.11 : Les nanoparticules de I’oxyde d’ Aluminium.

(https://hunzaroma.com/boutique/ingredients-de-base/oxyde-de-Aluminium/).



https://hunzaroma.com/boutique/ingredients-de-base/oxyde-de-Aluminium/
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2.2.1.2. Dioxyde de titane(TiO5) :

Le TiO, est un dioxyde métallique, et le géme composant le plus abondant dans la
croute terrestre. IL est présent sous forme amorphe (les différents atomes le composant ne
forment pas de figure particuliére) ainsi que sous 3 principales formes tétragonale de

parametres de maille différents : le rutile, I’anatase et le Brookite.

On trouve le TiO, dans la nature sous forme de rutile pur (95%), IL a été découvert en
1791 en Angleterre, mais son exploitation commerciale en temps que composé pur n’a

commenceé qu’en 1913 (Armand, 2013).

Nom Dioxyde de titane, Oxyde de titane (IV)
Formule chimique TiO,
Masse molaire g /mol 79,890
Apparence Solide gris
Phase cristalline Anatase Rutile Brookite

Tableau 2.2 : Propriétés physico —chimique de 1’oxyde de titane (Benkara, 2014).

Figure 2.12 : Les nanoparticules de I’oxyde de titane (https://hunzaroma.com/boutique/ingredients-

de-base/oxyde-de-titane/).

2.3. Elevage et traitement des escargots :

Les escargots utilisés sont les juvéniles d’Helix aspersa ont été collectés d’un site non

traité, situé dans la région de Boumaiza (Wilaya de Skikda). Les escargots sont ensuite
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transférés au laboratoire, ou ils seront adaptés aux conditions contrblees (température 20 +

2°C, photopériode de 12h de lumiére/24h) pendant 15 jours.

Le traitement des animaux a été effectué par addition des concentrations croissantes
des nanoparticules d’oxyde d’Aluminium, de titane et de leur mixture dans ’alimentation.
Nous avons retenu 3 concentrations : 250, 500 et 750ug/g d’alimentation, et un milieu témoin.
Les escargots sont répartis en 10 lots de 10 escargots pour chaque traitement; ils sont
individualisés en fonction de la matrice d’exposition a tester. On a retenu un traitement de 4
semaines par 1’AlO2, par le TiO, et par la mixture (AL203 + TiO,). Dans tous les cas, la
nourriture apportée est renouvelée, qu’elle soit contaminée ou non, tous les trois jours au
moment du nettoyage des boites d’élevage. Il comprend un lavage des parois des boites a

I’eau distillée, un changement de 1’éponge absorbante au fond des boites ou un ramassage des

feéces des escargots déposés sur le substrat.

2.4. Dissection et prélévement de ’organe :

~ T

=t

Figure 2.13 : La dissection de I’escargot. (Photo originale).

Aprés la période du traitement, les escargots sont mis a jeun pendant 48 heures afin
que le contenu de leur tube digestif soit vide .Ceci évite d’éventuelle interférences entre les
contaminants présents dans l’aliment ingéré et les quantités de contaminants réellement
accumulées dans les tissus. Les boites au ils jeunent sont lavées a I’eau, pour éviter la

reingestion des feces. Les escargots sont ensuite disséqués.
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Dans une cuvette a dissection, placer un escargot et découper la coquille avec les
ciseaux en suivant le bord d’enroulement de la coquille. Découper délicatement un petit
morceau de 1’hépatopancréas a raison de 3 répétitions (3 témoins et 3 traités) avec un ciseau.
L’ hépatopancréas est prélevé séparé en deux lobes le premier lobe est conservé dans le formol
a 10%, sert pour faire des coupes histologiques, le deuxiéme lobe est pesés dans une balance
(Sartorius H110) de précision de 0,1g et conservé dans des tubes Eppendorfs contenant

I’acide trichloroacétique (TCA 20%) a + 4°C jusqu’aux dosages biochimiques.
2.5. Parametres étudies :
2.5.1. Parameétres morphomeétriques :
2 critéres peuvent étre utilisés :

e Le poids frais de I'escargot (tissus mous + coquille): Les escargots sont pesés
individuellement avant le traitement et repartis en 10 lots de poids moyen de 9 + 35g.
Le suivi de poids durant notre traitement se fait a I'aide d'une balance de précision
chaque semaine (pendant 4 semaines). Ce critere est recommandé pour évaluer de
fagon hebdomadaire les effets d’AL203, TiO, et de la mixture sur des escargots
adultes de Helix aspersa. Les pesées sont toujours réalisées avant le nettoyage de
I'enceinte d'essai (Gomot, 1997a).

e Le diametre de coquille: est mesuré avec un pied a coulisse (avec une précision de
10-1mm). La mesure doit se faire délicatement pour éviter d'endommager le bord des
coquilles des escargots, tres fragile chez ces animaux en croissance. Comme la masse
fraiche, les mesures du diameétre de coquille permettent d'évaluer la croissance des

animaux a tout moment.
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Figure 2.15 : Mesure des deux diametres D et L de Helix aspersa (Photos originales).

2.5.2. Parametre biochimiques :
2.5.2.1. Extraction et dosage des métabolites (Figure 2.16)

L’extraction des métabolites des échantillons (hépatopancréas) a été réalisée selon le

procédé de Shibko et al. (1966).

Les fragments de 1’hépatopancréas, prélevés sur les adultes témoins et traités avec
I’oxyde de titane, 1’oxyde de zinc et la mixture (oxyde de titane et oxyde de zinc) pendant

quatre semaines, apres traitement.

Les échantillons ont été conservés dans 1ml d’acide trichloro-acétique (TCA) & 20%.
Apres broyage. Les broyats subissent une premiére centrifugation (5000 tours /min, 10 min)

et le surnageant I obtenu sert au dosage des glucides.
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Au culot I, on ajoute 1ml du mélange méthanol/chloroforme (1v/1v) et apres une

seconde centrifugation (5000 tours/min, 10 min) permet de récupérer le surnageant 2, qui

servira au dosage des lipides.

Le culot 2 est ensuite repris dans 1ml de NaOH et apres 1 nuit a 4°C, permettra la

solubilisation et la quantification des protéines totale.

Hépatopancréas

+1 ml TCA (20%)

Broyage (mécanique)

¥

Centrifugation (5000 tours/min, 10 min)

Surnageant |

Dosage des
glucides

v

—

Culot I+1 ml de méthanol/chloroforme (v/v)

Centrifugation
(5000 tours/min, 10 min)

Culot 2
+1 ml NaOH
(0,AN)

Surnageant 2

Dosage
des lipides

Dosage des
protéines

Duchateau & Florkin (1959)

Goldsworthy et al. (1972) Bradford (1976)

Figure 2.16: Principales étapes d’extraction des protéines, glucides et lipides selon Shibko et al.

(1966).
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2.5.2.1.1. Dosage des protéines :

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) en utilisant le
bleu brillant de comassie (G250, Merck) comme réactif (100 mg BBC + 50 ml d’éthanol
absolu + 100 ml d’acide Orthophosphorique complété a 1000 ml par de I’eau distillée) et
I’albumine de sérum de bceeuf (BSA, sigma) comme protéine standard. La gamme

d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution mére de BSA (1mg/ml) (Tableau 2.3).

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100

Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0

BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau 2.3: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des protéines.

Les absorbances sont lues dans un spectrophotométre a une longueur d’onde de 595

nm contre un blanc de gamme, aprés 1 minute et avant 1 heure.
2.5.2.1.2. Dosage des glucides :

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau et Florkin (1959). Cette méthode
utilise I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau

distillée) et une solution mere de glucose (0,1 mg/l) comme standard (Tableau 2.4).

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (pl) 0 100 200 300 400 500
Eau distillée (ul) 500 400 300 200 100 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Tableau 2.4: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des glucides.
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Le réactif (4ml) est additionné a une fraction aliquote du surnageant I (100ul). Apres
chauffage au bain marie (80°C pendant 10 min), il se développe une coloration verte, dont
I’intensité mesurée a une longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la concentration

des glucides.
2.5.2.1.3. Dosage des lipides :

Les lipides ont été estimés selon la méthode de Goldsworthy et al., (1972), utilisant la
vanilline comme réactif (0,38g de wvanilline, 55 ml d’eau distillée, 195 ml d’acide
orthophosphorique a 85 %), et une solution mére de lipides comme standard (Tableau 2.5). La
solution mere des lipides est préparée en utilisant de 1’huile de table de la facon suivante:
25mg d’huile de table sont pesés dans un tube Eppendorf, cette quantité est ensuite reprise

dans 10 ml du mélange méthanol/chloroforme (1/1 v/v).

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de
o 0 20 40 60 80 100
lipides (pl)
Solvant
méthanol/chloroforme 100 80 60 40 20 0
(1/1) ()

Tableau 2.5: Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des lipides.

Aprés évaporation des prises aliquotes de 100ul du surnageant 2 dans un bain a sec a
40 °C, on additionne 1 ml d’acide sulfurique concentré (96 %), les tubes fermés sont agités et
chauffés, dans un bain a sec (100°C, 10 min), aprés refroidissement, on préléve 200ul de
chaque tube, auxquels on ajoute 2,5 ml de réactif sulfo-phospho-vanillique et ont agité. Apreés
30 minutes a 1’obscurité, le complexe se colore en rose. Les absorbances sont lues a une

longueur d’onde de 530 nm.
2.5.2.2. Analyses histologiques :

Les hépatopancréas sont prélevés sur des escargots juveniles témoins et traités par
I’oxyde de titane , I’oxyde d’aluminium et les mixtures durant 4 semaines, sont disposeés dans

des tubes a hemolyse contenant du formol (10%), les échantillons doivent passer par la
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fixation, le ringage. La poste fixation, la déshydratation et I’inclusion afin d’éviter toute

altérations des tissus et assurer la stabilisation de leurs structure macromoléculaire.
2.5.2.2.1. La fixation des organes :

A pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces. Elle doit se
faire immédiatement aprés le prélévement, par immersion du matériel dans un grand volume

de liquide fixateur. Le liquide fixateur le plus utilisé est le formol.

La durée de la fixation variée selon le volume des prélevements (de quelques heures

pour un petit fragment biopsique).
2.5.2.2.2. L’inclusion :

A pour but de permettre la réalisation de coupes fines et régulieres. Le milieu
d'inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement
doit d'abord subir une déshydratation (par immersion dans des bains d'alcool de degré
croissant puis dans des bains de toluene) avant d'étre coulé dans un moule contenant de la
paraffine fondue par chauffage et devenue liquide, qui infiltre alors toute la piece. Apres
refroidissement, on se trouve en présence d'un bloc de paraffine, dur, a lI'intérieur duquel la

piéce prélevée est incluse.
2.5.2.2.3. Les coupes :

Du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser des tranches
de section (coupes) de 2 a 5 um d'épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des lames de

verre.
2.5.2.2.4. Les colorations :

Reéalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les différents
éléments de la préparation. Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent
d'abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée apres déparaffinage des coupes (par la
chaleur et des bains de toluene) en immergeant les lames dans des bains d'alcool de degré
décroissant puis dans I'eau distillée. Les colorations les plus frequemment utilisées associent
deux ou trois colorants différents : I'Hématoxyline-Eosine (H.E.) associe I'hématéine qui

colore les noyaux en violet et I'éosine les cytoplasmes en rose.
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2.5.2.2.5. Le montage :

Aprés avoir subi une déshydratation (par bains d'alcool de degré croissant puis bains
de toluéne), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine
synthétique dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors d'une «
préparation microscopique » (simplement appelée « lame » dans le langage courant) préte a

étre observée au microscope.

2.5.2.2.6. Observation microscopique :

L’observation des coupes histologiques de 1’hépatopancréas est réalisée avec un

microscope optique (OPTIKA).
2.5.2.3. Analyse statistique :

Les moyennes et les écarts type (m + s), avec un niveau significatif de p<0,05, sont
calculés pour chaque groupe d’expérience. Le test ‘t’ de Student permis de mettre en évidence
les différences entre les groupes étudiés au cours des tests effectués sur les parameétres

morphométriques et biochimiques.

Tous les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de
traitement des données version 17 (Dagnelie, 1999).
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3. Résultats :

3.1. L’effet des nanoparticules AL203 et TiO3 et leurs mixtures sur I’évolution des

parametres morphometriques :

3.1.1. Effet de nanoparticule d’oxyde d’Aluminium sur I’évolution du poids des
escargots:

La figure (3.1) illustre I’évolution du poids relatifs des escargots traités par différentes
concentrations de nanoparticules d’oxyde d’aluminium en fonction du temps. Nous remarquons
que chez les traités par la concentration (250pg\g) une diminution non significative pour la 1° et
la 3°™ semaine, & la 2°™ et la 4°™ semaine une diminution hautement significative (p<0.001) est
enregistré par rapport & la concentration aux témoins, chez les traités par la concentration (500
pg\g) une diminution non significative pour les semaines 1,2 ,3 et une diminution hautement
significative (p<0,001) pour la 4*™ semaine. Chez les traités par la concentration (750 pg\ g) une

diminution non significative pour la 1% et la 3*™ et significative (p<0,05) pour la 4™ semaine et

2éme

une augmentation non significative pour la semaine.
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Figure 3.1 : L évolution du poids relatifs des escargots traites par différentes concentrations de

nanoparticule d’oxyde d’aluminium en fonction du temps.
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3.1.2. Effet de nanoparticule d’oxyde d’Aluminium sur la longueur de la coquille des

escargots:

La figure (3.2) illustre I’évolution de la longueur de la coquille chez les traités par I’oxyde
d’aluminium, Nous remarquons que chez les traités par la concentration (250 pg\g) une
augmentation non significative pour les semaines 1, 2, 3,4 par rapport a la 0 semaine. Chez les

traités par la concentration (500 pg\g) une augmentation non significative pour les semaines 1,

2,4 et une diminution non significative pour la 3°™ semaine. Chez les traités par la concentration

(750pg \g) une diminution trés significatif (p<0,01) pour la 1¥® semaine, et significative (p<0,05)

pour la 2°™ 3eme

semaine et non significative pour la semaine, et une augmentation tres

significative pour la 4°™ semaine.

uT =Dl mD2 mD3

Longueur (mm)

0 1 2 3 4
Durée d'exposition (en semaine)

Figure 3.2 : L’évolution de la longueur de la coquille chez les traités par les nanoparticules d’oxyde

d’ Aluminium.

3.1.3. Effet de nanoparticule d’oxyde d’Aluminium sur la largeur de la coquille des

escargots:

La figure (3.3) illustre 1’évolution du largueur de la coquille chez les traités par les
nanoparticules d’oxyde d’aluminium. Nous remarquons chez les traités par la concentration
(250ug\g) une diminution non significative pour les 1 et 2 semaines et une diminution

significative (p<0,05) pour la 3*™ semaine et hautement significative (p<0,001) pour la 4°™
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semaine. Chez les traités par la concentration (500 pg \g) une diminution non significative pour

les 4 semaines. Chez les traités par la concentration (750 pg\g) une diminution significative

(p<0,05) pour la 1°® semaine et non significative pour la 2°™, la 3°™ et la 4°™ semaine.
BT =Dl mD2 mD3
25 4
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Durée d'exposition (en semaine)

Figure 3.3 : L évolution de la largeur de la coquille chez traités par différentes concentrations de

nanoparticule d’oxyde d’aluminium.

3.1.4. Effet de nanoparticule de I’0xyde de Titane sur I’évolution du poids des

escargots:

La figure (3.4) illustre I’évolution du poids relatifs des escargots chez les traités par
différentes concentrations de nanoparticule d’oxyde de titane en fonction du temps. Nous
remarquons que chez les traités par la concentration (250ug/g) une diminution significative (p
<0.05) pour la 1°® semaine et la 2°™ semaine, et de facon non significative pour la 3°™ semaine
et hautement significative (p<0,001) pour la 4°™ semaine, Chez les traités par la concentration
(500pg/g) nous remarquons une diminution hautement significative (p<0,001) pour les semaines
(1, 2 et 4) et de facon trés significative (p<0.01) pour la 3°™ semaine, chez les traités par la
oéme

concentration (750ug\g) une augmentation significative (p<0,05) pour la 1® et la semaine et

non significative la pour la 3*™ semaine et une diminution hautement significative (p<0,001)
4éme

pour la semaine.
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Figure 3.4 : L’évolution du poids moyen des escargots traités par différentes concentrations de
nanoparticule d’oxyde de Titane.

3.1.5. Effet de nanoparticule d’oxyde de Titane sur I’évolution de la longueur de la
coquille des escargots:

La figure (3.5) illustre I’effet de nanoparticule d’oxyde de Titane sur 1’évolution de la
longueur de la coquille des escargots en fonction du temps. Nous remarquons gque chez les traités
par la concentration (250 pg/g) une diminution non significative durant les quatre semaines
d’exposition, chez les traités par la concentration (500ug\g ) une diminution de fagon non
significative pour la 1° et la 2°™ semaine et de fagon significative (p<0,05)pour la 3*™ et la 4°™
semaines, chez les traités par la concentration (750 pg/g ) une augmentation non significative

pour la 1% et la 2°™ semaine et une diminution non significative pour la 3°™ et la 4°™ semaines.
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Figure 3.5 : L évolution de la longueur de la coquille chez les traités par différentes concentrations de

nanoparticule d’oxyde de Titane.

3.1.6. Effet de nanoparticule d’oxyde de Titane sur I’évolution de la largeur de la

coquille des escargots:

La figure (3.6) illustre I’effet de nanoparticules d’oxyde de titane sur 1’évolution de la
largeur de la coquille des escargots en fonction du temps. Nous remarquons que chez les traités
par la concentration (250pg/g) une diminution non significative pour la 1% et 2°™ semaine, et
significative (p<0,05) pour la 3°™ semaine et trés significative (p<0,01) pour la 4°™ semaine.
Chez les traités par la concentration (500ug/g), nous remarquons une diminution tres significative
(p<0,01) pour la 1°® et 2°™ semaine et hautement significative (p<0,001) pour la 3°™ et la 4°™
semaine. Chez les traités par la concentration (750ug/g) une diminution non significative pour la
1% et la 2°™ semaine et trés significative (p<0,01) pour la 3°™ semaine et hautement significative

(p<0,001) pour la 4™ semaine.
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Figure 3.6 : L’évolution de la largeur de la coquille chez les traités par différentes concentrations de

nanoparticule d’oxyde de Titane.

3.1.7. Effet des mixtures des nanoparticules (I’oxyde d’aluminium +l’oxyde de titane)

sur I’évolution du poids des escargots :

La figure (3.7) illustre 1’évolution du poids relatifs des escargots traités par les mixtures
de ('oxyde d’aluminium + I’oxyde de titane) en fonction du temps. Nous remarquons que chez
les traités par la Mixture 1 et 2 une diminution de fagon hautement significative (p<0.001) durant
les 4 semaines d’exposition, chez les traités par la Mixture 3 une augmentation non significative
4éme

pour les semaines (1, 2 et 3) et significative (p<0,05) pour la semaine.
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Figure 3.7 : L’évolution du poids relatifs des escargots traités par différentes concentrations des mixtures

(I’oxyde d’aluminium + I’oxyde de titane).

3.1.8. Effet des mixtures des nanoparticules (I’oxyde d’Aluminium + d’oxyde de Titane)

sur I’évolution de la longueur de la coquille des escargots :

La figure (3.8) illustre I’effet des mixtures des nanoparticules (d’oxyde d’Aluminium +
d’oxyde de Titane) sur I’évolution de la longueur des escargots en fonction du temps. Nous
remarquons que chez les traités par Mixture 1 une diminution hautement significative (p<0,001)
pour la 1, 2,3°™ semaines et de fagon significative (p<0,05) pour la 4™ semaine. Chez les traités
par Mixture 2 aucune différence pour la 1% semaine par rapport a la concentration de la 0
semaine et une diminution trés significative (p<0,01) pour la 2°™ et la 3°™ semaine et
significative (p<0,05) pour la 4™ semaine. Chez les traités par Mixture 3 une diminution de

fagon non significative durant les 4 semaines d’exposition.
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Figure 3.8 : L’évolution de la longueur de la coquille chez les traités par différentes concentrations

(d’oxyde d’Aluminium + d’oxyde de Titane).

3.1.9. Effet des mixtures des nanoparticules (I’oxyde d’Aluminium + d’oxyde de Titane)

sur la largeur de la coquille des escargots :

La figure (3.9) illustre I’effet des nanoparticules (d’oxyde d’Aluminium + d’oxyde de
Titane) sur largeur en fonction du temps. Nous remarquons que chez les traités par la Mixture 1
une diminution hautement significative (p<0.001) pour toutes les semaines, chez les traités par la
mixture 2 une diminution non significative pour la 1% semaine et significative (p<0,05) pour la
2°™ semaine et hautement significative (p<0,001) pour la 3°™ et les 4°™ semaines, chez les

traités par la mixture 3 une diminution non significative est enregistrée pour les 4 semaines.
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Figure 3.9 : L’évolution de la largeur de la coquille chez les traités par différentes concentrations

(d’oxyde d’Aluminium + d’oxyde de Titane).

3.2. Effets des nanoparticules sur I’évolution des Paramétres biochimiques :

3.2.1. Evolution du taux de protéines totales au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par le nanoparticule d’oxyde d’aluminium :

La figure (3.10) illustre I’effet de l'oxyde D'Aluminium sur I'évolution du taux de
protéines au niveau de I'Hépatopancréas des escargots. Nous remarquons qu'il y a une
augmentation du taux de protéines pour la plus forte concentration (750 pg/g) d'une maniére
significative (p<0.05), et aucun différence par rapport au témoin pour la concentration (250

Hg/g).
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Figure 3.10 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de nanoparticule Oxyde

d’aluminium sur 1’évolution du taux de protéines au niveau de I’hépatopancréas d’Hélix aspersa.

3.2.2. Evolution du taux de glucides totaux au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par le nanoparticule d’oxyde d’aluminium :

La figure (3.11) illustre I'effet de I'oxyde d'Aluminium sur I'évolution du taux des glucides
au niveau de I'Hépatopancréas des escargots traités par différents concentration. Nous
remarquons que chez les traités par les concentrations (250 pg/g) une diminution non
significative et hautement significative chez les traites par les concentrations (500ug/g et 750

Kg/g) par rapport aux témoins.
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Figure 3.11 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de nanoparticule Oxyde d’aluminium

sur I’évolution du taux de glucides au niveau de I’hépatopancréas d’Hélix aspersa.

3.2.3. Evolution du taux de lipides totaux au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par le nanoparticule d’oxyde d’aluminium :

La figure (3.12) illustre I'effet de I'oxyde d'Aluminium sur I'évolution du taux des lipides
au niveau de I'Hépatopancréas des escargots. Nous remarquons que le taux des lipides diminue de
facon dose dépendante, l'analyse statistique révele une différence non significative pour la
concentration (250 g/g et 500 pg/g) et significative pour la concentration (750 pg/g) par rapport

au témoin.
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Figure 3.12 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de nanoparticule Oxyde d’aluminium

sur I’évolution du taux de lipides au niveau de 1’hépatopancréas d’Hélix aspersa.

3.2.4. Evolution du taux de protéines totales au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par le nanoparticule dioxyde de titane :

La figure (3.13) illustre I'effet du dioxyde de titane sur le taux des protéines au niveau de
I'Hépatopancréas des escargots, Nous remarquons une augmentation hautement significative pour
les fortes concentrations (500 et 750 pg/g) et une Iégere augmentation non significative pour la

concentration (250 pg/g) par rapport au témoin.
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Figure 3.13 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de nanoparticule dioxyde de titane sur

I’évolution du taux de protéines au niveau de 1’hépatopancréas d’Hélix aspersa

3.2.5. Evolution du taux de glucides totaux au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par le nanoparticule dioxyde de titane :

La figure (3.14) illustre l'effet du dioxyde de titane sur le taux des glucides au niveau de
I'Hépatopancréas des escargots. Les résultats statistiques réveéle une diminution hautement

significative (p<0.001) pour toute les concentrations (250 ,500 et 750 ug/g).
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Figure 3.14 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de nanoparticule dioxyde de titane sur

I’évolution du taux de glucides au niveau de I’hépatopancréas d’Hélix aspersa.
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3.2.6. Evolution du taux de lipides totaux au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par le nanoparticule dioxyde de titane :

La figure (3.15) illustre I'effet du dioxyde de titane sur le taux des lipides au niveau de
I'Hépatopancréas des escargots. Nous remarquons une diminution non significative pour la faible
consommation (250U g/g), et significative pour la concentration (500 pg/g), et hautement

significative pour la forte concentration (750pg /g) par rapport au témoin.
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Figure 3.15 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de nanoparticule dioxyde de titane sur

I’évolution du taux de lipides au niveau de 1’hépatopancréas d’Hélix aspersa.

3.2.7. Evolution du taux de protéines totales au niveau de I’hépatopancréas chez

Pescargots qui traitées par la mixture du nanoparticules AL203 + TiO2 :

La figure (3.16) illustre I'effet des nanoparticules (mixture de I'oxyde D'Aluminium et
dioxyde de titane) sur le taux des protéines au niveau de I'Hépatopancréas des escargots. Le
résultat statistique révele une augmentation hautement significative pour les concentrations (250
et 500 pg/g) par rapport au témoin, et significative pour la forte concentration (750ug /g).
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Figure 3.16 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de la mixture des nanoparticules

AL203 et TiO2 sur I’évolution du taux de protéines au niveau de I’hépatopancréas d’Hélix aspersa.

3.2.8. Evolution du taux de glucides totaux au niveau de I’hépatopancréas chez

I’escargots qui traitées par la mixture du nanoparticules AL203 + TiO2 :

La figure (3.17) illustre l'effet de mixture des nanoparticules (mixture de l'oxyde
D'Aluminium et dioxyde de titane) sur le taux de glucide au niveau de I'Hépatopancréas des
escargots les résultats statistiques révele une diminution de fagon non significative pour la faible
concentration (250 g /g), puis une augmentation non significative pour la concentration (500 g/

g) et significative pour la concentration (750 pg/ g).
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Figure 3.17 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de la mixture des
nanoparticules AL203 et TiO2 sur I’évolution du taux de glucides au niveau de 1’hépatopancréas

d’Heélix aspersa.

3.2.9. Evolution du taux de lipides totaux au niveau de I’hépatopancréas chez I’escargots

qui traitées par la mixture du nanoparticules AL203 + TiO2 :

La figure (3.18) illustre I’effet de la mixture des nanoparticules (1I’oxyde d'Aluminium et
dioxyde de titane) sur le taux de lipides au niveau de I'Hépatopancréas des escargots. Nous
remarquons une diminution non significative pour les concentrations (250 et 500ug/g) et

significative (p<0.05) pour la concentration (750 pg/g).
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Figure 3.18 : Effet du traitement par des concentrations croissantes de la mixture des nanoparticules

AL203 et TiO2 sur I’évolution du taux de lipides au niveau de 1’hépatopancréas d’Hélix aspersa.
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3.3. Aspect histopgthologique :
L’hépatopancréas des escargots témoins (figure 3.19) est constitué d’un glande digestive
composer essentiellement par la juxtaposition de nombreux tubules digestifs de différentes
formes et tailles, separés par I’espace inter tubulaire, La lumiére des tubules est bordée par un

épithélium simple associant trois types cellulaires: les cellules digestives CD (les plus

abondantes), les cellules excrétrices CE, et les cellules a calcium .

L1 1

Figure 3.19 : Coupes histologiques de I’hépatopancréas des escargots témoins (Gx10), (Gx40)

3.3.1 Effets de nanoparticule d’oxyde d’aluminium (AL203) :

Chez les lots traités par I’AL203 par la dose 1 et 2 (250 pg/g et 500 pg/g) on a observés
des rétrécissements des lumiéres tubulaires, des dilatations des cellules a calcium et des espaces
inter tubulaires élargir.

Chez les traités par la dose 3 (750 pg /g), les structures cellulaires présente des altérations
visibles se manifestant par une dégénérescence des cellules digestives, un aspect inflammatoire
des tissus avec quelques débris cellulaires, ainsi que la diminution de la lumiere des acini dont la

membrane basale est totalement détériorée.
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Figure 3.20 : Coupes histologiques de ’hépatopancréas des escargots traités par 250 g/g de
nanoparticule d’oxyde aluminium (Gx10) . (Gx40).

Figure 3.21 : Coupe histologique de I’hépatopancréas des escargots traités par 500 pg/g de

nanoparticule d’oxyde aluminium (Gx10), (Gx40).
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Flgure 3.22: Coupes histologiques de I’ hepatopancreas des escargots traltes par 750 ug/g de
nanoparticule d’oxyde d’aluminium (Gx40), (Gx10).

3.3.2. Effets des nanoparticules de dioxyde de titane (TiO2)

L’observation microscopique des tissus des traités par les nanoparticules de dioxyde de
titane révele des tubules avec un contour irréguliers et des lumieres rétréci accompagnent par la
disparition du parenchyme inter tubulaire chez les traités a la dose 1 (250u9/9)

A la dose 500 et 750upg/g (Figure 3.24 et 3.25), les mémes changements sont observés
accompagneés par une dégénérescence de certaines cellules digestives, il y a une rupture de la
membrane apicale et basale, le tissu conjonctif, les tubules digestifs et leurs membranes sont

endommagées, avec apparition des débris cellulaires et des infiltrats inflammatoires.

Figure 3 23 : Coupes h1stolog1ques del’ hepatopancreas des escargots traités par 250 u o/g de
nanoparticule de d’oxyde de titane. (Gx10), (Gx40).
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Flgu re3.24: Coupes histologiques de I hepatopancreas des escargots traités par 500 ug/g de
nanoparticule de d’oxyde de titane. (Gx10), (Gx40)

Figure 3] 25 Coupes histologiques de I’ hepatopancreas des escargots traités par 750p9/9 denanopartlcule
de d’oxyde de Titane. (Gx10), (Gx40)

3.3.3. Effets des mixtures de nanoparticule d’AL203 et TiO;:
Enfin, I’examen histologique de I’hépatopancréas des escargots exposés aux mixtures M1,
M2 et M3 a montré des altérations tissulaires en réponse a toutes les mixtures comparé a celui des
escargots témoins. Ces altérations sont doses- dépendantes. La M1 (Figure 3.26) provoque un
rétrécissement de la lumiére tubulaire et accompagnés par une diminution dans le nombre des
cellules digestives et une augmentation dans les cellules excrétoires.
La M2 (Figure 3.27) entraine les mémes effets histopathologies que la M1, avec cependant, une

lumiére tubulaire plus élargie. La M3 (Figure 3.28) entraine une dégénérescence trés avancée de
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toutes les structures tubulaires. Les contours cellulaires sont moins visibles aprés exposition a la

M3 par rapport a la M2, tous les types cellulaires sont affectes.

Figure 3.26 : Coupes histologiques de I’hépatopancréas des escargots traités par la mixture 1 des
nanoparticules (Gx10), (Gx40).
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Figure 3.27 : Coupes histologiques de ’hépatopancréas des escargots traités par la mixture 2 des
nanoparticules (Gx10), (Gx40).
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Figure 3.28 : Coupes histologiques de ’hépatopancréas des escargots traités par la mixture 3 des
nanoparticules (Gx10), (Gx40).

DC : Débris cellulaire  , T : tubule, Eh : espace hémolymphatique, ‘ : Cellule a calcium

L* : lumiére rétracté, O Nécrose membranaire, CD : cellule digestif
\ Infiltra inflammatoire, V : Vacuole, CE : cellule excrétrice
\: Lumiére tubulaire, TCI : tissue connectif inter tubulaire,

MB : membrane basale,
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4. Discussion:

Les nanoparticules peuvent se retrouver dans tous les compartiments environnementaux
(eau, sol et air). Par conséquent, I’ensemble des especes de la chaine alimentaire, peut étre exposé
aux nanoparticules. L’accumulation des polluants anthropogéniques dans le réseau trophique
avait déja été montrée (Thomann, 1989), il est important d’évaluer le comportement des
nanoparticules manufacturées dans les populations d’organismes constituant les premiers

maillons de la chaine alimentaire (Angélique, 2008).

Plus récemment on s’est intéressé en milieu terrestre a la faune du sol et notamment aux
escargots (mollusques, Gastéropodes, Pulmoneés), ils sont reconnus comme des indicateurs
écologiques pertinents (Berger et Dallinger, 1993; Cortet et al., 1999), car ils représentent une
bio masse significative au sein de la communauté des invertébrées des sols (Dallinger et al.,
2001). Ils occupent une situation privilégiée a I’interface sol-plante-atmosphere, et ils intégrent
des sources et voies de contaminations multiples (Barker, 2001).

Ils possédent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux polluants
métalliques (Viard et al., 2004), et organiques. lls présentent des réponses physiologiques
(inhibition de croissance et de reproduction, mortalité) (Notten et al., 2006) et biochimiques
(Regoli et al., 2006) quand ils sont exposés aux contaminants. lls constituent un élément de
réseaux trophique qui contribue au transfert des polluants du sol et /ou des plantes aux prédateurs
(Beeby, 1985; Laskowski et Scheifler et al., 2002). Le choix préférentiel de cette espéce est
principalement li¢ a sa distribution mondiale, traduisant ses capacités d’adaptation a des biotopes
des sols et des climats variés et a sa facilité¢ d’élevage (Gomot, 1997).

Dans cet étude nous nous sommes intéresses a 1’effet des nanoparticules (AL203, de Tio;
et leurs mixtures) sur les parametres morphologiques, biochimiques et histologiques d’une
population juvénile 1’escargot Helix aspersa. Ainsi D’exposition des escargots a des
concentrations croissantes des nanoparticules (250, 500 et 750 ng/g) en fonction du temps par

ingestion apparaissent assez sensibles a ses deux nanoparticules aux conditions de laboratoire.
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4.1. Effets des nanoparticules (AL203 de TiO, et des mixtures) sur les parameétres

biométriques chez Helix aspersa :
Dans notre travail nous avons choisi :

Sur le poids des escargots : comme modéle biologique Helix aspersa et nous avons noté une
diminution de maniére non significative de la masse corporelle chez les animaux traités par les
nanoparticules (AL203, TiO, et la mixture) ce qui constitue un premier indice de toxicité, cette
perte de poids peut étre expliquée par la diminution de la consommation alimentaire et la
répulsion de la nourriture, inhibition de synthése d’'une hormone de croissance essentielle a la
croissance des escargots que nous avons constatée particulierement chez les animaux traités par
les différentes concentrations, Ces résultats sont d’accord avec Gomot-de Vaufleury et Bispo
(2000) se sont intéressés aux effets de 1’ingestion a partir d’un sol contaminé avec les pesticides
du pentachlorophénol, du trichlorophénol et du naphtalene ou de de la pulvérisation de son
lixiviat sur la croissance de Helix aspersa pendant 28 jours. Une forte inhibition de la croissance

est observée,

Ainsi, Viard et al., (2004) ont fait des constatations similaires en présence d’une
contamination en plomb : c’est I’extréme concentration en plomb dans le sol, détectée par les

escargots, qui limite leur taux de consommation et donc inhibe partiellement leur croissance,

Ainsi, Simkiss et Watkins (1990) suggéraient déja que Helix aspersa est capable de
détecter de fortes concentrations en zinc dans sa nourriture, ce qui entraine une diminution du
taux de consommation de la nourriture fortement contaminée. Toutefois, cette inhibition de

croissance peut aussi étre due a un phénomene de toxicité

En effet La modification du comportement ainsi la diminution des taux de survie, de
croissance et de reproduction peuvent conduire a une modification de la dynamique d’une

population, voire a la disparition de I’espéce dans 1’habitat pollue (Caswell, 2001).

Hopkin et al., (1995) et Bibic et al., (1997) stipulent que dans un environnement pollue,
I’animal se met dans un état de jeun prolonge pour éviter la nourriture souillée.Sur la longueur

et la largeur de la coquille des escargots.

49

——
| —



RESULTATS ET DISCUSSION

Concernant I’évolution des deux diametres (longueur et largeur) de la coquille, nous
notons une diminution et augmentation significative et non significative dose-dépendante de ce
facteur en présence des nanoparticules d’oxyde d’aluminium, d’oxyde de titane et de leurs
mixtures durant les semaines d’exposition en comparaison avec les témoins, pourrait s’expliquer
par une interférence possible entre les nanoparticules du calcium (Ca). En effet, le Ca joue un
role important dans le développement du corps entier des escargots et en particulier celui de la
coquille. Ceci a été montre chez Helix aspersa (Gomot et al., 1989) et chez Achatina fulica
(Irlande, 1991)

Ainsi, Coeurdassier et al ., (2001), qui a mis en évidence une perturbation des diameétres de la

coquille des escargots apres exposition au diméthoate (pesticide a base d’organophosphorés).

Ainsi, Gimbert et al., (2008) ont démontré une diminution de 30% de la masse de la

coquille des escargots exposes a un sol artificiel contaminé par le cadmium

Bluzat et Seuge (1979) ont montré chez le mollusque Lymnea stagnalis que le Carbaryl et
le Lindane provoquent dans le cas d’une intoxication chronique, une diminution de la croissance

des coquilles.

4.2. Effets des nanoparticules (AL203, de TiO, et des mixtures) sur les parametres

biochimiques chez Helix aspersa :

Les parametres biochimiques chez les espéces exposées a des substances toxiques sont
considérés comme des bons biomarqueurs et peuvent constituer un important outil de diagnostic
pour évaluer I'exposition et les effets des xénobiotiques (Forbes et al., 1997; Mcloughlin et al.,
2000). Les résultats de dosage des paramétres biochimiques montrent une accumulation des
protéines et une baisse de niveau des glucides et des lipides au niveau de 1’hepathopancreas des

traites par les deux nanoparticules,
4.3. Effet des nanoparticules (AL203, TiO, et des mixtures) sur le taux des protéines :

Les protéines sont les premiers biomarqueurs de perturbation métabolique. L'évolution du
taux de protéines totales dans I’hépatopancréas des escargots traités aux deux nanoparticules a

augmenté (avec des différences significatives) et d’une maniére dose-dépendante. Ce phénomene
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pourrait étre considéré comme un biomarqueur précoce de I'exposition aux contaminants
chimiques. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de (Géret et al., 2002b) qui montrent
que la quantité des protéines totales augmente significativement aprés 7 jours de traitement a la
dose de 40 pgl/l.

L’augmentation significative du taux des protéines aux mixtures M1 et M2 peuvent
s’expliquer par une forte induction de protéines spécifiques aux mixtures M1 et M2 sous I’effet
du stress chimique, et la réduction possible de cette synthese protéique, suite a une exposition
intense (M3) et a I’hépatotoxicité qui en découle, ce qui peut conduire a des faux négatifs.
D’ailleurs, les mémes constatations ont été faites auparavant par Lagadic et al. (1997) sous I’effet

des contaminants chez les invertébrés.

La synthése des protéines totales implique plusieurs cas, en particulier l'induction
d'activités enzymatiques : les enzymes de détoxication / métabolisation. Cette augmentation peut
étre expliquée aussi par Kohler et al., (1992) qui ont proposé une hypothése qui explique
comment les oxydes métalliques provoguent la synthese des protéines de stress (enzymes de

détoxication.
4.4. Effet des nanoparticules (AL203, TiO, et des mixtures) sur le taux des glucides :

Le taux des glucides dans I’hépatopancréas des escargots traités aux nanoparticules
d’oxyde d’Aluminium et de titane est diminué d’une maniére dose-dépendante. En effet, les

carbohydrates constituent la source premiere

et immédiate d’énergie (Moussard, 1999). Dans les conditions de stress, les réserves d’hydrates
de carbone sont épuisées pour satisfaire les demandes énergétiques (Arasta et al., 1996). Nos
résultats sont conformes avec ceux de EI-Wakil et Radwan (1991). Padmaja et Rao (1994) ont
d’ailleurs suggérés que la diminution du taux de glycogeéne dans les tissus de I’escargot d’eau
douce Bellamya dissimilis (Miiller), exposé a I’Endosulfan, le Méthyl parathion, le Quinalphos et
le Nuvan peut étre due a I’utilisation du glycogeéne pour générer 1’énergie nécessaire pour faire
face a I’hypoxie provoquée par ces nanoparticules. La déplétion en glycogéne des tissus
hépatiques peut étre également interprétée comme une réponse non spécifique au stress chimique

avec cependant des conséquences sur la mobilisation a long terme des réserves énergétiques et
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ainsi sur la sensibilité au stress et la susceptibilité des individus aux maladies (Schwaiger et al.,
1997).

Quant aux taux des glucides chez les escargots traités par les mixtures M1, M2 montrent
des modifications non significatives contrairement a la M3 qui montre une augmentation
significative. En fait, il n’existe pas vraiment de régle générale qui permet d’expliquer ou de
prédire la toxicité associée a un mélange donné de produits chimiques. Ainsi, les mixtures M1,
M2 semblent n’avoir aucun effet sur le métabolisme des glucides, alors que la M3 semble avoir
un effet synergique sur le méme métabolisme. Ceci peut étre expliqué par plusieurs hypothéses
comme l’augmentation des réserves énergétiques, ou par des changements structuraux ou de

perméabilité des membranes cellulaires (Carpy et al., 2000).
4.5. Effet des nanoparticules (AL203, TiO, et des mixtures) sur le taux des lipides :

Concernant le taux des lipides on note une diminution dose-dépendante du continue
lipidique apres exposition de Helix aspersa aux deux nanoparticules et leurs mixtures, peut étre
due au stress chimique causé par les composés testés. En effet, Eissa et al. (2002) ont rapporté
que l'effet nocif de composés chimiques pourrait étre attribué¢ a ’augmentation de 1'utilisation de
I'énergie Afin d'assurer I'énergie nécessaire pour les réactions de désintoxication, le corps utilise
des éléments de rechange et les dégradent pour augmenter le taux de glucose. Pour la méme
espece, Jumel et Lagadic (2000) rapportent une augmentation de la demande énergétique des
animaux qui se traduit par une mobilisation rapide de glycogéne du manteau. Nos résultats sont
en accord avec les travaux de Saravanan et al., (2015) qui a proposé I’hypothése de 1'¢lévation du
niveau de glucose dans le sang comme réponse a des perturbations respiratoires dues au stress
causé par les NPs du Fe203 d’une taille inférieur a 50 nm (1 et 25 mg/L) appliquées a des carpes
(Labeo rohita) durant 96 h.

4.6. Effet d’oxyde d’Aluminium, d’oxyde de titane et leurs mixtures sur I’histologie de

I’hépatopancréas :

Notre ¢étude histologique permet de situer les atteintes tissulaires de 1’hépatopancréas
d’Helix aspersa en réponse a la toxicité d’oxyde de d’Aluminium et d’oxyde de titane et leurs

mixtures dés la plus faible concentration testée qui pourraient se traduire par des changements
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structurels. Ces changements expriment par des infiltrats inflammatoires, des nécroses cellulaires
ainsi une dégeénérescence partielle et a la fois totale de certaines cellules digestives. De plus
I’examen histologique, a mis en évidence une dilatation des espaces hemolymphatiques entre les
tubules, des débris cellulaires, une lumiére plus rétréci et I’apparition d’une hypertrophie au

niveau des cellules excrétrices.

Ces résultats sont d’accord avec Les travaux de Marigomez et al., (1996) et (1998) et
Zaldibar et al., (2007a), ont mis en évidence chez les lingots terrestres soumis a un stress
chimique (metallique ou autre) un nombre relatif élevé des cellules a calcium et une hypertrophie

des espaces intercellulaires au niveau de la glande digestive.

les modifications de la structure de 1’hépatopancréas ont également été soulevées dans les
études de (Boucenna, 2015) et celles de (Besnaci, 2016) menée sur les escargots Helix aspersa
exposés aux nanoparticules et les travaux de (El-Khaya et al., 2015) menés sur des escargots
d’eau douce ( Biomphalaria alexandrina) collectées au niveau d’un lac impacté par divers

contaminants.

Gust et al. (2011) ont rapporté que les lésions histologiques dans la glande digestive de
I’escargot Potamopyrgus antipodarum exposé aux ETM se manifestent par une hypertrophie des
cellules a calcium et une vacuolisation et une dilatation des cellules digestives. Il en est de méme
concernant la glande digestive de Pomacea canaliculata aprés exposition au sédiments
contaminés par les ETM (Fe, Zn, Pb, Cr, Cu, Ni, et Cd) (Kruatrachue et al., 2011), et également
chez les escargots géants Archachatina marginata traités par des particules de Cu et Pb
(Otitoloju et al., 2009).

La sévérité et la fréquence des 1ésions observées dépendent de 1’espéce considérée, varient
selon I’organe et sont plus prononcées aux concentrations les plus élevées (Schwaiger et al.,
1997; Adams et al., 1990). Cependant, les altérations histopathologiques observées au niveau de
I’hepatopancreas intégrent les effets de nombreux facteurs de stress directement ou indirectement
liés a la contamination et leur étude permet de détecter des effets secondaires du stress polluant
tels que le parasitisme. Schwaiger (2001) suggere qu’en affectant le systéme immunitaire, les
contaminants affaiblissent les organismes suggeére qu’en affectant le systéme immunitaire, les
contaminants affaiblissent les organismes exposés, qui deviennent plus sensibles aux infections

par I’accumulation des métaux par les organismes.

( 1
58 )



J

~

o

Conclusion et

Perspectives

-




CONCLUSION ET PERSPECTIVES

5. Conclusion et perspectives :

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a I’évaluation de I’'impact de deux
nanoparticules d’oxydes métalliques (I’oxyde d’Aluminium, I’oxyde de titane et de leurs
mixtures) sur les juvéniles d’un organisme bioaccumulateur et bioindicateur de pollution de
I’environnement Helix aspersa. Les individus sont collectés d’un site peut polluer Boumaiza.
Il s'agit d'une étude de toxicité subchronique (4 semaines) effectué par ingestion. Les animaux
sont exposés a trois concentrations (250, 500 pg/g et 750 pg/g), les effets ont été testés sur les
parametres morphologiques (poids des escargots, le diamétre D et la langueur L de la
coquille) ainsi que les parametres biochimiques (contenu en glucides lipides et protéines) de
plus une étude histopathologique de 1’hépatopancréas est réalisée pour vérifier 1’impact
tissulaire.

Nos résultats montrent que 1’exposition subchronique a une pollution par les
nanoparticules dans des conditions contrélées provoque des altérations sur le gain du poids
frais moyen des escargots du diameétre et de la longueur de la coquille.

Nous avons mis en évidence que la composition biochimique de I’hépatopancréas est
aussi affectée par les deux xénobiotiques testés et leurs mixture avec une augmentation
significative des protéines et une diminution des taux des glucides et des lipides, cette

diminution est plus marquée chez les escargots traités au titane.

Ces perturbations peuvent étre dues aux perturbations dans le métabolisme
biochimique ou un déséquilibre dans les réserves énergétiques.

L’observation microscopique des coupes histologiques ne fait que confirme les
altérations tissulaires suite a cette toxicité a travers des atteintes bien visibles dés les plus
faibles doses testées chez les traités par les deux nanoparticules et leurs mixtures.

En fin, I’escargot petit gris Helix aspersa répond bien aux criteres de bioindicateurs et

peut participer a la biosurveillance de I’environnement par les nanoparticules.
En perspective, il serait intéressant de :

e De faire une étude embryotoxicologique

e Rechercher I'impact des nanoparticules sur la capacité de reproduction de I’animal, et
d’assurer le suivi des juvéniles apres 1’élevage d’individus préalablement traites par
les ETM.

e De testé I’effet d’un cocktail de xénobiotiques sur la croissance et la reproduction de

I’espece.
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