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Abstract: In this study we were interested in assessing the impact of
ZnO based metal nanoparticles and their effects on body
bioaccumulative bioindicator of environmental pollution and an
indicator of health status Helix aspersa for the preservation of Human
health. This is a sub chronic (28 days) by means of digestive
absorption. The toxicity of ZnO is determined in the snail Helix
aspersa using a bioassay conducted on laboratory animals exposed to
increasing concentrations of ZnO (500 ug/g, 1000 pg/g, 5000 ug/g,
10000 pg/g, 15000 pg/g).Initial results show that the presence of
metallic nanoparticles to ZnO growth caused an inhibition dose-
dependent in the shell diameter. The growth inhibition is also
represented by a reduction dose - dependent on the weight of organs
especially Soft (digestive gland and kidney), and reduced dose -
dependent consumption rate and dry weight of the waste and
compartmental disturbances were noted.

Résumé: Dans cette étude nous nous sommes intéressés a l’évaluation
de l'impact des nanoparticules métalliques a base ZnO et leurs effets
sur un organisme bioaccumulateur et bioindicateur de pollution de
[’environnement et un indicateur d’état sanitaire Helix aspersa pour
la préservation de la santé de [’Homme. 1l s'agit d'une étude de toxicité
subchronique (28 jours) par la voie d'absorption digestive. La toxicité
du ZnO est déterminée chez I'escargot Helix aspersa grace a un biotest
réalisé en laboratoire sur des animaux exposés a des concentrations
croissantes de ZnO (500 ug/g, 1000 ug/g, 5000 upg/g, 10000 pg/g,
15000 pg/g).Les premiers résultats montrent que la présence de
Nanoparticules métalliques a base de ZnO provoquait une diminution
du diametre (D et L) de la coquille ,une réduction dose — dépendante
du poids des organes moux en particulier (glande digestive et rein),
ainsi qu 'une réduction dose - dépendante du taux de consommation et
du poids sec des  déchets ainsi que des perturbations
comportementales ont été noté.

|. Introduction

Le développement des nanotechnologies est en
plein essor depuis une dizaine d’années. En effet, les

nanomatériaux  manufacturés  présentent  de
nouvelles  propriétés  physico-chimiques  qui
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permettent leur utilisation dans un grand nombre de
produits. Ainsi, les nanoparticules présentent des
propriétés photocatalytiques et d’absorption des
UV élevées, ce qui justifie leur incorporation dans
les textiles, les peintures, les ciments et verres auto
nettoyants mais aussi leur utilisation pour la
remédiation des sols pollués (Simon-Deckers,2008).
La présence de substances non naturelles dans
I’environnement augmente proportionnellement a
leur utilisation par I’Homme. Ainsi le
développement des nanotechnologies et de leurs
utilisations, aura trés certainement pour conséquence
une augmentation de la concentration en
nanoparticules dans [’air, les eaux et les sols. Ils
pourront donc atteindre les écosystémes (Simon-
Deckers, 2008).La toxicité des nanoparticules sur les
organismes est principalement due a leur
composition chimique et a leur réactivité de surface.
Ils peuvent également servir de vecteurs d’autres
polluants, c.-a-d. en fixant d’autres polluants a leur
surface augmentant ou diminuant la biodisponibilité
d’autres substances toxiques ou encore interagir avec
des protéines telles que des enzymes (Simon-
Deckers, 2008).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 critéres définis par Edwards et al.(1996)
guidant le choix des taxons a retenir pour
I’évaluation écotoxicologique .Le transfert de
polluants dans les réseaux trophiques ne se limite pas
aux composés organiques, l’augmentation des
concentrations des nanoparticules métalliques dans
les sols, principalement due aux activités humaines
suscite de nombreuses études sur les risques de leurs
transferts. Ces risques paraissent d'autant plus grands
que les métaux (Zn : La toxicité des nanoparticules a
base de ZnO est toujours comparée a celle des ions
Zn?,......) contrairement a la plupart des composés
organiques, ne sont pas dégradés dans
I'environnement (Gomot, 1997a). Le modele central
de cette étude est I'escargot Petit Gris Helix aspersa,
connu pour ses capacités a accumuler les
contaminants a des concentrations importantes dans
ses tissus, Herbivore et détritivore, ce mollusque
gastéropode pulmoné est exposé aux pollutions des
sols, des végétaux et de I'atmosphere et représente de
ce fait un modéle intégrateur complémentaire des
organismes sous-terrains comme les annélides ou les
organismes a régime strictement herbivore ou
détritivore. Peut-étre parce qu'il entre dans le régime
alimentaire de I'Homme, 1l est considéré comme 1’un
des maillons de la chaine trophique, il est la proie de
nombreux prédateurs tels que les mammiféres,
oiseaux et peut donc étre a I’origine de transferts des
polluants (contaminants) (Grara et al.,2012).
L’objectif de ce travail est d'étudier les effets des
nanoparticules métalliques a base de ZnO sur un
organisme bioaccumulateur et bioindicateur de
pollution de I’environnement pour la préservation de

la santé de I’homme aprés exposition sub-Chronique
, le gastéropode terrestre Helix aspersa a travers la
contribution d'une voie d'exposition (voie digestive),
une voie représentative dans la détermination de la
bioaccumulation et des effets toxiques des
contaminants les organismes terrestres ( les
gastéropodes pulmonés)

I1. Materiel et methodes

Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est un gastéropode
terrestre: ’escargot Helix aspersa collecté de la
région de Souk Ahras (zone non polluée) (Nord - Est
Algérien).Les escargots de Poids moyen de (5 +
0,59) sont élevés dans les conditions
d’environnement  optimales suivantes
Photopériodes 18h de lumiére / 24h, température (20
+ 2°C), hygrométrie de 80 a 95% aliment en farine
de blé, Ills sont réparties dans des boites de
polystyréne transparents (23,5 x 16,5 x 10,5 cm)
avec couvercle perforé, chaque boite contient une
éponge mouillé pour maintenir ["humidité.
L’alimentation est fournie dans des boites de pétri
régulierement tous les 3 jours (Gomot, 1997 b;
Coeurdasier et al. 2001).
Matériel chimique
Le matériel chimique utilis¢é une nanoparticule
(Zn0O) élaborée par la méthode de Co-précipitation
(Bouloudenine ,2006).
Caractérisation structurale des nanoparticules
élaborées de ZnO
Caractérisation cristallographique par
diffraction des rayons x « drx »

- ZnOtraitéa 0FC/ 15min
m

Intensty (cpefe)

Figure 1. Diagramme de diffraction des rayons X
de la poudre ZnO, CoKal (A=1.789 A°)
(Bouloudenine, 2006)
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La figure (01) montre la diffraction des rayons X
du produit élaboré. Nous remarquons que la poudre
présente bien les pics caractéristiques de la structure
hexagonale wiirtzite correspondant aux plans de
diffraction de la structure wirtzite de ZnO (Ce
diffractogramme révéle une trés bonne qualité
cristalline des nanoparticules élaborées. Nous avons
calculés les paramétres et le volume de la maille
élémentaire de notre structure, par le logiciel [U Fit].
Les cristallites constituant notre poudre ont une taille
moyenne égale a 59,10 nm, calculée par la formule
de Debye Scherrer. Les résultats de diffraction des
rayons X, montrent que la poudre synthétisée
présente bien les raies de diffraction de la structure
Wirtzite de ZnO « a = 3,24982(9) ; ¢ =
5,20661(15) »; sans apparition de phases parasite
(Bouloudenine ,2006).

Spectroscopie  électronique a transmission
« MET »

(a) (b)

Figure 2. Clichés MET de la poudre
polycristalline ZnO (a, b), Bouloudenine. 2006

La figure 02 (a, b) représente des photographies
MET de la poudre polycristalline ZnO. A faible
résolution, (a), nous observons des cristallites de
ZnO avec des formes hexagonales d'une taille
moyenne de 100 nm. A haute résolution, (b), I'image
MET révele une structure bien cristallisée dont les
plans cristallographiques sont paralléles a la
direction (100) (Bouloudenine ,2006).

Mode de traitement

Le traitement des animaux a été effectué par
addition des concentrations croissantes de ZnO dans
I’alimentation (farine de blé¢) .Nous avons retenu 5
concentrations de ZnO: 500 ; 1000 ; 5000 ; 10000 ;
15000 pg/g d’alimentation et un milieu témoin, le
traitement a duré quatre semaines (Coeurdasier et
al. 2001 et 2002).

Préparation et sacrifice des animaux

Apreés la période du traitement, les escargots sont
mis a jen pendant 48 heures afin que le contenu de
leur tube digestif soit vide, les animaux sont ensuite
sacrifiés par congélation a —20°C puis disséqués, les
coquilles sont enlevées, lavés avec I’eau
physiologique (Coeurdassier, 2001).

Parametres mesurés
Le diamétre de coquille

Le diamétre de la coquille est mesuré avec un pied
a coulisse (avec une précision de 10" mm). La
mesure doit se faire délicatement pour éviter
d'endommager le bord des coquilles des escargots,
trés fragile chez les animaux en croissance. Comme
la masse fraiche, les mesures du diamétre de coquille
permettent d'évaluer la croissance des animaux a tout
moment. Ce parametre permet de suivre la
croissance des individus depuis le stade infantile
jusqu'au stade adulte (Chevallier 1992)

Le poids frais des deux organes (glande digestive
et rein)

Le poids frais des deux organes peut étre
seulement effectué aprés le sacrifice des animaux a
la fin de chaque période de traitement & I'aide d'une
balance de précision (Coeurdassier, 2001).

La consommation alimentaire et les déchets

Les déchets et la farine consommés séché a 1’étuve
a 37°C pendant 2h sont pesés a 1’aide d’une balance
portable. Les pesées sont toujours réalisées avant le
nettoyage de I'enceinte d'essai (Coeurdassier,
2001).

Effets comportementaux

Au cours de ces travaux, nous avons également
cherché & caractériser les effets des contaminants sur
les comportements plus ou moins perturbés d’Helix
aspersa. Lorsqu'il est inactif, nous avons observé
qu’Helix aspersa a tendance a se réfugier sur des
supports situés a quelques cm du sol (ou de
I’alimentation). Ceci a déja été rapporté par d’autres
auteurs (Chevallier 1992).

A partir de ces observations, 4 comportements sont
définis en fonction de l'activité des animaux et de
leur position spatiale dans I'enceinte d'essai
(Coeurdassier, 2001) : Actif en position haute
(CA), Inactif en position haute (CpA), Actif sur le
substrat (SA), Inactif sur le substrat (SpA).

Ces comportements sont  "échantillonnés"
individuellement, a heure fixe, les jours de
changement de nourriture soit 3 séries d'observations
par semaine. La lumiére du local de test s'allume & 6
heures (matin) et les observations s'étalent entre
9h30 et 10h30. L'ordre des observations pour les
différents lots est choisi au hasard. Si la position dans
les enceintes peut étre facilement relevée, l'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
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restent immobiles sont inactifs. Cette méthode est
retenue plutdt qu'une observation directe sans
ouverture de la bofte (pourtant possible en raison des
enceintes transparentes) car les escargots ont une
activité plutdét nocturne si bien qu'au moment des
observations, la quasi-totalité des escargots 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 en
% d'observations hebdomadaires de chaque
comportement a une concentration donnée par
rapport au nombre total d'observations
hebdomadaires a la méme concentration
(Coeurdassier, 2001).
Analyse statistique

L’analyse statistique des données est effectuée par
le test T de Student qui sert a comparer entre deux
échantillons indépendant (Témoin et traité). A fin de
métre en évidence les différences significatives .Ce
test est réalisé a I’aide d’un logiciel d’analyse des
données: STATISTICA version 8.0 ; (Statsoft.com)
(Dagnelie, 1999).

I11. Resultats

Effet du ZnO sur I’évolution des deux diametres
(D, L) de la coquille des escargots

Les figures (03et 04) illustrent respectivement
I’évolution du diamétre D et le diamétre L en
fonction du temps. Nous constatons qu’en présence
des différentes concentrations du xénobiotique les
deux diameétres de la coquille évolue d’une maniére
non significative chez les escargots traités par les
concentrations (500 pg/g, 1000 pg/g, 5000 ug/g,
10000 pg/g, 15000 pug/g) par rapport aux témoins.

{0lng/g [500)ug/g H[1000)ug/g
354 #(5000)pg/g §(10000)pg/g ¥ [15000]pg/g

— r~ ~ w
- > > >

Diametre D (mm)

—_
=

t=0 t=1 t=2 t=3 t=4

Durée d'exposition (en semaine)

Figure 3. Effet du ZnO sur I’évolution du diamétre
moyen « D » de la coquille des escargots Helix
aspersa en fonction du temps

B wloge 8 [500)ug/e W [1000]ug/g

H[5000]pg/g H[10000]ug/g 4 [15000]pg/g

20 -

Diameétre L (mm)

es

Durée d'exposition (en semaine)

Figrure 4. Effet du ZnO sur I'évolution du diamétre
moyen « L » de la coquille des escargots Helix
aspersa en fonction du temps.

La figure (05) illustre les variations du poids de
I’hépatopancréas et du rein en présence de ZnO.
Nous constatons qu’en présence du xénobiotique le
poids des deux organes tend a augmenter de maniére
non significative chez les escargots traités par la
concentration (500 pg/g) par rapport aux témoins.
En revanche, le poids des deux organes diminue de
maniére dose-dépendante pour ceux traités par les
concentrations (1000 pg/g, 5000 ug/g, 10000 ug/g,
15000 pg/g).L’analyse statistique montre que le
poids de I’hépatopancréas diminue d’une maniére
tres hautement significative pour ceux traités par les
concentrations (5000 pg/g, 10000 pg/g, 15000
ug/g), cependant le poids des reins diminue d’une
maniére non significative pour ceux traités par les
concentrations (1000 pg/g, 5000 ug/g et 10000 pg/g)
et une différence significative pour ceux traités par
la concentration (15000 pg/g).

Effet du ZnO sur le poids des déchets sec

La figure (06) illustre les variations du poids des
déchets sec des escargots en fonction du temps. Nous
constatons une diminution dose-dépendante du poids
sec des déchets dés la 1% concentration en présence
des xénobiotiques. D’autre part, I’analyse statistique
révéle une différence non significative pour ceux
traités par les différentes concentrations par rapport
aux témoins a la 1%¢ et a la 2°™ semaine. Ainsi
qu’une différence significative pour ceux traités par
la concentration (5000 pg/g) et une différence
hautement significative pour ceux traités par la
concentration (10000 pg/g et 15000 ug/g) a la 3¢me
semaine du traitement. A la 4¢™ semaine le poids sec
des déchets continue a diminuer mais de maniére non
significative.

Effet du ZnO sur le poids moyen de la
consommation alimentaire

La figure (07) illustre les variations du poids moyen
de la consommation alimentaire des escargots en
fonction du temps. Nous constatons qu’en présence
des xénobiotiques, le poids moyen de Ila
consommation alimentaire tend a diminuer d’une
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maniere dose dépendante. L’analyse statistique
révele une différence non significative pour ceux
traités par les différentes concentrations a la 1¢¢, 2éme
et 3™ semaine et pour ceux traités par les
concentrations (500 pg/g et 1000 ug/g et 5000 ug/g)
a la 4™ semaine. Une différence significative pour
ceux traités respectivement par les concentrations
(10000 pg/g et 15000 ug/g) a la 4™ semaine.

sH ®R

04 -

5
0
‘3
g 02
Q
01
0

[Ong/g  [500]pg/g [1000]pg/g [5000]pg/g [10000]pg/g[15000]ng/g
01
concentartion en ZnO (pug/g)

Figure 5. Evolution du poids moyen des organes
(hépatopancréas et rein) des escargots Helix
aspersa en fonction des concentrations croissante
en ZnO
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poids moyen des déchets sec

Durée d'exposition (en semaine)

Figure 6. Effet du ZnO sur le poids moyen des
déchets sec en fonction du temps.
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Figure 7.Effet du ZnO sur la consommation
alimentaire des escargots Helix aspersa en
fonction du temps

Effet du ZnO sur le comportement

Les résultats relatifs aux  proportions
hebdomadaires de chaque comportement aux
différentes concentrations de ZnO apres une, deux,
trois et quatre semaines d’exposition sont présentés
respectivement par les figures (08, 09, 10, 11).Au
cours de la premiére semaine d’exposition les
escargots ont tendance a étre en position haute :

- Les individus sont observés en activite sur le
couvercle de la boite (CA) avec environ 33% chez
les témoins et 31% chez les traités par la plus forte
concentration (15000 pg/g).

- Soit inactif sur le couvercle de la boite (CpA)
avec 40% chez les témoins et 34% chez les traités
par la plus forte concentration (15000 pg/g), une
différence significative pour ceux traités par les
concentrations (10000 pg/g, 15000 pg/g) par rapport
aux témoins.

Les individus présents sur le substrat ont tendance
a étre:

- Inactifs (SpA) ; avec environ 13% chez les
témoins et 32% chez les traités par la concentration
(15000p9/9),

- actifs sur le substrat (SA) avec environ 13% chez
les témoins et 4% chez les traités par la plus forte
concentration (15000 pg/g).

Au cours de la deuxiéme semaine d’exposition, les
individus:

- sont inactifs sur le substrat (SpA) avec environ
23% chez les témoins et 55% chez les traités par la
plus forte concentration (15000 ug/g).

- Ceux qui sont actif sur le substrat (SA) avec
environ 7% chez les témoins et 10% chez les traités
par la concentration (15000 pg/g)
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- Les individus actifs sur le couvercle (CA) avec
environ 37% chez les témoins et 19% chez les traités
par la plus forte concentration (15000 ug/g).

- Ceux qui sont inactifs en position haute (CpA)
avec environ 37% chez les témoins et 13% chez les
traités par la plus forte concentration (15000 ug/q)

Une différence significative pour ceux traités par
les concentrations (10000 pg/g et 15000 pg/g) par
rapport aux témoins.

Au cours de la troisiéme semaine d’exposition, les
escargots ont tendance a étre en position haute :

- Les individus sont actifs sur le couvercle de la
boite (CA) avec environ 4% chez les témoins et 20%
chez les traités par la plus forte concentration (15000
1g/g). une différence significative pour ceux traités
par la concentration (15000 ug/g) par rapport aux
témoins.

- Ceux qui sont inactifs sur le couvercle de la boite
(CpA) avec environ 40% chez les témoins et 43%
chez les traités par la plus forte concentration (15000
Hg/g) par rapport aux témoins.

- Ceux qui sont inactifs sur le substrat (SpA) avec
environs 33% chez les témoins et 19% chez les
traités par la concentration (15000 pg/g) par rapport
aux témoins.

- Ceux qui sont actifs sur le substrat (SA) avec
environ 7% chez les témoins et 10% chez les traités
par la concentration (15000 pg/g) par rapport aux
témoins.

Au cours de la 4™ semaine d’exposition:

- Les individus actifs sur le couvercle de la boite
(CA) avec environ 37% chez les témoins et 32%,
14% et 16% respectivement pour ceux traités par les
concentrations (5000 pg/g, 10000 pg/g, 15000
1g/g), une différence hautement significative avec (p
=0.004, p = 0.005) respectivement pour ceux traités
par les concentrations (10000 pg/g et 15000 ug/g)
par rapport aux témoins.

- Ceux qui sont inactifs sur le couvercle (CpA)
avec environ 52% chez les témoins et 48%, 20%
respectivement pour ceux traités par les
concentrations (10000 pg/g, 15000 pg/g), une
différence significative avec (p = 0.03) pour ceux
traités par la concentration (15000 pg/g) par rapport
aux témoins.

- Ceux qui sont inactif sur le substrat (SpA) avec
environ 7% chez les témoins et 47% chez les traités
par la plus forte concentration (15000 ug/g), une
différence significative pour ceux traités par la
concentration (15000 pg/g) par rapport aux témoins.

- Ceux qui sont actifs sur le substrat (SA) avec
environ 30% chez les témoins et 15% chez les traités
par la plus forte concentration (15000 ug/g) par
rapport aux témoins.

HCA B(PA MSA WSPA

Yo c'observation heddomadaire

(Oug's  [500]ug/s [1000]ug/g [S000]ng/g [10000]ug/s (15000)ug/s

Concentration en Zn0 {ug/g)

Figure 8. Pourcentage hebdomadaire
d'observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chaque concentration
de ZnO apres une semaine d’exposition.

CE oy wSE o e

60%
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Y% d'observation heddomadaire

i

[Olpg/z  [500)ug/z [1000u/z [S000ng/5 (10000 /5(15000}ug/

Concentration en 200 (ug/¢)

Figure 9. Pourcentage hebdomadaire
d'observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chaque concentration
de ZnO apreés deux semaines d’exposition.
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Figure 10. Pourcentage hebdomadaire
d'observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chague concentration
de ZnO apreés trois semaines d’exposition.
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% d'observation heddomadaire

[Opg/e  [500]ng/g [1000g/g [S000)ug/g [10000)uz/g15000 /s

Concentration en Zn0 (ug/g)

Figure 11. Pourcentage hebdomadaire
d'observations de chaque comportement chez les
escargots Helix aspersa pour chaque concentration
de ZnO apres quatre semaines d’exposition.

1V. Discussion

Les escargots sont des espéces comestibles par
I’homme et peuvent occasionner des concentrations
importantes en métaux, risquant de contaminer
I’homme (Gomot, 1997a). Parmi les accidents
invoqués, figure la catastrophe de Minamata (Japon),
qui est un exemple du phénomeéne de transfert de
polluant dans les chatnes alimentaires. Des quantités
importantes de mercure ont été libérées par une
papeterie industrielle dans les eaux de la baie de
Minamata. Ce métal a été méthylé par des bactéries
présentes dans les sédiments en un composé
organométallique, le méthyl-mercure. Sous cette
forme extrémement mobile et toxique, le mercure a
été transféré dans la chaine alimentaire pour
atteindre des concentrations trés élevées dans la
faune pisciaire. La population locale, dont le poisson
constituait une part prépondérante de I'alimentation,
a été fortement intoxiquée par le mercure ; plus de
cent personnes sont décédees et un grand nombre a
souffert de graves troubles et infirmités (Grara et al.
2012 a ; Scheifler, 2002 ).

Plus récemment, le transfert de quantum dots a un
organisme aquatique supérieur (rotiferes), a été mis
en évidence (Holbrook et al. 2008). Ainsi
I’interaction prédateur-proie est donc responsable du
transfert de contaminants dans la chaine alimentaire
aux organismes aquatiques supérieurs et donc aux
consommateurs. Par conséquent, la consommation
des escargots par les consommateurs en particulier
I’homme est a 1’origine de la contamination de ce
dernier par les nanoparticules métalliques a base de
ZnO donc La voie digestive représente une
importante voie d’entrée des NPs métalliques dans
I’organisme via I’ingestion de produits alimentaires
(les escargots contaminés, plantes .....etc) et d’eau
contenant  éventuellement des NPs métalliques
(Pujalt, 2011).

(Pal et al. 2007) avance que la toxicité des
nanoparticules est dus a leurs forme, d’autres études
ont révélé que la toxicité des nano-objets était en
fonction de la taille ou de 1’état d’agglomération
(Huang et al. 2005, Lyon et al. 2006, Makhluf et al.
2005).

D’autres études suggérent un effet de Ia
dissolution des nanoparticules, notamment pour les
ZnO (Franklin et al. 2007, Zhang et al. 2007). La
toxicité proviendrait de la libération des ions Zn?*.
Ces articles justifient que, tout au long de cette étude,
la toxicité des nanoparticules sera comparée a celle
des ions Zn?*apportés. Ainsi, la forme, la taille, I’état
d’agrégation et la chimie peuvent avoir des effets
toxiques différents en fonction des organismes
(animales, bactéries, cellules humaines...) avec
lesquels les nanoparticules sont mises en contact.
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Les conditions expérimentales différentes peuvent
également induire des résultats de toxicité différents.

L’absorption de Nanoparticules par ces cellules
représente une voie d’entrée potentielle, ou les
Nanoparticules vont d’abord passer par le systéme
lymphatique, pour ensuite rejoindre le systéme
sanguin et les organes distants. D’autres voies de
pénétration sont aussi suspectées, tel le passage a
travers les jonctions épithéliales ou la transcytose de
cellules épithéliales (Koeneman et al. 2010)

Dans ce travail, nous avons étudié la contribution
d’une  voie  d’exposition des  escargots,
écologiquement représentatives, dans la
détermination de la bioaccumulation et des effets
toxiques des nanoparticules de ZnO , Cette
expérience nous a permis de mettre en évidence les
relations entre la bioaccumulation de ZnO et les
effets toxiques qu'ils induisent en fonction de la
matrice d'exposition. Ensuite, nous avons complété
les connaissances sur les effets des nanoparticules
sur l'escargot Helix aspersa en recherchant des effets
dose-dépendantes sur les  parameétres morpho
physiologiques (poids, coquille, organes ....)
d'individus exposés aux molécules de ZnO.

Dans les écosystemes terrestres, les gastéropodes
sont exposés aux différents types de contaminants
par plusieurs voies d'exposition qui impliquent
I'ingestion d'aliments et de sols contaminés, le
contact et l'absorption par I'épithélium du pied
depuis des surfaces contaminées et l'inhalation de
substances toxiques. Dans le cas de polluants
métalliques, la voie digestive contribue pour une part
tres importante, probablement supérieure a 90% en
milieu naturel, & l'absorption du Cd. Ceci est en
accord avec les observations de Hopkin (1989) sur la
prépondérance de la voie digestive dans
I'intoxication des invertébrés terrestres par polluants
métalliques.

Les mollusques gastéropodes sont connus par leur
grande capacité¢ d’accumulation des polluants, cette
propriété a été mise a profit pour utiliser les escargots
comme bi indicateurs de pollution de
I’environnement (Beeby et Richmond, 2002 ; Viard
et al. 2004) .C’est pourquoi notre choix s’est porté
sur ce mode¢le biologique afin de contribuer a 1’étude
du mécanisme cellulaire de la toxicité des
nanoparticules métalliques a base de ZnO (Notten et
al., 2005).

Concernant 1’évolution des deux diamétres de la
coquille, nous notons une diminution dose -
dépendante de ce facteur en présence de ZnO, ces
résultats. Vont dans le sens de ceux de Coeurdassier
et al. (2001), qui a mis en évidence une perturbation
des diameétres de la coquille des escargots aprés
exposition au  diméthoate (pesticide a base
d’organophosphorés). D’autres travaux confortent
nos résultats ceux de (Grara et al. 2012 b) qui ont mis
en évidence une diminution du poids de la coquille
en présence des poussieres métalliques.

Afin de mieux étayer nos résultats, nous avons
choisi de suivre I'évolution de deux principaux
organes, a savoir I'hépatopancréas et le rein. Nos
résultats mettent en évidence une perturbation du
poids de ces organes. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Marigomez et al. (1998) ont montré
une réduction de 50 % du poids de la glande
digestive des lingots en présence des xénobiotiques.
Nos résultats sont en accord avec ceux de (Grara et
al. 2012 b) qui ont mis en évidence une diminution
des poids des deux organes (glande digestive et rein
)en présence des poussiéres métalliques.

D’autre part, Gomot-de Vaufleury et Kerhoas,
(2000) ont trouvé qu'a 1’échelle de 1’organe, des
concentrations de 200 pg Cd. provoquent une
inhibition importante du développement du tractus
génital chez Helix aspersa .Méme chez les
mammifeéres, la présence de métaux serait a l'origine
d'une diminution du poids des organes moux (foie et
rein) notamment chez le lapin (Tadjine ,2007)

Dans notre travail nous avons noté une
diminution de la consommation alimentaire chez les
animaux traités par les différentes concentrations de
ZnO. Cette diminution de la consommation
alimentaire  que nous avons  constatée
particulierement chez les animaux traités par de
fortes concentrations de ZnO. Comme le stipule
Laskowski et Hopkin, (1995 b). D’autre part, Van
Straalen et al. (1987) suggérent que ces animaux
sont capables de réguler la quantité de métaux dans
leur masse corporelle avec pour conséquence une
diminution de la consommation alimentaire aux
fortes doses des xenobiotiques. De plus, La
diminution  dose-dépendante de la prise de
nourriture a été souvent relatée chez des
gastéropodes terrestres nourris avec des aliments
présentant des concentrations élevées en éléments
métalliques toxiques (Swaileh et Ezzughayyar
2001). Gomot (1997a) observe une différence
significative de prise alimentaire chez des individus
juvéniles de Helix aspersa exposés a 400 g Cd dans
I’aliment et les témoins dont la consommation
alimentaire est importante.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de (El
Gendy et al. 2011) qui ont trouvés une diminution de
la consommation alimentaire du gastéropode T.
pisana apres un traitement de cing semaines par les
métaux (Zn, Cu, Pb). En plus, Lam (1996) observe
une réduction dose-dépendante des coefficients de
consommation et d’absorption de la nourriture chez
des adultes de Radix plicatulus exposés au Cd ainsi
tous ces résultats abondent dans le sens de nos
résultats.

Dans notre travail nous avons noté une diminution
du poids sec des déchets chez les animaux traités par
les différentes concentrations de ZnO. Cette
diminution peut étre expliquée par la diminution de
la consommation alimentaire que nous avons
constaté dés la premiere semaine de traitement. Ces
résultats sont en accord avec les travaux de
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Coeurdassier et al. (2001) qui ont mis en évidence
une diminution du poids sec des déchets chez des
escargots aprés exposition de (28 jours) a un
pesticide, le diméthoate a base d’organophosphorés.

Dans notre travail, les effets comportementaux
significatifs sont observés aux plus fortes
concentrations testées pendant les 4 semaines de
traitement par le ZnO. Cet effet est quantifié et
associé a un comportement relatif aux déplacements
d'escargots : Le ZnO provoque une inactivité
marquée des escargots, surtout pendant les 2
premiéres semaines d’exposition, il apparait une
tendance évidente a la disparition de ces effets
comportementaux tout au long du test, ce qui
suggere a nouveau une atténuation des effets du ZnO
au cours de l'essai. Les implications potentielles de
tels effets sont multiples. Le ZnO peut entrainer une
incapacité des animaux a fuir le substrat contaminé
et augmenter I'exposition comme démontré chez le
collembole F. fimetaria (Petersen et Gjelstrup,
1998). En fonction de [I'intérét supposé du
comportement de refuge des escargots en position
haute, il est suggéré que le ZnO peut empécher les
escargots de rechercher des conditions moins
thermophiles en hauteur qui leur permettraient
également d'éviter les prédateurs du sol.

Ces explications suggerent que des mécanismes
autres que la toxicité aigué ou chronique peuvent
étre responsables de l'absence des escargots des
emplacements contaminés (Laskowski et Hopkin
1996). D'autres facteurs qui peuvent étre impliqués
sont le comportement (actif ou inactif en position
haute) avec une diminution de la consommation
alimentaire aussi une inhibition de croissance .Ces
‘effets étaient démontré chez les escargots du genre
Helix aprés ingestion d’un aliment contamination
par un métal (Laskowski et Hopkin 1996 ; Gomot de
Vaufleury 2000 ; Swaileh et Ezzughayyar,
2000).Ainsi, les escargots présente donc une gamme
des réponses biologiques avec des paramétres qui
constituant des Paramétres auxiliaires et précieux
dans le diagnostic de la pollution (ElI Gendy et al.
2011).

V. Conclusion:

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que
I’espeéce Helix aspersa est sensible a la présence
des NPs métalliques a base de ZnO, cette sensibilité
s’est manifestée par une perturbation dans le
développement des escargots exposés a travers une
diminution du poids des organes moux (glande
digestive et rein), ainsi qu'une perturbation des
diametres de la coquille, une diminution de la
consommation alimentaire et du poids sec des
déchets avec une modification du comportement des
escargots .

En définitive, nos expériences montrent que les
escargots répondent bien aux criteres des
bioindicateurs rappelés par Hopkin (1993) pour
participer a la biosurveillance (biomonitoring).
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