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Résumeé

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1I’impact des nanoparticules de
silice fumée (SiO2) sur un organisme bioaccumulateur, bioindicateur de pollution de
I’environnement et un indicateur d’état sanitaire des sols, le gastéropode Helix aspersa suite a
une exposition via la nourriture.

La toxicité des NPs de silice est déterminée chez I'escargot Helix aspersa grace aux
expérimentations réalisées au sein du laboratoire sur des escargots partagés en quatre lots : un
lot considéré comme témoin et trois autres traités par des doses croissantes de nanoparticules
de silice fumée de 250, 500 et 750 ug/g de nourriture (farine de blé) pendant quatre semaines.
Le stress oxydatif a été évalué par le biais d’un suivi de I’activité de certains biomarqueurs
biochimiques et enzymatiques : GSH, GST, GPx et CAT dans les tissus hépatopancréatiques
et rénaux et un dosage des protéines totales a également été effectué.

Les résultats obtenus montrent que la présence des nanoparticules de silice dans la nourriture
de H. aspersa provoque des modifications des parametres testés dont une augmentation du taux
des protéines totales. Nos données révélent une diminution du taux du GSH ainsi que de
I’activit¢ de la CAT et de la GPx, parallélement a I’observation d’une augmentation de
I’activité de la GST au niveau de 1’hépatopancréas et du rein. Les perturbations notées sont
relativement plus significatives au niveau de 1’hépatopancréas qu’au niveau du rein. Nos
résultats montrent un état de stress oxydatif chez H. aspersa exprimé par le déclenchement du
systeme de lutte contre le stress oxydatif a travers les biomarqueurs de cette réaction
métabolique.

Mots clés : Helix aspersa, Silice fumee (SiO2), Nanoparticules, Stress oxydant.
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Abstract

Impact of fumed silica nanoparticles SiO2 on oxidative stress in Helix aspersa. In this
study, we were interested in the evaluation of the impact of fumed silica nanoparticles (SiO2)
on a bioaccumulator organism, bioindicator of environmental pollution and an indicator of soil
health status, the gastropod Helix aspersa after an exposition via food.

The toxicity of silica NPs is determined in the snail H. aspersa by experiments carried out in
the laboratory on snails divided into four batches: one batch considered as a control and three
others treated with doses of fumed silica nanoparticles of 250, 500 and 750 pg/g of food (wheat
flour) for four weeks. Oxidative stress was assessed by monitoring the activity of certain
biochemical and enzymatic biomarkers: GSH, GST, GPx and CAT in hepatopancreatic and
renal tissues and a complementary measurement of total proteins.

The results obtained show that the presence of silica nanoparticles caused modifications in the
parameters tested, expressed by an increase in the rate of total proteins. Our data reveal a
decrease in the level of GSH, the activity of the catalase and GPx, in parallel with the
observation of an increase in the activity of GST measured at the level of the hepatopancreas
and the kidney. The disturbances noted are relatively more significant at the level of the
hepatopancreas than at the level of the kidney. Our results showed a state of oxidative stress in
H. aspersa expressed by the triggering of the anti-oxidative defense system through biomarkers
of this system

Keywords: Helix aspersa, Fumed silica (SiO2), Nanoparticles, Oxidative stress.

1. Introduction

Le développement rapide de la nanotechnologie a conduit a une augmentation du nombre
de produits manufacturés contenant des matériaux a I'échelle nanométrique. Un des membres
les plus importants de cette classe de matériaux est celle des nanoparticules de silice, qui ont
trouvé de nombreuses applications dans divers domaines tels que: la biomédecine,
I’alimentaire (agent épaississant, additifs alimentaires), les produits cosmétiques ou
pharmacologiques (lotions solaires), électronique, textile, les industries chimiques etc
impliquant une exposition humaine pendant la production ou l'utilisation (Napierska et al.,
2010 ; Nafisi et Hagg, 2014).

La silice nano-particulaire est biocompatible donc se déplace dans les tissus sans étre
détruite par les macrophages, en plus elle posséde une luminescence qui lui est propre
lorsqu’elle est en présence d’un rayonnement infrarouge, elle est donc détectable et
identifiable. Ces deux qualités sont primordiales en médecine pour étre utilisées comme
vecteurs de médicaments, dans la thérapie génique et I'imagerie moléculaire. (Goodman et al.,
2008).

Par ailleurs, les interactions des nanoparticules avec les systemes biologiques, et leur
toxicité potentielle, sont actuellement mal comprises. Le risque sanitaire associé reste donc
difficile a évaluer. Cependant, une attention particuliere doit étre portée a la toxicité des
nanoparticules, car celles de la silice (nano-SiO2) sont parmi les cing nanomatériaux les plus
couramment utilisés, répertoriés dans les produits de consommation nanotechnologiques par le
Woodrow Wilson International Center for Scholars (Hansen et al., 2008).
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En raison de leur introduction potentielle dans le sol, ainsi que dans le milieu aquatique,
Iinclusion d'un ensemble de tests d'écotoxicité dans la caractérisation des risques des NPs est
nécessaire. Helix aspersa est un bon indicateur de pollution terrestre, cette espéce est abondante
et facilement détectable, sédentaire donc elle reflete les conditions locales, sa taille suffisante
permet 1’étude de différents tissus et leurs composants et enfin cette espéce peut tolérer les
différentes conditions du laboratoire. Le choix préférentiel de cette espéce est principalement
lié & 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).

Récemment, le stress oxydatif a souvent été signalé comme meécanisme toxique de
I'apoptose et de l'inflammation induites par les nanoparticules de silice dans divers types de
cellules, notamment les macrophages, les cellules rénales embryonnaires et les cellules
épithéliales (Eom et Choi, 2009 ; Park et Park, 2009 ; Wang et al., 2009). L’augmentation ou
la réduction des biomarqueurs du stress oxydatif est le mécanisme le plus important observé
en raison de la toxicité des NPs (Cui et al., 2019). Les enzymes antioxydantes sont utilisées
comme biomarqueurs de la contamination par les nanomatériaux, qui induisent un stress
oxydatif chez les bioindicateurs (Besnaci et al., 2019).

La majorité des recherches sur Helix parlent de I’hépatopancréas comme un organe cible
de bioaccumulation des NPs (Besnaci et al., 2016a ; Besnaci et al., 2016b) ; dans ce travail, il
a été réalise une évaluation toxicologique sur Helix aspersa de I’effet des NPs de silice fumée
(avec des doses croissantes durant quatre semaines) et ce a travers des parametres de stress sur
deux organes cibles comparativement, en I’occurrence « 1I’hépatopancréas et le rein ».

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel chimique

Le matériel chimique utilis¢ dans cette expérimentation est ’oxyde de silicium. Les
nanoparticules de la silice fumée (SiO2-NPs) sont un produit chimique superfin qui a été acheté
aupres de Sigma-Aldrich. Son aspect est une poudre blanche, dont la taille de la particule est
de 14 nm et une superficie de 200 + 25 m?/g ; quant & la pureté, elle est supérieure a 98% (RT).

2.2. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est une espece bioaccumulatrice
bioindicatrice de pollution terrestre le gastéropode pulmoné le petit gris, Helix aspersa.

Les adultes de cet escargot ont été collectés dans un écosystéme non contaminé dans la
région d’El Kala dans la wilaya d'El-Tarf, au Nord-Est de I'Algérie (Figure 1).
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Figure 1 : Emplacement géographique du site de collecte des escargots

2.3. Elevage et application du traitement

Les escargots ont été transportés au laboratoire universitaire ou ils ont été mis en adaptation
durant sept jours dans des conditions d’environnement optimales et contrélées de température
(20 + 2°C) et de lumiére (photopériode de 18h de lumiere/24h d’obscurité).

Les escargots ont été répartis en quatre (04) lots dont chacun contient dix (10) individus
de masse moyenne de 9+0.5g placés dans des boites en plastique transparentes a couvercle
percé afin d’assurer une oxygénation, I’humidité est maintenue a I’aide d’une éponge mouillée
et la nourriture est fournie dans des boites de pétri (Farine de blé) pesée au préalable (méme
quantité pour tous les lots).

Le traitement des animaux a été effectué par addition de doses des nanoparticules de silice
fumée dans I’alimentation (farine de blé) pendant quatre semaines. Trois doses ont été retenues
: 250 pg, 500 pg et 750 ug par gramme de nourriture, en plus d’un milieu témoin sans silice.
L’entretien des boites (changement de nourriture et nettoyage des bofites) est effectué deux fois
par semaine, la nourriture apportée est renouvelée, méme si elle n’est pas consommée.

A la fin du traitement (4eme semaine), les animaux mis a jeun pendant 24 h pour assurer
que leur tube digestif soit vide, ont été sacrifiés par décapitation. La coquille est ensuite enlevee
a I’aide de ciseaux en suivant son bord d’enroulement ; par la suite, I’hépatopancréas et le rein
ont été prélevés et conservés au congélateur pour servir aux dosages.

2.4. Dosages

La détermination des parameétres biochimiques indicateurs du stress oxydatif (GSH, GST,
GPx et CAT) a été réalisée sur des échantillons de I'hépatopancréas et du rein pour chaque lot
(traités et témoin).

Le dosage est effectué sur 1000 mg de tissu. Pour le glutathion (GSH) la méthode de
Weckbecker et Cory (1988) a été suivie aprés déprotéinisation avec 1’acide sulfo-salicylique.
Concernant les activités enzymatiques, la glutathion-S-transférase (GST) est déterminée selon
la méthode de Habig et al. (1974), la glutathion peroxydase (GPx) selon la méthode de Flohé
et Gunzler (1984) et la catalase (CAT) selon la méthode de Aebi (1984). Quant aux proteines
totales, elles ont été dosées dans chaque échantillon selon la méthode de Bradford (1976).

14


https://doi.org/10.25518/0037-9565.10781

Bull. Soc. R. Sci. Liege, 2022, 91(1), 11-22 doi:10.25518/0037-9565.10781

2.5. Etude statistique

Le traitement des données est effectué avec une analyse de la variance (ANOVA) a un
critere de classification « AV1 » par les deux tests de comparaison celui de Ficher et de Tuckey.
Une analyse de la variance a deux criteres de classification « AV2 » est appliquée aussi pour
comparer I’effet entre les deux organes. Tous les calculs ont ét¢ effectués a 1’aide d’un logiciel
d’analyse et de traitement des données MINITAB version 16.1. Les différences sont
considérées comme (p : Seuil de signification) :

* Significatives lorsque (p < 0.05).

** Hautement significatives lorsque (p < 0.01).

*** Tres hautement significatives lorsque (p < 0.001).

3. Résultats

Le taux des protéines a augmenté que ce soit dans les échantillons de I’hépatopancréas ou
du rein. Statistiquement, cette augmentation est tres hautement significative pour la totalité des
lots traités par rapport au témoin des échantillons de 1’hépatopancréas (Figure 2a). Au niveau
du rein I’augmentation est significative pour les deux premiéres doses (250 et 500 pg/g) et trés
hautement significative pour la troisieme dose (750 pg/g) par rapport au témoin (Figure 2b)

Le traitement statistigue de nos résultats montre une diminution trés hautement
significative (Figure 3(a et b)) du taux de GSH dans I’hépatopancréas et aussi dans le rein pour
les trois groupes traités par rapport aux taux des échantillons témoins.

Par contre, les résultats statistiques de 1’activité GST hépatopancréatique révelent une
augmentation tres hautement significative pour les trois groupes traités par rapport au témoin
(Figure 4a). Alors que dans les échantillons rénaux, 1’augmentation est non significative a la
dose (250 p/g) et tres hautement significative aux deux autres doses (Figure 4b).

Pour [Dactivit¢ GPx, 1’analyse statistique montre une diminution trés hautement
significative chez tous les groupes traités par rapport au groupe témoin au niveau des
échantillons hépatopancréatiques (Figure 5a). Concernant les échantillons rénaux, la
diminution était significative aux doses (250 et 500 pg/g) et trés hautement significative a la
plus haute dose par rapport aux échantillons témoins (Figure 5b).

Les moyennes des différents groupes étudiés font ressortir une diminution de I’activité de
la CAT hépatopancréatique et rénale. L’étude statistique de cette diminution est trés hautement
significative pour la totalité des lots traités par rapport au témoin (Figure 6 (a et b)).

La comparaison entre les lots traités des deux organes (hépatopancréas et rein) en utilisant
I”’AV2 pour tous les paramétres étudi€s n’a montré aucune différence significative.
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Figure 2 : Taux des protéines totales chez Helix aspersa aprés quatre
semaines de traitement avec les NPs de silice, (a) dans I’hépatopancréas
(b) dans le rein
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Figure 3 : Taux du Glutathion (GSH) chez Helix aspersa aprés quatre
semaines de traitement avec les NPs de silice, (a) dans I’hépatopancréas
(b) dans le rein
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Figure 4 : Activités enzymatiques de la glutathion s-transférase chez
Helix aspersa apres quatre semaines de traitement avec les NPs de
silice, (a) dans I’hépatopancréas (b) dans le rein
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Figure 5: Activités enzymatiques de la glutathion Peroxydase chez
Helix aspersa aprés quatre semaines de traitement avec les NPs de
silice, (a) dans 1’hépatopancréas (b) dans le rein
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Figure 6 : Activités enzymatiques de la catalase chez Helix aspersa
aprés quatre semaines de traitement avec les NPs de silice, (a) dans
I’hépatopancréas (b) dans le rein
4. Discussion

Les paramétres 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 (Mcloughlin et al., 2000).

L'évolution du taux de protéines totales des escargots traités montre une augmentation
mais d’une maniére plus significative au niveau des échantillons traités de la glande digestive
par rapport aux témoins, que dans ceux du rein, résultat qui illustre le rdle majeur de
I’hépatopancréas dans la régulation métabolique. Les protéines sont les premiers biomarqueurs
de perturbation métabolique, sans oublier que les enzymes sont de nature protéique, ce
phénomene pourrait étre considéré comme un biomarqueur précoce de l'exposition aux
contaminants chimiques stimulant la synthése d’enzymes du systéme de détoxification. Les
protéines sont principalement impliquées dans l'architecture de la cellule ; elles peuvent
également lier les toxines et jouer le r6le des protéines de transport (Cui et al., 2010). Nos
résultats sont en accord avec ceux de Boucenna (2016) qui a trouvé une augmentation
significative du taux des protéines hépatopancréatiques et rénales chez H. aspersa exposée a
différentes doses des NPs d’oxyde de fer et d’oxyde d’aluminium. Pareillement, la silice
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nanomeétrique a induit une augmentation des protéines chez ’escargot de I’eau douce Pila
virens (Srikanth et al., 2021).

Plusieurs études ont testé¢ des nanoparticules d’oxydes métalliques, citant le ZnO (Abdel-
Azeem et Osman, 2021), le TiO2 (Abdel-Halim et al., 2021) le Fe.O3 (Besnaci et al., 2019) et
le Al203 (Boucenna, 2016) sur H. aspersa qui, presque de la méme maniére, ont toutes noté un
stress oxydant.

Une diminution tres hautement significative de la concentration du glutathion a été
constatée pour tous les échantillons de I’hépatopancréas et du rein. Les mémes variations ont
été induites par les NPs de silice chez P. virens (Srikanth et al., 2021). Plusieurs autres études
faites sur les NPs de silice ont noté cette diminution de ce parametre dans les cellules du foie
et du rein des rats males « in vivo » (Azouz et Korany, 2021), dans les cellules épithéliales
pulmonaires humaines (A549) (Ahamed, 2013), dans les cellules humaines périphériques
mononucléaires du sang (Mendoza et al., 2014) et dans les cellules de fibroblastes pulmonaires
humains MRC-5 (Petrache-Voicu et al., 2015). Le glutathion est considéré comme un
composant majeur dans la protection des cellules contre I'intervention oxydative par les especes
réactives de I'oxygene (Ali et al., 2020). Ces mémes auteurs ont trouvé une diminution car le
glutathion est considéré comme un agent réducteur et est considéré comme capturant tous les
radicaux libres et agit également comme substrat pour les enzymes liées au glutathion (Ali et
al., 2020).

Nous observons une augmentation de 1’activité GST, cela s'explique par I'importance de
la GST dans la catalyse de la conjugaison des substrats électrophiles pour réduire le glutathion
afin de protéger la cellule des effets des xénobiotiques (Ferrari et al., 2007). Nos résultats sont
en accord avec ceux de Passagne et al. (2012) qui ont travaillé sur des cellules rénales et
Munteanu et al. (2010) qui ont travaillésur les cellules MRC-5. Ces auteurs ont suggéré que
ces cellules pourraient affronter le stress oxydatif induit par les nanoparticules de silice. Cette
augmentation a été observée chez H. aspersa suite a des traitements aux NPs de ZnO (Abdel-
Azeem et Osman, 2021) ; d’oxyde de fer (Besnaci et al., 2019) ; d’Al>Oz (Boucenna, 2016) ;
de TiO2 (Abdel-Halim et al., 2021).

Les activités de la CAT et de la GPx ont subi une diminution, trés remarquable dans les
échantillons hépato-pancréatiques pour la GPx. Cette diminution suggére une intégrité
mitochondriale moins préservée car la GPx et la CAT sont capables de réduire le peroxyde
d’hydrogene (H202 molécule toxique pour la cellule et abondante au sein des mitochondries)
en eau. On peut postuler que les NPs de la silice fumée ont inhibé I’activité enzymatique GPx
et CAT.

La GPx réduit les hydroperoxydes lipidiques en dérivés lipidiques hydroxylés, sa
diminution signifie que la génération de peroxyde d'hydrogéne est plus importante que celle de
la peroxydation lipidique (Munteanu et al., 2010). Selon Escobar et al. (1996) la diminution de
la GPx pourrait étre due a une surproduction des ROS et I'épuisement du niveau de son substrat
(GSH). Nos résultats corroborent ceux d’Ali et al. (2014) qui ont observé cette diminution chez
les escargots pulmonaires d'eau douce Lymnaea luteola exposés aux nanos-Ag a des doses
croissantes. Akhtar et al. (2010) étudiant la nanotoxicité de la silice pure sur les cellules
épithéliales pulmonaires humaines ont trouvé la méme variation de I’activité GPx. Siddiqui et
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al. (2015) aussi signalent une diminution dans 1’activité catalase et ils suggérent que le stress
oxydatif induit par les Mo-NPs (molybdene NPs) pourrait étre le principal mécanisme de la
toxicité, traduit par la diminution de I'activité enzymatique de catalase antioxydant. Sur Helix
aspersa, Besnaci et al. (2019) ont noté également cette diminution pour 1’activité catalase suite
a un traitement aux NPs de Fe,Os.

5. Conclusion

Les nanotechnologies forment un domaine d’activité en pleine expansion, avant tout en
raison du fait que les NPs révélent des propriétés chimiques et physiques radicalement
différentes des substances de méme composition mais de plus grande taille. En effet, les
connaissances actuelles des effets toxiques des nanoparticules de silice sont relativement
limitées, il existe une incertitude réelle quant a leurs impacts sur les humains et
I’environnement.

Nos résultats montrent que la silice fumée nanométrique affecte 1’hépatopancréas et le rein
chez H. aspersa en induisant un stress oxydatif mis en évidence dans notre étude par la
diminution du niveau de GSH et I’augmentation du niveau de protéines et de I’activité de la
GST. La diminution des activités CAT et GPx observée, enzymes possiblement inhibées par
les NP-SiO> et/ou la chute du niveau de GSH, permet également de s’attendre a un stress
oxydatif plus élevé. Ces résultats prouvent que les nanoparticules présentent une grande
capacité de pénétration et d’internalisation au niveau cellulaire accompagnée par le
déclenchement d’un stress oxydant qui suggére une augmentation du taux des radicaux libres
qui sont responsables des Iésions tissulaires.
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