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Résumé

Notre travail concerne 1’évaluation de la toxicité potentielle des nanoparticules de
Dioxyde de Titane (TiO) sur un mode¢le cellulaire alternatif en I’occurrence un protiste cilié
d’eau douce «Paramecium sp» pour son utilisation dans le cadre de la lutte contre la pollution
des milieux aquatiques puisqu’il est considéré comme bio-indicateur et qui est parfaitement
adapté auxetudes toxicologiques pour évaluer aisément la toxicité des xénobiotiques.D’apres
la synthése bibliographique et des études effectuées sur I’impact toxicologique des
nanoparticules TiO, sur certains micro-organismes comme les paramécies et autres, ce
xénobiotique montre une action sur les paramétres physiologiques et biochimiques, qui
révelent des variations dues a 1’exposition aux différentes concentrationsdes nanoparticules
sur le matériel biologique testé.Selon la bibliographie, des perturbations physiologiques
concernant la mobilité et la croissance des protistes traités par des concentrations croissantes
du TiO; (entre 90 et 120 mg/l)seront enregistrés. Parallélement, 1’étude biochimique indiquera
des modifications et des perturbations métaboliques dans la teneur en protéines totales, dans
I’activité des biomarqueurs enzymatiques et non enzymatiques (CAT, GST et GSH) chez les

organismes traités par rapport aux témoins.

Mots clés : TiO,, nanoparticules, toxicité, stress oxydatif, Paramecium sp., biomarqueur.



Abstracts

Our work concerns the evaluation of the potential toxicity of Titanium Dioxide nanoparticles
(TiO,) on an alternative cellular model, in this case a ciliated freshwater protist "Paramecium
sp" for its use in the fight against pollution of aquatic environments since it is considered as a
bio-indicator and which is perfectly suitable for toxicological studies to evaluate easily the
toxicity of xenobiotics. According to the literature review and studies carried out on the
toxicological impact of TiO, nanoparticles on certain microorganisms such as paramecia and
others, this xenobiotic shows an action on physiological and biochemical parameters, which
reveal variations following the different concentrations of nanoparticles on the biological
material tested.According to the bibliography, physiological disturbances concerning the
mobility and growth of protists treated with increasing concentrations of TiO, (between 90
and 120 mg / 1) will be recorded.At the same time, the biochemical study will indicate
changes and metabolic disturbances in the content of total protein, in the activity of enzymatic
and non-enzymatic biomarkers (CAT, GST and GSH) in the treated organisms compared to

the controls.

Keywords: TiO,, nanoparticles, Toxicity, Oxidative Stress, Paramecium sp, Biomarker.
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Introduction générale

Au cours des derniéres années, les nanotechnologies ont été developpées dans plusieurs
directions, attirant d’importants investissements gouvernementaux et commerciaux et des

intéréts académiques considérables (Mattia et al., 2014).

Des études ont montré que les nanoparticules TiO,sont I'un des cing principaux types
de NPs utilisés dans les produits de consommation (Jing et al., 2018).Le dioxyde de titane est
un compose que, sans s’en rendre compte, I’on rencontre dans la vie quotidienne. Il est
employé traditionnellement dans les revétements, cosmétiques, savons, médicaments. .., mais
depuis quelques années, des chercheurs ont trouvé qu’en réduisant la taille des particules de
dioxyde de titane a 1’échelle du nanométre, il présente d’autres propriétés telles qu’une super

hydrophile et des propriétés dépolluante (Alex et al., 2013).

Cependant, les chercheurs ont soulevé leurs préoccupations a propos de l'impact
environnemental et la toxicité des NPs. Actuellement, les études sont croissantes et de
nombreux chercheurs sont d'avis que la toxicité et le devenir des nanomatériaux doivent étre
¢tudié avant de trop développer leurs applications. Il y'a un sérieux manque d’information
concernant la santé humaine et les implications environnementales des nanoparticules (Sajid
etal., 2015).

Les microorganismes, omniprésents dans I’air, le sol et ’eau, ainsi que sur la peau et
les cheveux, sont impliqués dans tous les processus de la terre et ont un impact profond sur
nos vies et notre environnement (Jing et al., 2018). Le terme de micro-organisme englobe a la
fois les bactéries, certains champignons (moisissures, levures) mais aussi les virus (pour
certains biologistes). Ces organismes sont donc ungroupe trés hétérogéne (comprenant des
procaryotes et des eucaryotes) dont les seuls points communs sont la taille et la forme
(Fréderic,2014).

Il est nécessaire de disposer d’indicateurs de perturbation de I’environnement a travers
des organismes ou un ensemble d’organismes que 1’on utilise comme sentinelles en étudiant
les modifications physiologiques, biochimiques et écologiques qui les affectent.Ces étres
vivants trés sensibles aux contaminants présentent I’intérét de se préter plus facilement que
1’homme auxétudes des effets des polluants et permettent de mettre en évidence des pollutions

chroniques ou brutales (Bouaricha, 2013).
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Cette étude est consacrée a la compréhension de I’effet du TiO, sur un modéle
biologique bio-indicateur de pollution Parameciumsp., en eétudiant les différentes
modifications qui les affectent. Les modéles cellulaires sont surtout utiles pour détecter les
mécanismes d’une toxicité observée in vivo. D’une part, nous voulons étudier 1’impact
toxicologique de ces xenobiotiques sur la physiologie c'est-a-dire sur la croissance des

protistes étudiés et d’une seconde part sur la biochimie de ces derniers.
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Chapitre | : Synthese bibliographigue

La paramécie :

1. Rappel sur la paramécie :

La paramécie est I’un des premiers organismes unicellulaires a avoir été observé
aumicroscope. Depuis lors, sa facilité de culture, sa grande taille (120 pum de longueur en
moyenne et 48 pm de largeur environ), la facilit¢ d’observation de ses fonctions

cellulairesvariées en ont fait un modele d’étude privilégié pour les biologistes cellulaires.

Elle est abondante dans les étangs d'eau douce et appartient au groupe d'organismes
appelés protozoaires. La plupart d'entre eux sont microscopiques avec plus de 80 000 especes

différentes identifiées (Samworth et Morgan, 2000).

1.1. Structure de la paramécie :

La paramécie, polarisée et asymétrique, présente de nombreux organites différenciés
ayant des fonctions trés spécialisées : le goulet de phagocytose permet 1’ingestion des
bactéries, le cytoprocte (ou anus cellulaire) est nécessaire a I’expulsion des déchets, et les

vacuoles pulsatiles servent a réguler 1I’osmolarité.

Une des plus grandes caractéristiques de la paramécie est la présence de milliers de

cils vibratoires sur sa surface, permettant la locomotion et la nutrition.

La paramécie posseéde également une voie de sécrétion régulée, la voie d’exocytose,
des trichocystes, moyen de défense contre ses prédateurs, ainsi qu’un cortex complexe

(Damaj, 2012).

La paramécie possede deux noyaux contenant le matériel génétique a fonctions

complémentaires : un macronucléus et un micronucleus.

L=1 PAlik= PAloraan

Figure 1: Paramécie sous microscope (Grossissement x40). (Samworth et Morgan, 2000)

<l
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Figure 2: Représentation schématique de 1’organisation générale des principaux organites de

la paramécie. (Bengueddach, 2016)

1.2. Locomotion de la paramécie :

La surface extérieure de la cellule est recouverte de plusieurs centaines de minuscules
structures ressemblant a des cheveux appelées cils. Ceux-ci agissent comme des rames
microscopiques pour pousser a travers l'eau, permettant a I'organisme de nager. La vitesse de
déplacement est environ quatre fois sa propre longueur par seconde. Il se déplace si
rapidement que les microscopistes doivent ajouter un agent eépaississant a I'eau pour la ralentir
et I'étudier.

En se déplagant dans I'eau, il tourne sur son axe et de petites particules de débris et de
nourriture sont collectées et balayées dans I'cesophage. Si le Paramecium rencontre un
obstacle, il s'arréte, inverse le battement des cils, nage en arriere, tourne a travers un angle et

avance a nouveau sur un parcours légerement différent (Samworth et Morgan, 2000).

Il le fera a plusieurs reprises jusqu'a ce qu'il dépasse I'obstruction [1].
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1.3. Nutrition de la parameécie :

La paramécie se nourrit de maniére holozoique et est un nourrisseur sélectif. 1l se
nourrit de bactéries, de petits protozoaires, d'algues unicellulaires, de diatomées, ...etc. Un

Paramecium unique peut se nourrir de 2 a 5 millions de bactéries en 24 heures[2].

Il ne peut absorber de nourriture qu'au niveau du cytostome. Les cils dans la rainure
buccale créent un courant d'eau qui fait remonter les organismes alimentaires jusqu'au
cytostome ou ils sont ingérés dans une vacuole alimentaire. Cette vacuole alimentaire suit
alors une route spécifique a travers le cytoplasme. Au cours de ses voyages, les enzymes sont
sécrétées dans la vacuole et la nourriture est digérée. Les substances digérées sont ensuite

absorbées dans le cytoplasme.Toute matiere non digérée est expulsée par le pore anal [1].

chemin,circulation,
nourriture ,vacuole

o mmaie sy s . Capture alimentaire

Endocytose

vestibule

By

=" Formation de vacuole

AP

o
N £ . .
w224 = alimentaire

N Exocytose D'élimination
6 des déchets

Absorption des sous-unités

-
o |
1

N/

T, -

Cytopyge
Vacuole contractile /'/7 \_,-.‘i
postérieure 77, B

7’y

Figure 3: Formation de vacuole alimentaire et processus de cyclose dans le Paramecium. [2]
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1.4. Respiration de la paramécie:

L'absorption de 1’oxygeéne et le rejet du gaz carbonique se font a travers la membrane

cellulaire.

Les gouttelettes d'eau, absorbées au moment de la capture de la nourriture, contiennent
de l'oxygene. L'eau rejetée par les vésicules pulsatiles contient une forte proportion de gaz
carbonique (Wehner et Gehring, 1995).

1.5. Reproduction de la paramécie:

La paramécie a deux moyens de reproduction, la division simple et la conjugaison.
- La division : Dans des conditions favorables, la cellule se divise en deux par un processus
appelé fission binaire. Cela forme deux nouvelles cellules, dont chacune se développe
rapidement toutes les nouvelles structures nécessaires et augmente en taille. Tout ce processus

se déroule deux ou trois fois par jour si les conditions sont réunies.

-La conjugaison: Il s'agit d'une méthode plus compliquée. 1l s'agit de deux cellules se
réunissant pour échanger des matiéres nucléaires. Les deux cellules se séparent alors et
continuent de se reproduire par simple division. Il est similaire a certains égards a la

reproduction sexuée chez les animaux plus complexes (Samworth et Morgan, 2000).

1.6. Dimorphisme nucléaire et cycle de vie:

1.6.1. Dimorphisme nucléaire :

Comme tous les ciliés, elle posséde deux noyaux différents. Le micronoyau (MIC),
diploide et non transcrit, renferme le génome germinal transmis a la descendance sexuelle. Le
macronoyau (MAC) somatique, polyploide, est le siege de la transcription génique et est
essentiel pour la survie. A chaque cycle sexuel, le MAC parental est détruit et un nouveau
MAC se différencie a partie d’une copie du noyau zygotique contenant le génome

germinal(Bétermier, 2014).
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Figure 4: Dimorphisme nucléaire chez la paramécie. (Bétermier, 2014)

1.6.2. Cycle de vie :

Le cycle de vie de la paramécie est représenté dans la figure ci-dessous :
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Figure 5: Cycle de vie du Paramecium. (Bétermier, 2010)
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1.7. La classification de la paramécie:

D’aprés Mller, 1773 (Cudmore et al., 1977), les paramécies appartiennent au :
Régne :Protista

Embronchement : Ciliophora

Classe :Oligohymenophora

Ordre : Peniculida

Famille : Parameciidae

Genre : Paramecium

1.8. Le choix de la paramécie comme modeéle biologique:

Les paramécies sont utilisées dans les ¢tudes d’écotoxicologie et de toxicologie
puisque ce sont d’excellents bio-indicateurs :
- pour leur facilité de culture et leur faible co(t.
- Les cils de la paramécie ont une structure identique a celle des cils de la trachée.
- Elles permettent 1’é¢tude des mécanismes d’action des xénobiotiques a I’échelle cellulaire et

subcellulaire (Rouabhi et Bazouzi, 2012).

1. le Dioxyde de Titane :

1. Géneralité sur le TiO, :

Le TiO,est un oxyde métallique, et le 9°™ composant le plus abondant dans la croite
terrestre. Il a été découvert en 1791 en Angleterre, mais son exploitation commerciale en tant

que composé pur n’a commencé qu’en 1913(Armand, 2013).

Il est traditionnellement utilisé comme pigment dans les revétements de surface
(peintures, vernis et laques), plastiques, papiers et, de fagcon moins importante, dans les fibres,
caoutchoucs, cuirs, céramiques, encres d’imprimerie, cosmétiques, savons, médicaments et

certains produits alimentaires, mais également comme support de catalyse (Romero,2013).

g
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Figure 6: Les principaux domaines d’application du TiO2. (Akbache et Tayeb, 2017)

L’oxyde de titane est largement produit dans le monde, avec un volume de
vente annuel supérieur a 3,5 millions de tonnes et une consommation mondiale

augmentant d’environ 2% par an (Azouani, 2009).

Le TiO.est largement considéré comme un photo-catalyseur, car il est trés efficace,
chimiquement et biologiquement inerte, photostable, peu colteux et a une bonne dureté

mécanique (Tuyet et al., 2011).

2. Origine du TiO, :

L'élément Titane et le composé TiO, se retrouvent partout dans le monde, liés a
d'autres éléments tels que le fer, dans plusieurs types de roches et de sables minéralisés (dont
une partie des sables de plage).

Le Titane se présente le plus souvent sous forme d'ilménite minérale (un minéral
d'oxyde de Titane et de fer) et parfois sous forme de rutile minéral, une forme
cristallographique de TiO,. Le Titane doit étre séparé des autres éléments par un processus

chimique pour obtenir du dioxyde de titane pur.

La facon dont le dioxyde de titane pur est extrait des minerais contenant du titane
dépend de la composition du minerai ou de la charge d'origine. Deux méthodes sont utilisées
pour fabriquer du TiO, pur : un procédeé au sulfate et un procédé au chlore. Parmi les deux
méthodes d'extraction, le procédé au sulfate est actuellement la méthode de production de

TiO; la plus répandue dans I'Union Européenne [3].

&
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3. Les applications de TiO, :

Du fait de ces propriétés, on peut trouver différents champs d’applications pour le

TiO,, micrométrique tout d’abord puis nanométrique a présent (Haddadi et Rezgui, 2015).

a) Comme pigment:

Un peu moins de 4 millions de tonnes de TiO, sont consommés dans le monde chaque
année. Son indice de réfraction et sa blancheur font qu’il est utilis¢ dans les peintures,
revétements, plastiques, encres. 1l est également utilisé, pour la méme raison, dans la
composition de médicaments et dentifrices. Enfin, le TiO; est un colorant alimentaire, le E
171 (Laidi, 2019).

BT

dentifrice
2 [ menthe

o Doliprane:
2 500
—_— B

(a) (b) (©
Figure 7: TiO, comme : (a) pigment, (b) dans les médicaments, (c) dentifrice.(Laidi, 2019)

b)  Dans les écrans solaires :

Le TiO; est beaucoup utilisé dans I’industrie cosmétique comme pigment mais aussi
comme écran solaire, du fait de son indice de réfraction et de ses propriétés d’absorption
d’UV. Le TiO; est, a I’heure actuelle, utilisé dans presque toutes les crémes solaires, car les
absorbeurs d’UV minéraux (a base de TiO; ou d’oxyde de zinc) entrainent moins de
problémes de photoallergie que les absorbeurs d’UV chimiques. De plus, le TiO;
nanomeétrique est plus intéressant que leTiO, micrométrique pour les crémes solaires car il

laisse moins de traces sur la peau (Haddadi et Rezgui,2015).
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C) Dans les implants biologigues :

Le TiO, micrométrique a longtemps été considéré comme un matériau inerte, ce qui en
faisait un bon composant des implants biologiques. De plus, la présence de TiO,
nanométrique dans les implants biologiques permet d’augmenter la prolifération et la
différenciation cellulaire, ce qui augmente la biocompatibilit¢ de I’implant comparé aux

implants contenant du TiO, micrométrique (Armand, 2013).

d) Comme photocatalyste :

Les UV adsorbés a la surface du TiO, nanométrique permettent d’oxyder I’eau en O,
et H, (phénomeéne connu sous le nom d’effet Honda Fujishima), découvert en 1967 par Akira
Fujishima. Il peut également oxyder I’oxygéne ou la mati¢re organique, ce qui fait qu’il est
également incorporé dans les peintures, ciments ou fenétres pour ses propriétés

autonettoyantes, bactéricides ou désodorisantes (Armand, 2013).

Le TiO, nanométrique est, dans ce cas, utilisé pour ses propriétés autonettoyantes. On
estime la production actuelle mondiale de TiO; a 4 millions de tonnes,dont une quantité pour
I’instant assez faible (de I’ordre de quelques % de la quantité totale de TiO, produit) de TiO,
nanomeétrique. Ceci est principalement di au colt élevé de fabrication du TiO, nanométrique
(plus de 170 $/ kg contre 2 $/kg pour le TiO, micrométrique) et les prévisions indiquent que
cette quantitt wva croitre trés rapidement dans le futur, du fait de ses
propriétésphysicochimiques plus intéressantes que celles du TiO, micrométriqgue (Armand,
2013).

4.  Mécanisme d’action de TiO, :

Le TiO, endommage I’ADN, désorganise les fonctions cellulaires, interfére avec les
activités de defense des cellules immunitaires et, en absorbant des fragments bactériens et en
les faisant passer a travers le tractus gastro-intestinal, peut provoquer une

inflammation(Boumaaza et al., 2013).

5. Structure cristalline de TiO, :

Le dioxyde de titane TiO; se trouve dans la nature sous trois différentes formes qui

sont, dans I’ordre d’abondance, le rutile, I’anatase et la brookite (Muscat et al., 2002).




Chapitre | : Synthese bibliographigue

a) La phase rutile :

Le rutile est un minéral composé principalement de 90 a 95% de dioxyde de titane. Il
futdécouvert en 1803 par Wener en Espagne. Le rutile de couleur rouge, est la variété de
I’oxydede titane la plus stable a températures élevées. Il se trouve dans les roches
magmatiques etmétamorphiques. La maille élémentaire de cette phase est de symetrie
tétragonale (Goujil, 2013). C’est la forme la plus dense du dioxyde de titane, stable a hautes

températures et hautes pressions (Benachour, 2011).

b)  Laphase anatase :

C’est une forme de 1’oxyde de titane naturel, que I’on rencontre moins fréquemment.
L’anatase fut découverte en 1801 par Haiiy. Il présente une vaste gamme de teintes, de quasi

incolore a brun, en passant par le verdatre.

La maille élémentaire de 1’anatase est également de symeétrie tétragonale (Gouijil,
2013), métastable qui tend a évoluer vers la structure plus compacte du rutile. Comme dans le
rutile (Kertesz, 1991). Cette structure est généralement formée a des températures plus basses

que celles de la formation du rutile et encore plus du brookite (Aounallah, 2016).

C) La phase brookite :

La brookite est une phase métastable, donc il est difficile de la préparer pur sous les
conditions de laboratoire, mais il est possible de la retrouver comme une phase secondaire
avec I’anatase et le rutile. Il fut découvert en 1825 par A Levy en Snowen (Angleterre). La

brookite appartient au systéme cristallin orthorhombique (Goujil, 2013).

6. Toxicocinétigue :

La Toxicocinétique est la description de la vitesse a laquelle une substance pénétre
dans l'organisme par différentes voies d'exposition et son devenir aprés son entrée dans
I'organisme. Le niveau ou la concentration de NPs de TiO, dans le systeme corporel dépend
du taux (ou cinétique) d'absorption, de distribution, du métabolisme et de I'excrétion des NPs
de TiO,. Ces processus peuvent survenir aprés une exposition par inhalation, ingestion,
contact cutané et injection intra péritonéale ou intraveineuse. La Toxicocinétique des NPs

TiO, sera discutée en fonction des différentes cinétiques (Shi et al., 2013).
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6.1.Absorption :

Apreés le dép6t de NP au site d'exposition initial, I'absorption et la translocation vers
des sites systémiques est une étape critique de la Toxicocinétique. Elle est souvent définie
comme la migration du NP vers les organes distaux (Shi et al., 2013).

6.1.1. Absorption broncho-pulmonaire :

La rétention pulmonaire des particules nanométriques (20 nm, anatase) est
plusimportante que celle des particules fines (250 nm, anatase) : la demi-vie de rétention
estestimée a 501 jours pour les nanoparticules et a 174 jours pour les particules fines.
Aprésinhalation, le dioxyde de titane s'accumule dans l'appareil respiratoire, différemment
selon lataille des particules ; sous sa forme nanométrique, il est retrouvé au niveau des

ganglionslymphatiques et en trés faible quantité dans le foie.

Aprés instillation nasale, lesnanoparticules de dioxyde de titane peuvent subir une
translocation neuronale et étreretrouvées dans certaines régions du cerveau (Jargot et al.,
2013).

6.1.2. Absorption cutanée :

L'absorption cutanée des NPs de TiO, est intéressante car de nombreux produits de
consommation, tels que les cosmétiques et les écrans solaires peuvent contenir des NPs de
TiO,. La peau extérieure des étres humains est constituée d'une couche dure cornée formée
par les cellules mortes qui est difficile a pénétrer pour les particules inorganiques.Par
conséquent, il est peu probable que des particules inorganiques pénetrent la peau intacte dans
des conditions normales. 1l convient de noter que, bien que les cosmétiques et les écrans
solaires contenant du TiO, soient normalement utilisés sur une peau intacte. De légeres
blessures a la peau peuvent survenir dans certaines circonstances, telles que la force physique

ou les coups de soleil (Shi et al., 2013).

6.1.3. Absorption gastro-intestinale :

Une étude récente met en évidence le faible taux d'absorption gastro-intestinale,
lesnanoparticules de TiO,, localisées au niveau de la muqueuse de I'estomac et de l'intestin

gréle de rat ne passant pas dans la circulation systémique (Jargot et al., 2013).
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6.2. Distribution :

Aprés l'absorption initiale des NPs de TiO,, le systeme de circulation peut distribuer
les particules a tous les organes ettissus dans le corps. Aprés que les NPs de TiO; atteignent la
circulationsystémique, ces particules interagissent potentiellement avec le plasma, les
protéines, facteurs de coagulation, plaquettes etglobules rouges ou blancs. La liaison aux
composants du plasmapeut avoir un effet substantiel sur la distribution,métabolisme et
excrétion des NPs, et pourrait neutraliser ou masquer les effets indésirables des NPs de TiO,
dans la circulation systémique.La plupart des NPs s’accumulent dans le foie. Des NPs de TiO,
ont été trouvés dans le cerveau aprés administration intra nasale (Shi et al., 2013).

6.3. Métabolisme :

Jusqu'a présent, nous n‘avons pas trouve de littérature spécifique concernant le
métabolisme des NPs TiO, (Shi et al., 2013).

6.4. Elimination :

Les NPs de TiO, dans le systeme de circulation a deux voies potentielles de clairance,
c'est-a-dire les reins / I'urineet la bile / les feces.

Liquidation des particules du foie via la bile dans les feces est bien connue en
pharmacie et est également postulé pour les NPs de TiO, (Shi et al., 2013).
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Figure 8 : Toxicocinétique et sites d’accumulation des NPs de TiO,. Les fleches en pointillé

représentent les points d’incertitude. (Shi H et al., 2013)

7. Cytotoxicité des nanoparticules de TiO, :

7.1.Etude de survie /prolifération cellulaires :

Les effets cytotoxiques aigus se traduisent par une altération de la survie descellules
quiescentes. Les effets toxiques sont fréquemment perceptibles sous forme d’uneinhibition de
la prolifération cellulaire. Diverses études ont été menées sur différenteslignées cellulaires

comme les cellules respiratoires; nerveuses, de peau, ou encore sanguines et intestinales.

&
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En fonction des études, il apparait ou non une inhibition de laprolifération cellulaire en
fonction des propriétés des nanoparticules de TiO,. Les étudesde viabilité cellulaire sont

généralement complétées par d’autres tests de cytotoxicité (Manon, 2014).

7.2.  Stress oxydant :

Le stress oxydatif est considéré comme le mécanisme sous-jacent des réponses
prolifératives au TiO,. Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) sont libérées par les cellules
inflammatoires et/ou par les surfaces réactives des particules et peuvent ensuite endommager

le tissu épithélial pulmonaire et induire également des dommages génétiques [3].

Le stress oxydant est un type d'agression des constituants de la cellule, dd aux espéces
réactives oxygenées (ou encore ROS pour ReactiveOxygenSpecies). Les ROS sontdes especes
chimiques extrémement reéactives regroupant les radicaux libres possédantun électron
célibataire non apparié (les radicaux hydroxyl HO« ou alkoxyl RO« parexemple) et également
des dérivés non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne parexemple. En effet,
I’introduction d’espéces hautement réactives dans la cellule ou dans unorgane, comme les
nanoparticules, peut générer un stress oxydant. Si ces espéces sontnombreuses, les cellules
n'arrivent plus a les traiter et peuvent libérer leurs oxydants dansl'organisme en provoquant
une réaction inflammatoire exacerbée. L’étude de Jiang et al. 2008 a évalué la relation entre
certaines propriétés physico-chimiques des nanoparticules de TiOy(taille, surface d’activité,
forme cristalline) et le potentiel de génération d’un stress oxydant.La forte activité de
génération d’especes réactives, observée pour les particules de 30 nmsemblerait étre corrélée
aux propriétés photocatalytiques du TiO,. Sous irradiation UV, les nanoparticules de TiO,
produisent différentes quantités de radicaux hydroxyles en fonction deleur structure cristalline
et leur taille. 1l semble en effet que plus la particule est petite, et pluselle va créer des
dommages oxydatifs (Manon, 2014).

7.3. Internalisation cellulaire :

Afin de comprendre leurs mécanismes d’action, la localisation de nanoparticules
eninteraction avec des cellules a été étudiée. La membrane cellulaire forme une
barriereexercant un  contrble du transfert transmembranaire des  composes
hydrophiles,naturellement imperméabilisants dans les bicouches lipidiques. Les molécules de

petitestailles peuvent emprunter des transporteurs enzymatiques ou des pores passifs pour
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pénétrerdans les cellules. Les macromolécules ou particules polaires peuvent étre internalisées
parendocytose.

Dans une étude, le TiO; a été trouvé a l'intérieur des cellules, sous plusieursformes : en
tant que gros agrégats liés a la membrane, ou sous forme d’agrégats plus petits etlibres ou
encore sousforme de particules individuelles dans le cytoplasme. Enparticulier, il a été

localisé par fluorescence (Manon, 2014).

8.  Leseffetsde TiO,:

8.1. Sur ’homme :

Les tests in vitro et in vivo précédents confirment les effets toxiques des NPs TiO, sur
le corps humain tels que l'altération du cycle cellulaire, la constriction des membranes

nucléaires et I'apoptose.

Des etudes ont également montré que les NPs de TiO, peuvent endommager I'ADN et
interagir avec I'épithélium de I'intestin gréle responsable de I'absorption des nutriments. Apres
exposition aux NPs de TiO, de diverses manieres, principalement par inhalation, injection,
contact avec la peau et absorption dans le tractus alimentaire, les NPs de TiO, peuvent étre
trouvés dans différents organes internes. Des tests in vivo ont révélé qu'aprés une inhalation
ou une exposition par voie orale, les NPs de TiO, s'accumulent, entre autres, dans les
poumons, les voies digestives, le foie, le cceur, la rate, les reins et le muscle cardiaque

(Baranowska-Wojcik et al., 2019).

8.2. Sur les animaux (le rongeur in vivo) :

Il a été largement démontré que les nanoparticules de TiO, peuvent induire
I'inflammation des voies respiratoires dans des expositions aigles, sub-chroniques et

chroniques chez le rat et la souris ( Shi et al., 2013).

Dans les expositions chroniques qui sont les plus pertinentes (ex: 90 jours d’inhalation
NPsTiO, 5-6 nm), des effets systémiques ont été reportés, avec modification de parameétres

sanguins et élévation de marqueurs de I’inflammation, Iésions de la rate (Sang et al., 2012).

8.3. Effet toxique de TiO2sur les microorganismes :

La toxicite desNPsTiOyvarie en fonction de la taille des particules. La plupart des

études ont montré que la toxicité augmentait a mesure que la taille des particules diminuait.




Chapitre | : Synthese bibliographigue

Les NPsTiO,sont insolubles, de sorte que lion Ti** ne semble pas avoir de
contribution a leur toxicité. 1l est peu probable que les NPs pénétrent dans le cytoplasme a
travers les pores qui ne s'ouvrent que lorsque les protéines sont transportées.Plusieurs études
ont montré que les ROS sont liés a l'inactivation bactérienne.lls peuvent détruire les
constituants de la membrane cellulaire endommager directement l'intégrité de la membrane et
méme traverser la membrane bactérienne et jouer un rdle majeur dans l'inhibition de la

croissance bactérienne (Jing et al., 2018).

En consequence des processus d'oxydation, il a été démontré que les nanoparticules de
TiO,présentent une activité antimicrobienne contre les virus, les bactéries et les excréments
(Mattia et al., 2014).

|
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Chapitre 1l : Matériel et méthodes

C’est a partir des eléments bibliographiques présentés dans le chapitre précédent que c’est
construite notre problématique, celle-ci consiste a développer et a analyser de nombreux
aspects liés a la toxicité d’un oxyde métallique, « le dioxyde de titane » sur des protistes ciliés

(Paramecium sp.).

1. Matériel :
1.1. Matériel biologique :

Le matériel biologique utilisé dans notre travail est un micro-organisme uni-cellulaire
dulcicole : Paramecium sp, qui constitue un bon bio-indicateur de pollution chimique d’cau
douce deplus ; les paramécies présentes des caracteres physiologiques comparables a celle des
cellulesépithéliales des étres humains, ce protiste constitue un excellent modéle biologique

pour lamodélisation des tests de cytotoxicite.

1.2. Matériel chimigue :

1.2.1. Propriétés physiques :

Le dioxyde de titane (TiO,) est une substance inorganique solide blanche thermiquement
stable, ininflammable et peu soluble dans les solutions usuelles. Les principales propriétés

physiques du Dioxyde de titane sont les suivantes :

» masse molaire : 79,8658 g.mol * ;

> température de fusion : 1 855 °C ;

» température d’ébullition : 2 500-3 000 °C ;

» dureté (Mohs) : anatase 5,5-6 ; rutile 6-7 ;

> permittivité diélectrique relative moyenne : anatase 45 ; rutile 127 ;
» indice de réfraction dans I’air : anatase 2,55 ; rutile 2,75.

Le Dioxyde de titane a des surfaces hydrophiles. L’absorption d’humidité augmente avec
la surface spécifique, mais est aussi fonction du type de traitement de surface des poudres a

I’issue du procédé de synthese (Blanchart, 2019).
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Structure du TiO, :

Nom : Dioxyde de titane (Olivier, 2014).

Formule chimique : TiO, (Olivier, 2014).

O Ti O

Figure 9: Formule développée du Dioxyde de titane. [4]

1.2.2. Propriétés chimiques :

Le Dioxyde de titane est non toxique et chimiquement stable, il ne réagit pratiquement
pas avec d’autres matériaux a des températures modérées. Il ne réagit pas avec I’oxygene, le
sulfure d’hydrogene, le dioxyde de souftre, le dioxyde de carbone et ’ammoniaque. Il n’est
pas soluble dans I’eau, les acides organiques et les acides inorganiques faibles (Blanchart,
2019).

Le TiO; est un oxyde métallique de transition se présentant sous la forme d’unepoudre

blanche insoluble dans 1’eau (Dorier, 2018).

Figure 10: Poudre de dioxyde de titane. (Brahmi et al., 2017)
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2. Meéthodes :

2.1. Préparation de la culture de parameécies :

2.1.1. Culture mixte :

Du foin coupé en petit morceaux est infusé dans un récipient contenant de I’eau

distillée. On laisse 1’infusion dans un lieu ti€de, sombre et bien aéré.

Aprés quelques jours, on observe au microscope optique les paramécies et sans

coloration, dont ces derniers se nourrissent au dépend du voile bactérien.

La culture des paramécies a été effectuée selon la méthode de Beaumont et Cassier
(1998).

2.1.2. Préparation du milieu de culture :

Selon la méthode d’Azzouz et al. (2011) le milieu de culture est constitué de :
7,5g de foin coupé en morceaux.
7,5¢ de blé.
10g de laitue (propres séchées au four jusqu’a ce qu’elles soient brunes et fripées mais non
noires et carbonisées. Nous les réduisant en poudre dans un mortier).
5¢g de peau de pomme de terre.
5¢g de peau de concombre.
2g d’amandes ou de cacahuetes.
Une pincé de levure.
On ajoute 1,5 litre d’eau distillée et on laisse bouillir a 100 C° pendant une heure.
Le bouillon doit étre filtré, son pH 6.5 et stérilisé par ébullition a 100 ° C pendant 30 min dans

une thermorésistante.

2.1.3. Incidence du milieu de culture sur la croissance des

paramécies :

Afin d’avoir une bonne croissance d’une culture de paramécie nous avons effectué

différentes dilutions du milieu de culture. (Azzouz et al., 2011).
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éml(l) |—» Smi(l) 4ml(l) 3ml(1) Tml (1)

1) : Eau distillée.

2) : milieu de culture.

On suit la croissance dans les différentes dilutions pendant une semaine et on choisit

pour notre étude la dilution qui donne la meilleure croissance.

On a trouvé que le tube qui donne la meilleure croissance est le tube 1 (contenant 6ml

eau distillée et 4ml milieu de culture).

2.1.4.Protocol de traitement :

Nous avons opté pour un type de toxicité qui nous permet d’obtenir une réponse
biologique en un temps assez court. De plus la recherche sur la toxicité sublétale est
nécessaire pour la compréhension des effets toxiques autres que létaux puisque ce sont ces
effets qui s’expriment le plus souvent dans les situations réelles de pollution

environnementale (Benosmane, 2015).

Selon la CL50 des tests de toxicité sublétale du dioxyde de titane chez les
microorganismes suivants : E. coli.la CL50= 583 mg/l /30min (Dasari et al., 2013), pour les
Daphnia magna. la CL50< 100mg/I (selon lafiche de donnée de sécurité conformément au
réglement(CE) n°1907/2006), et chez les poissons la CL50= 165mg/l (Gatoo et al., 2014),

nous avons déterminé une batterie de concentrations dans un intervalle de 50> C> 150 mg/I.

A partir de la poudre du Dioxyde de titane, nous avons préparé une solution mére de
120 mg de TiO,dans un litre d’Acétone a 2%, puis nous avons choisi 04 concentrations de
TiO, (C1, C2, C3 et C4) correspondant respectivement a 90, 100,110 et 120 mg/l et un

échantillon témoin (T) ainsi qu’un échantillon témoin Acétone.
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Les tests sont réalisés dans des tubes a essais de 10 ml de culture de paramécies selon

le protocole suivant :

Témoin Témoin acétone C;=90mg/l C,=100mg/l Cs=110mg/l C4=120 mg/I

Les tests sont répétés 3 fois et les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne +I’écart

type.

2.2. Parameétre mesures :

2.2.1. Cinétique de croissance cellulaire :

La cinétique de croissance des paramécies est réalisee par comptage des cellules sous
microscope photonique, en utilisant une goutte de Lugol pour immobiliser les protistes ciliées
et un compteur manuel pour effectuer le comptage des cellules (Sauvant et al., 1999).

La cinétique de croissance est suivie en fonction des temps courts et des temps longs

aussi bien pour les témoins que pour les traitées selon le protocole suivant :

L’observation microscopique est effectuée sous microscope photonique(OPTICAAXiom

2000) au grossissement x40 pendant une semaine.

On détermine le nombre des paramécies par le comptage des cellules présentes dans

1ml de la culture, selon les étapes suivantes :

» On préleve des gouttes de 10 ul trois fois de chaque échantillon et on la dispose surune
lame.

» On réalise le comptage des cellules sous microscope optique.

» Le nombre des cellules vivantes correspond a la moyenne obtenue des trois

répétitions.
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-

(a) représentation schématique. (b) : photo sous microscope optique.

Figure 11: Lame de comptage pour les cellules de paramécies. (Azzouz, 2012)

2.2.2. Calcul du pourcentage de réponse :

Le comptage des cellules nous permet de calculer le pourcentage de réponse (Abid et
al., 2016).

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis du Dioxyde de titane, qui est basé

sur 1’équation suivante :

Pourcentage de réponse = [(NC- NE) / NC] x 100

ou: NC : Nombre des cellules témoins

NE : Nombre final des cellules traitées
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Les valeurs positives du pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la
croissance tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance (Wong
etal., 1999).

2.2.3. Dosages des protéines totales :

La méthode de Bradford (1976) est un dosage colorimétrique qui permet d’estimer la

quantité de protéines contenue dans un extrait (Boumaza, 2015).

+* Principe de la méthode :

Cette méthode a pour principe la formation de complexe entre le Bleu Brillant de

Coomassie et les résidus basique et aromatique des protéines (Lebas, 2012).

Elle est basée sur le changement d’absorbance qui se manifeste par la modification de
la couleur du Bleu de Coomassie qui se fixe sur les liaisons peptidiques et se stabilise sous

forme anionique (Boumaza, 2015).

«» Technigue du dosage des protéines :

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de (Bradford, 1976)qui utilise le Bleu
Brillant de Coomassie G 250 (BBC) comme réactif et 1’albumine de sérum de beeuf (BSA)
comme standard. La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm au
spectrophotometre visible (JENWAY 6300) (Bouaricha, 2013).La gamme d’étalonnage a été
réalisée a partir d’une solution mére de BSA (1mg/ml) et le BBC (conservation environ 21

jours a 4°C) qui se prépare comme suit (Bouzidi et al.,2017) :

100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol. Agitation pendant deux heures.

100 ml d’acide orthophosphorique sont alors ajoutés et le tout est complété a1000 ml

avec de I’eau distillée.

Le dosage des protéines a été effectué dans une fraction aliquote (100 ml).

Les absorbances ont été¢ lues a une longueur d’onde de 595 nm.
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2.2.4. Dosages des biomargueurs enzymatiques :
2.2.4.1.Dosage de ’activité Catalase(CAT) :

«* Principe de la méthode :

La mesure de l'activité Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Regoli et
Principato (1995) dont le principe repose sur la variation de la densité optique consécutive a

la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H,O>) a une longueur d'onde de 240 nm.

+ Protocol de traitement :

Pour une homogeénisation, ajouter 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 7) a notre
échantillon de paramécies. L'homogénat est centrifugé a 15000 g pendant 10 minutes et le

surnageant récupéré servira comme source d'enzyme.

Pour un volume final de 1 ml, le mélange réactionnel contient: 20 pl de surnageant
(I'homogénat), 200 ul de peroxyde d’hydrogene H,O, (500 mM) et 780 ul de tampon (0,1 M,
pH 7,5). La réaction est déclenchée par I'addition d'eau oxygénée.

L'activité catalase est calculée selon la formule suivante:

ADO x 10
exLx0,05 X mg de protéines

Activité CAT (umol/min/mg prot) =

X : umoles de H,0, consommeées par minute et par mg de protéines.

A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
€ : Le coefficient d’extinction linéique molaire est de 40 M*. Cm?

L: Longueur de la cuve utilisée (1cm).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

La décroissance de l'absorbance est enregistrée pendant une minute toutes les 15

secondes (spectrophotometre, Jenway 63000) pour une longueur d'onde A = 240 nm.




Chapitre 1l : Matériel et méthodes

2.2.4.2. Dosage de I’activité du glutathion-S-transférase(GST) :

+* Principe de la méthode :

La mesure de I’activitéGST, selon la méthode de Habig et al. (1974), consiste a fournir a

I’enzyme un substrat (engénéral du chloro-dinitro-benzéne (CDNB)), qui réagit facilement

avec de nombreusesformes de GST et du glutathion.

La réaction catalysée par la conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une

nouvelle molécule, qui absorbe la lumiere a unelongueur d’onde de 340 nm.

ClI GS
NO, NO,
GSH + __ &St +  HCl
NO; NDJ
CDNB GS-DNB

Figure 12: Conjugaison du glutathion (GSH) avec le 1-chloro,2,4-dinitrobenzéne (CDNB).

(Azzouz, 2012)

Il est possible de quantifier cette absorption au moyend’un spectrophotometre toutes

les minutes, pendant 5 minutes. La valeur de la DOmesurée est directement proportionnelle a

la quantité de conjugué formée, elle-mémeliée a I’intensité de ’activité GST (Habig et al.,
1974).

+* Protocole expérimental :

Mettre 1ml de milieux de culture (témoins et traités) en présence de 1 ml de tampon
phosphate de sodium (0,1M, pH = 6).

Broyer les échantillons aux ultrasons (Sonifer B-30) pendant 35 secondes dansun bac
contenant des glagons.

Centrifuger I’homogénat a 14000tours/min pendant 30 minutes.

Prélever 0.2ml du surnageant qui servira de source d’enzymeauquel on ajoute 1,2ml
du mélange : CDNB(1mM), GSH (5mM), Tampon phosphate de sodium (0,1M, pH =
7).

Mesurer les DO a 340 nm toutes les 15 secondes pendant une minute
(Spectrophotomeétre JENWAY 6105, U.V. et Visible).
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L’activité est déterminée d’apres la formule suivante :

. ey s . ADO/min _ Volume total de la cuve
Activité GST (uM/ min/ mg de prot) = /min —
9,6 Vsx mg de protéine

X: micro-moles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines.
A DO: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat.
9,6: coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 cm-1).

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

2.2.5. Dosages des biomargueurs non enzymatiques :
2.2.5.1. Dosage du Glutathion(GSH) :
+* Principe de la méthode :

Pour le dosage du glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB)
est laméthode la plus employée (Ellman, 1959).

0 0

0 /
C=CH=CH,-CHy-C~N=CH-C=N-CH,-C
yam . AN

HO NH; H CH, H OH

(acide glutanuque) |
SH

Cystéine Glyeme

0

Figure 13: Formule chimique du Glutathion. (Azzouz, 2012)

Le taux du Glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory

(1988), dont le principe de ce dosage repose sur la mesure de la densité optique de I’acide 2-

nitro-5-mercapturique (Abid A et al., 2016).
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La réaction consiste a couper la molécule d’acide5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB)

par le GSH (Fig.14), ce qui libére 1’acidethio-nitro-benzoique (TNB) lequel & pH alcalin (8-9)

présente une absorbance a 412 nm selon laréaction suivante :(Azzouz,2012).

L)

D)

| absorbe a4 412 nm |

NO,
T s
osH N,
QCOOH | = ”INOZ NO,
S
| +
S /@ @_S\ Q
HS COOH S COOH
COOH
TNB mixed disulphide
2-nitro-5-thio benzoic acid
NO,
DTNB

5.5'-dithio-&rs-(2-nitrobenzoic acid)

Figure 14: Réaction d’Ellman entre le Glutathion et le DTNB.(Azzouz, 2012)

Protocole expérimental :

Mettre 3ml de milieu de culture individuellement (témoins et traités) en présence de
Iml d’EDTA a 0,02M.

Broyer les échantillons aux ultrasons (Sonifer B-30) pendant 35 secondes dans un bac
contenant des glacons.

Prélever 0,8ml de ’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution d’acide sulfo-
salicylique (SSA) 0,25%.

Passer au vortex et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

Centrifuger a la vitesse de 1000tours/min pendant 5Sminutes.

Ajouter au mélange : 1ml de tampon Tris-EDTA (0,02M d’EDTA pH = 9,6), 0,025ml
de DTNB et 0,5ml du surnageant.

Laisser reposer pendant 5 minutes a température ambiante pour la stabilisation de la
couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément.

Mesurer les absorbances a 412 nm (Spectrophotometre JENWAY 6105, UV et
Visible).

La concentration du glutathion est obtenue aprés application de la formule suivante :

Taux de GSH (LM/ mg de prot) = (

ADO vd  Vt
—_— X — X —

mg de protéines
131" Vh Vs)/ 8 p
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X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/mg de protéines).
ADO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1ml (0,2 ml ASS + 0,8 ml

homogénat).
Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml (0,5 ml surnageant + 1ml trissEDTA + 0,025 ml
DTNB).

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

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

La production et I’utilisation croissante des nanoparticules conduit inévitablement a
leurs rejets dans 1’environnement et plus particulierement dans le compartiment aquatique

(Gottschalk et al., 2013).

Les nanoparticules ont des caractéristiques chimiques et physiques trés spécifiques de
taille et de forme qui facilite ses applications médicales et biologiques. Apres injection par
circulation elles atteignent tous les organes et tissus (Berry et al., 2004).Cematériau est

distribué dans tout le corps rapidement.

Avant son application comme équipement demeédicaments, les effets des nanoparticules sur
I'environnement, la biocompatibilité et seseffets toxiques sur les humains et les animaux
devraient étre évalués. Ces particules a cause de leur taille réduite ont une superficie élevée et
elles sont hautement réactives, c'est une raison importante pour leurs effets toxiques (Carlson
et al., 2008).

Les nanoparticulesTiO,ont desapplications trés importantes dans diverses industries, y

compris les pigments industriels et les blocssolaires (Fartkhooni et al., 2013).

Ces contaminations peuvent donner naissance a de nouvelles forces sélectives qui
peuvent avoir une incidence globale sur la diversité biologique. En effet, plusieurs travaux ont
été effectués, en 1978, Cairnssuggére 1’utilisation des protozoaires comme bio-indicateur de
la pollution de I’eau.Le fait que ces micro-organismes soient des eucaryotes dotés de toutes
les structures d’une cellule de métazoaire permet 1’extrapolation des moindres

variations(Bougoussa et al., 2018).

Les especes bio-indicatrices de pollution environnementale, font I’objet de nombreux travaux

(Regoli et al., 2005).

Notre choix s’est porté sur des protistes ciliés d’eau douce: Paramecium sp, qui sont
des cellules eucaryotes, ubiquitaires dans 1’environnement aquatique et terrestre, caractérisées
par un court cycle de vie, une multiplication rapide et un comportement normal susceptible

d’étre affecté par la présence de polluants (Beal et Aderson, 1993).
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1. Evaluation de la toxicité du Dioxyde de titane sur la croissance des

paramécies :

L’évaluation des effets cytotoxiques d’un xénobiotique peut étre réaliséeen utilisant
difféerents parameétres, parmi lesquels la croissance cellulaire qui refletechez les

microorganismes 1’état du métabolisme de la cellule.

Bouzidi et Bouheraoua (2017) ont rapportéque des la mise en contact du TiO, avec
les paramécies, la vitesse et la croissance diminuent ceci constitue le premier indice d’une
toxicité de ces nanoparticules. L’observation microscopique des paramécies lors del’étude du

parameétre de la croissance cellulaire met en évidence une diminution de lamobilité.

Les résultats Fukushima et al. (1976) qui ont montré que la paramécie est un
microorganisme tres proche des organismes supérieurs, sa croissance est sensible aux divers
xeénobiotiques dont les métaux lourds ce qui en fait un excellent bioindicateur de la pollution,
sont en accord avec ceux de Jomini (2018) qui ont mis en évidence des quantités de bactéries
présentes dans une colonne d'eau et qui tendent a augmenter (183% pour la plus forte
concentration) alors que les bactéries sessiles diminuent fortement (88%) pour la

concentration la plus importante en nanoparticules TiO, (100 mg/L).

Les études in vitro ont démontré que les NPs de TiO, pouvaient induire une mort
cellulaire:c’est le cas d’une étude de Hamilton et al. (2009), dans laquelle les auteurs ont
exposé desmacrophages alvéolaires de souris en culture primaire a plusieurs types de
particules de TiO, : des nanospheéres de TiO; (60 -200 nm), des nanotubes courts de TiO, (60-
300 nm* 0. 8 4 um) et des nanotubes longs de TiO, (60 300 nm*15- 30 um). La dose utilisee
était de 50 pg/ml et les temps d’exposition variaient entre 1 et 24 heures (Armand,2013), le

taux de mortalité était dépendant de la dose et de la taille des particules.

2. Evaluation de la toxicité du TiO, sur la synthese des macromolécules

(protéines) des Paramécies:

Les microorganismes en présence de xenobiotiques, toxines ou composes peroxydés
par exemple, ont la capacité de développer un processus de détoxification et ce processus est

d’ordre biochimique (Benosmane, 2011).
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Dans une ¢étude de la synthése et la caractérisation des nanoparticules d’oxyde
d’indium et de titane, I’administration orale (50mg/Kg) du TiO, NPs a des rats albinos montre
que le mécanisme de toxicité induit par ces nanoparticules inclut une altération des substances
biochimiques, des antioxydants et pourrait résulter un stress oxydatif causé par NPs
(Bheeman et al., 2014).

De nombreuses études confirment le rbole des protéines totales chez les
microorganismes, en effet (Peccini et al., 1994) ; (Massaya et al., 2002) et (Redouane-
Salah, 2004) mettent en évidence une augmentation significatives du taux de protéines sous
I’effet d’un stress chimique chez les micro-organismes. Les résultats de Benamara 2013 vont
dans le sens de ces travaux, puisque le dosage des protéines totales chez les paraméciesa
confirmé une augmentation croissante dose—dépendante (2.7, 3.7, 4.6et 9 pM/l)de ces
derniéres apres 24, 48, 72, 96, 120 et 144h d'expositionau xénobiotiquepar rapport aux

cellules témoins.

3.  Effet des NPs TiO,sur les bio-indicateurs de stress oxydatif :

Lorsque des organismes vivants sont soumis a des changements de leur
environnement, ils sont soumis a un stress intense, entrainant la mort des organismes sans que
ces derniers ne puissent réagir particulierement lorsque leurs enzymes de détoxifications sont
déplétées, ce stress peut €tre moins intense, permettant alors a I’organisme de déployer une
batterie de réponses, a travers ’activation de leurs mécanismes de détoxification, afin de
lutter,de survivre et dans certains cas, de s’acclimater a ce nouveau parameétre (Abid et
al.,2016) .

L’organisme dispose de systémes de défense contre les ROS, et ce a différents
niveaux. Tout d’abord, il existe des systémes visant a limiter la formation de ROS, ainsi qu’il
existe des systémes permettant de transformer les ROS en métabolites non toxiques. Il existe
deux types de ces systemes dits antioxydants: des enzymes anti oxydantes et des composés

antioxydants non enzymatiques.

Les enzymes anti oxydantes sont : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT),

et la glutathion peroxydase (GPx).
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La SOD catalyse la dismutation de 1’anion O, en H,O,, moins reactif, la CAT catalyse
la conversion du H,O; en eau, et la GPx réduit le H,O, ou les peroxydes ROO en H,O ou en
ROH, tout en oxydant le glutathion (GSH sous sa forme oxydée, GSSH sous sa forme
réduite). 1l existe également d’autres enzymes dont on ne considére pas directement
antioxydants (Armand, 2013).

La production de ROS par des cellules exposées aux NPs a été observée pour un certain
nombre de NPs. C’est le cas du TiO,, a la fois in vivo et dans différents types cellulaires :

fibroblastes, cellules épithéliales, microglie (Armand, 2013).

En revanche, d’autres études montrent que les NPs de TiO, n’induisent pas de stress

oxydant (Armand, 2013).

En premier lieu nous nous sommes intéressés aux variations de 1’activité CAT, qui est
une enzyme héminique et qui constitue avec la SOD la premiére ligne de défense contre les
attaques radicalaire (Winston et Di Giulio, 1991).

Cette enzyme localisée principalement au niveau des peroxysomes catalyse la

dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau, elle peut, par conséquent réduire I’effet toxique

des ROS (Greulish et al., 2002).

En effet, I'activité catalase consiste en une transformation du peroxyde d'oxygene (H20,) en
eau et en oxygene moléculaire (O,). Or la production de H,0, est induite par la présence de
composes exogenes a l'organisme comme notamment nos xénobiotique de synthéses (Abid et
al., 2016), ce dérivé réactif de l'oxygéne peut entrainer l'oxydation des macromolécules
(ADN, Lipides et protéines) (Vlahogianni et al., 2007).

L’autre enzyme intervenant dans le processus de détoxication des ROS est la GST qui
lors de la phase Il de la biotransformation/métabolisation des xénobiotiques fait appel au GSH
comme agent de conjugaison mais qui est aussi impliquée dans le mécanisme de détoxication
comme agent non enzymatique Les glutathion S-transférases (GSTs) sont des enzymes du
métabolisme capables de conjuguer une molécule de glutathion réduit (GSH) au centre
¢lectrophile d’un xénobiotique afin de rendre celui-ci plus soluble et donc plus facilement
excrétable par ’organisme. Leur expression peut étre induite ou inhibée par certains
xenobiotiques, ce qui leur confere un grand intérét en tant que biomarqueurs potentiels de la
pollution (Hayes et McLellan, 1999 ; Benlaifa,2017).
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Bouzidi et Bouheraoua (2017) ont mis en évidence une réduction du taux de GSH
chez des paramécies traités par0,25 ppm de TiO2,parallélementune induction de I’activité

GST.De plus, ils ont constaté une diminution de 1’activité CAT.

D'aprés Bheeman et al., (2014), I’administration orale de TiO, (50mg /Kg)chez les rats
albinos provoque des altérations importantes antioxydants glutathion (GSH), catalase (CAT),

par rapport aux groupes témoins.

L’augmentation de 1’activité GST et la diminution du taux de GSH, sont dus au fait
que le glutathion est I’antioxydant non enzymatique majeur dans les cellules animales, c’est le
thiol cellulaire le plus abondant, impliqué dans le métabolisme, les procédés de transport et
dans la protection des cellules contre les effets toxiques des composés Endogenes et
exogenes, y compris les especes réactives de I'oxygene et les métaux lourds.Leur expression
peut étre induite ou inhibée par certains xénobiotiques, ce qui leur confére un grand intérét en

tant que biomarqueurs potentiels de la pollution (Abid et al., 2016).

Quelques études ont évalué les effets des nanoparticules de TiO, sur le systeme
antioxydantdes organismes aquatiques. Les travaux réalisés sur le modele Daphnia magna
montrent que les systémes antioxydants des daphnies sont induits suite a 1’exposition aux
NPs. En effet, une exposition de 48 heures des daphnies, D. magna, aux NPs TiO,
(anatase/rutile) entrainent une augmentation de 1’activité de la CAT, GPX et GST a partir de 1
mg/l. Apres 21 jours, une mortalité significative est observée a 5 et 10 mg/l alors qu’aucun

effet sur la reproduction n’a été observé.

Une exposition in vitro de 30 min des hémocytes, de la moule Mytilus
galloprovincialis, aux NPs TiO, suffit pour induire une augmentation de [’activité des

lysozymes et de la production d’ERO.

Une augmentation de la déstabilisation membranaire des lysosomes, de 1’accumulation des
lipofuchsines et des lipides neutres et I’augmentation de 1’activité de la CAT et la GST sont
observées dans la glande digestive de la moule M. galloprovincialis, exposées 24h au NPs
TiO, (Bigorgne, 2018).
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Conclusion Générale:

Les protozoaires sont les premiers animaux dans la série évolutive. Ce sont
desorganismes unicellulaires, microscopiques et hétérotrophes. La paramécie étant
constamment présente dans les milieux dulgaquicoles est un élément de base des réseaux
trophiques mais aussi un modele alternatif de choix pour les études toxicologiques et

écotoxicologiques.

En effet, la paramécie est un organisme eucaryote possédant des cils dont la structureest
comparable a celle de la trachée des mammiféres, ceci justifie donc [I’utilisation de

cetorganisme comme modeéle alternatif.

Nous avons choisi d’évaluer la toxicité potentielle du TiO, sur les Paramecium sp. Afin de
mieux comprendre le mode d’action du xénobiotique aussi bien a 1’échelle d’unorganisme

unicellulaire que pluricellulaire.

D’aprés la synthése bibliographique et des <¢tudes effectuées sur I’impact
toxicologique des nanoparticules TiO, sur certains micro-organismes comme les paramécies
et autres, la sensibilité de paramécie se manifeste enpremier lieu par une perturbation dans le
développement des paramétres physiologiques (une inhibition de la croissance et une vitesse
des paramécies traités par dioxyde de titane par rapport aux organismes témoins).

D’un autre c6té, une perturbation globale du métabolisme (une augmentation du taux
des protéines totales) serait évidente. Cependant, I'augmentation croissante du taux de ces
derniéres dépendrait de la dose de la nanoparticule et s'expliquerait par le fait que la présence
de xénobiotique a I’intérieur de la cellule stimule la synthése protéique dont les enzymes et

rend compte de la capacité de ces micro-organismes a la métabolisation / détoxification.

Concernant 1’étude des biomarqueurs du stress oxydant : selon les travaux effectués
précédemment, nous pouvons prévoir une perturbation importante (dépendante de la dose du
TiO,) du taux de GSH parall¢lement 1’activité des enzymes antioxydantes GST etde CAT

chez les lots traités par le TiO, par rapport au témoin.

A travers tous ces données, nous pouvons conclure que le TiO, peut étre toxique et
présente des perturbations que ce soit sur le plan physiologique oumeétabolique des
organismes unicellulaires et que la paramécie est un excellent modéle pour les études

toxicologique.




Chapitre 111 : Discussion et conclusion

Perspectives :

En perspectives, il serait intéressent d’effectuer d’autres recherches portant sur :
-L’étude de I’impact toxicologique du TiO, sur d’autres modeéles cellulaires.

-La recherche de I’impact des nanoparticules de TiO, sur la reproduction des

paramécies.
-Des tests de genotoxicité chez ces protistes.

-L’étude de la neurotoxicité de la molécule.
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