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Résumé

Résumé

Notre étude expérimentale a porté sur l'insecticide acétamipride, qui appartient a la

famille des néonicotinoides, ou nous I’appliquons a un type d'escargot utilisé comme bio
indicateur de la pollution écologique Helix aspersa

Nous avons concentré nos travaux sur I'étude de la toxicité de l'acétamipride lors de
I'application de concentrations a différents périodes (3 jours 7 jours et 15 jours) par absorption

gastro-intestinale

Nous avons calibré certains bio marqueurs dans le foie pancréatique tels que le GSH,
les niveaux de MDA et I'étalonnage biochimique (apport protéique et apport en graisse)

En termes de dose et de durée de traitement, nos résultats ont montré I’augmentation
du poids du pancréas hépatique par rapport aux échantillons témoins, des niveaux accrus
d'oxydation des lipides (MDA) et I'activation du systéme de détoxification une diminution de
I’activite de GSH.

D'autre part, des troubles importants dans la structure biochimique au niveau du
I’hépatopancréas (augmentation de la teneur en protéines et dimunition de I’apport en lipides)

ont été observés

Mots clés: Acétampride, Helix aspersa, Bio toxicité, hépatique Pancréas, Structure
biochimique



Résumé

Abstract

Our experimental study focuses on the insecticide acetamiprid, which belongs to the

family Neonecotinoides, where it was applied to a type of snail used as an indicator of the
Helix aspera that is used as an indicator of ecological pollution.

Our work focus on the study of the toxicity of acetamiprid when applying
concentrations at different periods (3 days 7 days and 15 days) by gastro-intestinal absorption.

We have calibrated some of the vital indicators in the hépato pancreas liver such as
GSH, MDA levels, and biochemical calibration (protein intake and fat intake).

Our results showes changes in dose and duration of treatment, increasing of liver
weight of the hépato pancreas compared with control samples, increased levels of lipid
oxidation (MDA), and activation of the Detoxification.

On the other hand, significant disorders in the biochemical structure at the level of the
hépato pancreas (increased amounts of protein decrease the amounts of fat).

Key words: Acétampride, Helix aspera, biotoxicity, hepatic pancreas, biochemical Structure.
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Introduction

Apres la seconde guerre mondiale, les pesticides ont permis le développement de
I’agriculture et ont contribué a I'augmentation des rendements et a la régulation de la
production agricole. Cependant, aujourd’hui, les pesticides sont soupconnés de présenter un
risque pour la santé de I’homme et pour son environnement. Par ailleurs, de nombreuses
études épidémiologiques suggerent une corrélation entre I’utilisation professionnelle des
pesticides et I’apparition de certaines pathologies dans les populations concernées. Des effets
cancérigénes, neurotoxiques ou perturbations endocriniennes liées aux pesticides ont été
remarquées chez I'animal. La question des risques pour I'homme est donc posée tant au niveau

professionnel qu’a celui du consommateur.

Les activités anthropiques, poussées par les avancées technologiques, ont conduit a
des augmentations des niveaux de contaminants organiques dans I’environnement.
L’agriculture en est une source importante en raison de I'usage généralisé de pesticides pour
protéger les cultures et améliorer leur rendement. En effet, depuis les années 40, I’agriculture
s’est intensifiée et les pratiques ont profondément changé. Ainsi, la plupart des pesticides
inorganiques (cuivre, arsenic, fer, soufre) ont progressivement été remplacés par des
pesticides organiques. Ces derniers regroupent de nombreuses familles chimiques, avec des
effets variés aussi bien dans leur action que dans leur devenir dans I’environne
((Lazartigues., 2010). La contamination des différentes matrices environnementales (eau,
sol), a été largement rapportée dans la littérature

Les néo nicotinoides sont une classe de neuro actifs insecticides chimiquement
similaires a la nicotine. lls ciblent le systéme nerveux des insectes causant paralysie. Il est
systémique et destiné a contrbler les insectes suceurs sur les cultures telles que les feuilles
légumes, agrumes, fruits a pépins, raisins, coton, cultures de choux et plantes ornement a les

sans avoir d'effets nuisibles sur les non-cibles. (Ambrose, Margery; Peter et al., 2011),

L'évaluation des bio marqueurs du stress oxydatif est donc un bon outil
environnemental pour évaluer I'exposition et les effets des xénobiotiques sur les organismes
(McLoughlin et al., 2000). Pour minimiser les dommages des ROS induits, les organismes
ont développé des complexes de défenses anti-oxydatives de nature a la fois enzymatique et
non enzymatique. Les défenses anti-oxydatives non enzymatiques comprennent des molécules
de bas poids moléculaire qui agissent comme des piégeurs de radicaux libres tel que le
glutathion (GSH) (Nowakowska et al., 2012).
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Les mollusques, gréace a leur capacité d'accumulation, ont été les premiers organismes
sentinelles utilisés dans les programmes de surveillance de la contamination chimique des
écosystemes (Siest et al., 1988). Parmi ces derniers, I’escargot qui a été largement utilisé en
tant que organisme renseignent sur I’état et le fonctionnement d’un écosystéme (Joélle, 2015).

On s’efforcera dans ce travail de répondre a une question: quel est I'effet des
insecticides sur quelques parametres biologiques chez un gastéropode « Helix aspersa » ?
Pour répondre, on rapportera et discutera des travaux menés pour les effets d’exemple
d’insecticide de famille Néonicotinoides grace a I’utilisation d’un modéle bioindicateur
présent dans les écosystemes terrestres, I’escargot Helix aspersa.

Ce mémoire s’articule autour de quatre parties:

v' Chapitre 1 : Le premier chapitre dresse une étude bibliographique sur les pesticides,
I’espéce étudiée enfin

v' Chapitre 2 : Le deuxiéme chapitre expose le matériel et les méthodes utilisées pour
déterminer les effets d’insecticide de la famille Néonicotinoides sur Helix aspersa par
I’étude des parametres biochimiques (protéine et lipide) ; la mesure de quelques
biomarqueurs de stress oxydants (GSH, MDA )

v Chapitre 3 « résultats et discussion », décrit les résultats obtenus

v Une conclusion et des perspectives clétureront ce travail.
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Partie 01 Etude Bibliographique Sur Les Pesticides
1.1. Définition

Le terme pesticide se compose de deux parties: le suffixe "cide™” qui a pour origine le verbe
latin "caedo, cadere™ qui signifie " tuer”. On lui a adjoint la racine anglaise "pest" qui signifie

animal ou plante nuisible a la culture (L6pez et al., 2005).
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Le nom officiel est produit agro-pharmaceutique, le plus employé par la profession est
produit phytosanitaire. Les juristes et les toxicologues parlent de produits antiparasitaires a
usage agricole et le grand public utilise le terme anglais de pesticides (Fournier., 1988).
Selon la définition donnée par la directive du conseil européen (91/414/CEE ) ( extraits du
journal Officiel 230 du 19.08.1991), les pesticides sont les substances actives et les
préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui sont présentées sous la forme
dans laquelle elle sont livrées a I'utilisateur et qui sont destinées a:

e Protéger les végétaux ou produits végétaux contre tout organisme nuisible ou a
prévenir leur action.

e EXxercer une action sur les processus vitaux des végétaux, sans pour autant qu'il ne
s'agisse de substances nutritives (ex: régulateurs de croissance).

e Assurer la conservation des produits végétaux.

e Détruire les végétaux indésirables.

e Freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux, par une action

chimique ou biologique (Clavet et al., 2005; Prové et al., 2007).

Figure 01. L application des insecticides dans un champ

(http://www.bioactualites.ch/)

1.2.1. Classification des pesticides
Les pesticides peuvent étre regroupés de maniére différente selon I’aspect sous lequel ils sont
étudiés. lls peuvent étre classés en fonction de leur cible, de leur structure chimique, de leur
persistance dans la nature, de leur mode ou mécanisme d’action (Guler et al., 2010 ; Djeffal, 2014).
La classification reposant sur le mécanisme d’action présente un intérét moindre car des

pesticides de structures chimiques différentes peuvent avoir des mécanismes d’action similaires ;
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c’est le cas par exemple des organophosphorés et des carbamates (Guler et al., 2010 ; Mohajeri et
al., 2011). De plus, le mécanisme d’action de certains pesticides n’est pas complétement élucidé
(Testud et Grillet, 2007). Donc, il y a beaucoup des criteres de classement pour les pesticides, parmi
ces criteres nous citons les suivants :

1.2.1.1. Selon leurs caractéristiques chimiques

Selon Clavet et al. (2005), il existe trois catégories de pesticides:

1. Les pesticides inorganiques : qui sont peu nombreux, sont des pesticides trés anciens dont
I'emploi est apparu bien avant les débuts de la chimie organique de synthese.

2. Les pesticides organométalliques : Ce sont des fongicides dont la molécule et Constituée
par un complexe d’un métal tel que le zinc et le manganése et d'un anion organique
dithiocarbamate. Des exemples de ces pesticides sentent le mancozébe (avec le zinc) et le

manébe (avec le manganése).

3. Les pesticides organiques : qui sont tres nombreux et appartiennent a diverses familles
chimiques dont il existe actuellement plus de 80 familles ou classes chimiques.
1.2.1.2. Classification biologique
Selon les organismes vivants visés, on distingue plusieurs catégories de pesticides
dont les principales sont les insecticide, acaricides, les fongicides et les herbicides (NCI-2).
La classification selon I’activité biologique et la classification selon les caractéristiques
chimiques se recoupent évidemment. Il n’est pas possible d’établir des régles générales de
correspondance entre la nature chimique des pesticides et leur activité biologique, mais on
peut faire quelques remarques intéressantes pour une grande partie d’entre eux.
1. Les acides, les chloracétanilides, les nitriles, les urées substituées, les uraciles et les

ammoniums quaternaires sont des herbicides.

no

Les dérivés organophosphorés sont, pour la plupart, des insecticides mais certains
sont des fongicides.

w

Les pyréthrinoides sont des insecticides ou des acaricides.

4. Des familles comme les 1,3,5-triazines et les thiocarbamates comprennent surtout
des herbicides mais aussi quelques fongicides.

5. Les carbamates constituent une famille polyvalente puisqu'on y trouve aussi bien des
herbicides que des fongicides ou des insecticides

6. Les azoles sont des fongicides

1.2.1.3. Selon les organismes vivants ciblés
1. Les Insecticides
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Les insecticides sont toutes les substances qui tuent les insectes, empéchent I'éclosion des
oeufs, altérent le développement normal des larves ou la maturation sexuelle (Faurie et al.,
2003). Clest le plus important groupe de pesticides qui englobe plusieurs familles : les
insecticides organophosphorés, les insecticides végétaux et autres produits (Belmonte et al.,
2005).

2. Les Fongicides

Ils servent a combattre la prolifération des champignons pathogénes. lls permettent de
lutter contre les maladies cryptogamiques qui causent de graves dommages aux végétaux
cultivés (Cairns et Shermaj, 1996).

3. Les Herbicides

Ils permettent d’éliminer les mauvaises herbes. Ce sont des phénoxydes, des triazines,
des amides, des dinitro-anilines derivés d’urée, des sulfonylurées et uraciles (Benziane,
2014). On distingue en outre :

1. Les acaricides (contre les acariens)

2. Les nématicides (toxiques pour les vers du groupe des nématodes).

3. Les rodonticides (contre les rongeurs).

4. Les mollucicides (contre les mollusques : limaces et escargots).

5. Les corvicides et les corvifuges (contre les corbeaux et tous les oiseaux ravageurs de

cultures).

1.2.1.4. Selon I'usage

Selon Clavet al., (2005), les pesticides sont utilisés dans plusieurs domaines d'activité
pour lutter contre les organismes vivants nuisible, d'ou des usages différents. Il existe six
catégories de pesticides classés selon leurs usages, c'est-a-dire, selon la destination des
traitements:

1. Les cultures.

Les batiments d'élevage.
Les locaux de stockage des produits végétaux.
Les zones non agricoles.

Les batiments d'habitation.

o gk~ 0N

L'homme et les animaux
1.3. Contamination dans L’environnement :
1.3.1. Contamination des eaux :
Une des conséquences environnementales majeures de I’agriculture intensive actuelle est

la dégradation de la qualité des eaux (Ippolito et al., 2012). Cette dégradation se traduit, pour



Chapitre | : Etude bibliographique

les eaux de surface comme pour les eaux souterraines, par une pollution liée a la
dissémination des produits phytosanitaires, des engrais minéraux azotés et phosphatés ou
encore des effluents d’élevage. Les pesticides peuvent facilement pénétrer dans le sol et les
sources deau. La contamination par les pesticides est le plus souvent un phénoméne
irrégulier. 11 est & noter que des pics de concentration sont fréquemment observés dans les
quelques heures qui suivent les épisodes pluvieux (Schulz, 2001; Neumann et al., 2003) et
que la contamination des eaux de surface est d'autant plus élevée que la surface des bassins
versants est faible (Schulz, 2004). Par ailleurs, dans certaines régions, une part significative
de la contamination des eaux peut parfois provenir du dép6t de substances transportées par
voie aérienne (Blanchoud et al., 2002) ou beaucoup plus fréquemment découler d'usages
autres qu'agricoles, qu'il s'agisse du désherbage des infrastructures de transport ou
industrielles, des parcs et jardins ou bien d'utilisations domestiques (Gerecke et al., 2002;
Revitt et al., 2002; Schiff et al., 2002; Blanchoud et al., 2004).

Figure02. Contamination des eaux

(http://www.bioactualites.ch/)
1.3.2. Contamination de I’air :
v Air extérieur
La présence de pesticides est observée dans toutes les phases atmosphériques en
concent rations variables dans le temps et dans I’espace (selon la proximité des sources).
v' Air intérieur
Les pesticides peuvent contaminer I’air intérieur non seulement suite a leur application
ou leur stockage dans les logements mais également du fait du transport des produits utilisés a

I’extérieur (agriculture, jardins, parcs) par I’intermédiaire des chaussures, des vétements, des
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animaux domestiques ou par I’air. Il existe tres peu de programmes de recherche dans le
domaine de la qualité de I’air intérieur (Bouvier et al., 2006).
1.3.3. Contamination des sols :

Les pesticides dans les sols peuvent provenir des activités agricoles mais également
des activités d’entretien des espaces verts et jardins ou de désherbage des réseaux routiers et
ferrés. La vitesse d’infiltration des pesticides dans le sol dépend de certains facteurs tels que
I’lhumidité, le taux de matiére organique, le pH et du pesticide. Par ailleurs, il n'existe pas de
dispositif équivalent a ceux relatifs a I’eau et a I’air pour la caractérisation de la contamination
des sols par les pesticides, Il est connu que les insecticides organochlorés sont assez
persistants dans I’environnement et certains, bien qu’interdits d’usage peuvent rester présents
dans le sol pendant plusieurs années (lindane, alpha-HCH). A I’heure actuelle les insecticides
utilisés (organophosphorés, pyréthrinoides, carbamates et autres) se dégradent rapidement, par
contre les herbicides sont assez persistants dans les sols et leurs produits de dégradation sont
souvent stables (Chaignon et al., 2003).

1.4. Les pesticides en Algeérie

En Algérie, la fabrication des pesticides a été assurée par des entités autonomes de
gestion des pesticides: Asmidal, Moubydal. Mais avec I’économie de marché actuelle,
plusieurs entreprises se sont spécialisées dans I’importation d’insecticides et divers produits
apparentés. Ainsi, environ 100 produits phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont une
quarantaine de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs. C’est la loi n° 87-17 du
ler aoQt 1987, relative a la protection phytosanitaire, qui a instauré au départ les mécanismes
qui permettent une utilisation efficace des pesticides (Bouziani, 2007).

1.5. Effets secondaire des produits phytosanitaires

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de I’utilisation des
produits phytosanitaires, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans
I’environnement, principalement dans I’air sous forme de gouttelettes ou sur le sol (Pimentel,
1995). Ils peuvent alors étre soumis a différents processus (INERIS, 2005).

la photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988) Les pesticides peuvent contaminer
I’air intérieur non seulement suite a leur application ou leur stockage dans les logements mais
également du fait du transport des produits utilisés a I’extérieur (agriculture, jardins, parcs)
par I'intermédiaire des chaussures, des vétements, des animaux domestiques ou par I’air.
(Bouvier et al., 2006).

1.7. Effets sur la santé humaine
Les pesticides peuvent pénétrer dans I’organisme par contact cutané, par ingestion et

par inhalation. Les manifestations peuvent se limiter & des signes locaux irritations de la
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peau, des muqueuses, réactions allergiques cutanées ou oculaires, vomissements, toux, géne
respiratoire ou bien traduire I’atteinte d’un ou plusieurs organes ou systemes : foie, rein,
systeme nerveux central... On parle alors d’effets systémiques. L’intoxication massive peut
avoir des conséquences graves, parfois mortelles. (Mohamed DEBBAB ,2014)

1.8. Résistance aux Pesticides.

La résistance aux pesticides est la résultante d’une sélection d’organismes tolérant des
doses qui tuent la majorité des organismes normaux. Les individus résistants se multiplient en
I’absence de compétition intra spécifique et ils deviennent en trés peu de générations les
individus majoritaires de la population. La résistante est définie par ’'OMS comme «
I’apparition dans une population d’individus possédant la faculté de tolérer des doses de
substances toxiques qui exerceraient un effet léthal sur la majorité des individus composant
une population normale de la méme espéce ». Un pesticide se contente de sélectionner la
résistance, mais ne la crée pas. Cette résistance a été observée chez les plantes mais aussi
chez les insectes et en particulier de plus en plus (Janet et al., 2000 ). chez de nombreuses
souches (Bang et al., 1969 )especes de moustiques( Brown , 1986) devenus rapidement
résistants au D.D.T (Amin et al.,, 1989 ), puis aux organophosphoré aux carbamates
(Anaratnam et al., 1974) et aux pyrethrinoides ( Ramesh et al., 2001) ( Caiet et al., 2002)
,(Tomalik et al., 2001) .De méme chez la mouche domestique ( Wan et al., 1989) d’autres
insectes vecteurs de zoonoses ou de maladies humaines (Oktey et al ., 2003) ,(Ismail et al .,
2003) arthropodesLes acariens ont également développé des adaptations a certains acaricides
génétiquement transmises a leur descendance (RT. Roush,et al., 1987)

En guise de conclusion, la résistance aux pesticides est un probleme en expansion qui
pourrait s’aggraver considérablement si des solutions efficaces ne sont pas mises en place
rapidement. Le probleme de la résistance se retrouve dans tous les systémes, en réponse aux
applications d’herbicides, d’insecticides, de fongicides etc... L’acquisition de la résistance
aux pesticides est une réponse évolutive des ennemis des cultures a la pression de sélection
provoquée par les traitements phytosanitaires. Plus on traite, plus la pression de sélection est
forte, plus vite devrait apparaitre la résistance. Ceci signifie que le systéme porte en lui son
propre vice de fonctionnement, et que la venue de la résistance est inéluctable. Un autre
facteur a considérer est le fait que dans certains agroécosystéemes, il n’existe pas a I’heure
actuelle de méthode alternative de lutte contre les ennemis des cultures suffisamment efficace
pour remplacer les pesticides.

1.9. Caractéristiques physico-chimique
1.9.1. Définition
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Un pesticide chimique de la famille néonicotinoide est un produit spécifiquement fabriqué
pour tuer ou repousser des organismes entrant en compétition avec les plantes cultivées.

L’acetamipride est un des insecticides trés largement utilisé dans le monde et dont les
ventes ne cessent d’augmenter depuis leur apparition sur le marché international dans les
années 90(Terayama et al., 2016). Il joue un r6le d’inhibition irréversible sur
I’acétylcholinestérase laissant une concentration élevée de I’acétylcholine dans la fente
synaptique favorisant une sensibilisation continue des récepteurs a I’acétylcholine (nAChR).
Sa caractéristique physicochimiques le rend peu persistant dans I’environnement (Sheets,
2010 ; Testud, 2014).
1.9.2. Propriétés physicochimiques

Leur structure chimique est a I'origine de leurs propriétés communes. Ces

caracteéristiques physiques conditionnent leur devenir dans I’environnement et déterminent

leur mode d’action sélectif des Insectes.

11
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1.9.3. Structure chimique
Tableau 01 : Informations générales sur I’acetamipride (ARLA., 2009).

Informations

Abréviation ACT

Synonymes Acetamiprid (E)-N-[(6-Chloro-3-
pyridinyl)méthyl]- N'-cyano-N-
méthyléthanimidamid

Type de pesticides Insecticide

Famille chimique Néonicotinoides

Groupe 4A

Structure CHj

/TN |

Cl—(, ) —CHN_ CH,

La structure des néonicotinoides se divise en 3 segments (Iwasa et al., 2004; Jeschke,
Nauen 2008; Jeschke et al., 2011):
v' ungroupe R1et R2, acyclique acétamipride,
v un cycle « A » de 5 ou 6 atomes, avec un atome de chlore ;
v"un groupe fonctionnel cyano ou nitro « [X-Y] », indispensable a I’activité insecticide.
Le pouvoir insecticide est également corrélé a la structure chimique (Iwasa et al., 2004.,
Decourtye, Devillers 2010., Matsuda et al., 2001)
v les molécules avec un cycle « A » a 5 atomes de carbone sont moins puissantes que
celles avec un cycle a 6 atomes ;
v la présence des substituants oxygene, sulfure ou nitrogéne augmentent I’action

insecticide ;

12
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¢

¢

Figure 03. Structure spatiale d’Acétamipride [http://meddic.jp/acetamipride].

1.9.4. mode d’action

L’Acetamipride agit par contact et ingestion sur un grand nombre d’insectes piqueurs
suceurs puis se diffuse dans toutes les parties. Les ravageurs absorbent le produit en se
nourrissant. 1l est efficace contre les ravageurs ne pouvant étre atteints directement par contact

en se cachant sous les feuilles ou dans les fruits.

Il agit sur le systéme nerveux des insectes mais de maniere différente des autres
familles (pyréthrinoides et organophosphoreés). Il peut donc étre utilisé en alternance a ces
familles de produits pour éviter I’apparition de résistance.

1.9.5. Effets toxicologie

1.9.5.1. une toxicité neurologique : (touchant principalement le cervelet) de I'acetamipride
chez les mammiféres, toxicité liée a [linhibition des récepteurs nicotiniques du
neurotransmetteur qu'est l'acetylcholine, donnant donc des effets de méme nature que ceux du
tabac; ont aussi été décrites des anomalies morphologiques du développement cérébral et des
troubles du comportement tout ceci chez I'animal ; cela a conduit I'EFSA en 2013 a émettre un
avis, dans lequel elle souligne les limites de I'étude, demande une méthodologie plus robuste
mais reconnait le danger neurodéveloppemental des deux néonicotinoides et propose une
nouvelle DJA pour l'acetamipride de 0,025mg/kg de pc/Ji

1.9.5.2. une perturbation endocrinienne : chez les mammiferes et l'oiseau touchant

principalement la thyroide en particulier pour I'acétamipride .

13
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1.9.6. toxico-cinétique d’Acétamipride
1.9.6.1. Sorption

La sorption caractérise la capacité de liaison a des particules. Les acétamiprides
peuvent se lier aux particules du sol, limitant ainsi le phénomeéne de lessivage a I’origine de la
contamination de I’eau. Plusieurs facteurs entrent en jeu, tandis qu’une faible température ou
une faible concentration en insecticide diminuent la sorption. Les acétamipride se fixent
également aux particules des sédiments de fond d’eau douce ou d’eau marine (Bonmatin et
al., 2015; Fossen 2006., Gervais et al., 2010).

Cependant, dans les préparations commerciales, I’ajout de nombreuses substances
modifie le comportement de la substance active : ainsi le lessivage est plus élevé avec toutes
les formulations du commerce par rapport & I’imidaclopride seul (Bonmatin et al. 2015).
1.9.6.2. Absorption et diffusion

Les néonicotinoides sont des pesticides qualifiés de « systémiques » comme
I’acétamipride ils diffusent dans toutes les parties de la plante. Cette propriété dépend de
plusieurs caractéristiques :

- de la solubilité dans I’eau : la diffusion systémique est meilleure avec une bonne solubilité.
- du coefficient de partage octanol/eau : il caractérise la lipophilie d’une substance, et doit étre
compris entre 0.1 et 5 pour qualifier une molécule de systémique.
- de la masse moléculaire : I’absorption est favorisée avec un faible poids moléculaire.
1.9.6.3. Biotransformations

La métabolisation comporte deux phases, appelées phases | et Il. La phase | regroupe un
grand nombre de réactions chimiques reposant majoritairement sur I’activité du cytochrome
P450 et conduit a des formes réduites, hydrolysées, hydroxylées... La phase Il est a I’origine
de formes conjuguées.

Les métabolites peuvent étre communs a plusieurs néonicotinoides, ou bien spécifiques.
Certains gardent une activité insecticide, parfois intense. (Simon-Delso et al., 2015) .
1.9.6.4. Elimination

Dans I’organisme, une fraction de I’ordre de 10% de ce pesticide est éliminée sous
forme inchangée. L’acetamipride est converti en methylamine, plus active que la molécule
mere. 1l n’y a pas d’accumulation d’acetamipride dans I’organisme ; plus de 90 % d’une dose
orale sont éliminés en moins de 72 heures, la totalité en 96 heures. Les voies urinaire (fig.04)
et fécale sont les principales voies d’élimination pour I’acetamipride. (Seifert, 2005 ; Sheets,
2010 ; Chenetal., 2014).
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Partie 2-Etude Bibliographique Sur I’espéce étudiée
l. Présentation et classification de I’espéece

L’escargot Helix aspersa communément appelé Petit-Gris, est un mollusque
gastéropode pulmoné appartenant a I’ordre des stylommatophores, famille des helicidae, sous-
famille des helicinae (Beaumont et Cassier, 1998).

Sa coquille, dextre, est de couleur brun-jaunatre avec un diametre variant de 20 a
35mm et une hauteur de 25 a 40mm. Deux grandes parties sont distinguées : le pied et les
visceres).

Les viscéres correspondent aux organes situés a I’intérieur de la coquille et
comprennent le rein, I’hépatopancréas, le coeur et une partie de I’appareil génital qui se
prolonge également dans le pied. Le pied comporte essentiellement la sole pédieuse,
musculeuse, la partie antérieure du tube digestif et le systéme nerveux. Il se nourrit
principalement de plantes, de lichens et de champignons. Son régime alimentaire n’est pas
spécialisé et I’escargot s’adapte en fonction des plantes qui colonisent le milieu (Chevalier et
al., 2001). Le sol fait également partie de son alimentation et peut influencer sa croissance
(Gomot et al., 1989). Des sols pauvres en calcium peuvent constituer un facteur limitant a la
croissance des escargots, le calcium étant un élément indispensable a la formation de la
coquille (Dallinger et al., 2001). L’escargot compte de nombreux prédateurs, aussi bien des
vertébrés, comme les oiseaux (grive), les petits mammiferes (musaraigne, hérisson), les
reptiles (lézard, couleuvre), que des invertébrés, comme les carabes, les vers luisants et les
limaces (Barker, 2004).
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1.1.1. Classification

Pour la classification, les escargots appartiennent a la classe des gastéropodes. Les
escargots proprement dits (pulmonés terrestres a coquille spiralée) forment le groupe des
Stylommatophora. Selon Bonnet et Vrillon (Bonnet et al., 1990) sa position systématique est

la suivante :

Tableau02 : Classification d’Hélix aspersa. (Bonnet et al., 1990)

Regne Animalia
Embranchement Mollusca
Classe Gastropoda
Ordre Stylommatophora
Famille Helicidae
Genre Helix

Espéce Helix aspersa
Sous-espéce Helix aspersa aspersa

1.1.2. Distribution géographique
1.1.2. 1. Description, écologie et comportement de I'espéce Helix aspersa (Mdller, 1774)
Les escargots utilisés au cours de ce travail sont des mollusques gastéropodes
pulmonés terrestres et appartiennent a I’espece Helix aspersa, on I’appelle aussi Cantareus
aspersus. Plus communément appelé Petit gris.
C'est une espéce ubiquiste qui s'adapte a des milieux, des sols et des climats variés et
s'accommaode trés bien aux milieux fortement anthropisés, mais semble cependant préférer les
milieux ouverts (Kerney et al. 2006). Le petit gris est trés répandu en Algérie et dans les
régions méditerranéennes et océaniques (Chevallier, 1998).
1.1.2. 1. Guelma
Ce site est situé dans la commune de Guelma, au coeur d'une grande région agricole a
290 mm d'altitude, entourée de montagnes (Maouna, Dbegh, Houara) ; la commune de
Guelma est entourée au Nord par la commune de Héliopolis, au Sud par Ben Djarrah, a I’Est
par Belkheir et & I'Ouest par Medjez Amar. Elle a une superficie de 44,74 km’. Ses
Coordonnées géographiques sont : N° : 36,59275°, E° : 007,32970°; elle est le chef-lieu de la
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wilaya, et est située a 60 km au Sud-Ouest d’Annaba, a 110 km a I'Est de Constantine, a 60
km de la mer Méditerranée et a 150 km de la frontiére tunisienne. Elle se caractérise par un
climat subhumide. C’est une zone agricole et comprend quelques industries : CYCMA
(Complexe de fabrication cycles et cyclomoteurs), raffinerie de sucre, Unité de céramique et

vaisselle (ETER) et le Groupe agro-alimentaire Benamor, entre autres.

Figure 05. photos de I'Helix aspersa prise pendant le ramassage (CHAIBI, février 2018)

1.1.3. Anatomie générale de I’escargot
1.1.2.1. Anatomie externe de I’escargot

Sa coquille d'extre, est de couleur brun-jaunatre avec un diametre variant de 20 a 35 mm
et une hauteur de 25 a 40 mm. Deux grandes parties sont distinguées : le pied et les visceres. Les
viscéres correspondent aux organes situés a l'intérieur de la coquille et comprennent le rein,
I’hépatopancréas, le coeur et une partie de I'appareil génital qui se prolonge également dans le
pied (figure 03). Le pied comporte la sole pédieuse, musculeuse, la partie antérieure du tube

digestif et le systéme nerveux (Kerney etal., 2006).
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Figure 06 . Anatomie externe de I’escargot (Kerney et al., 2006).
1.1.4. Déplacement

Helix aspersa se déplace, seulement vers I'avant, grace a son pied, qui est en fait un
gigantesque muscle qui se contracte et s'allonge alternativement. Sa vitesse moyenne pour un
adulte est d'un 1 mm/s soit 3,6 m/h. L’escargot arrive a déplacer 170 fois son poids, autrement
dit un escargot qui pese 10 g par exemple peut déplacer un poids d’environ 1,5 kg. Ses
glandes sécretent différents types de mucus (la « bave ») contenant de nombreux composés
(allantoine, collagene, élastine) qui lui permettent a la fois d'avancer plus facilement en
glissant sur les obstacles et de se fixer méme verticalement sur certaines parois. Le mucus sert
aussi a se debarrasser de certaines substances, comme les métaux lourds, et entre aussi dans la
composition de la coquille. Le mucus est épais, il durcit et seche au contact de l'air en laissant
une trainée brillante a la lumiére . Les mucus sont différentes sécrétions visqueuses et
translucides, produites par divers organismes, et chez ceux-ci par diverses organes ou

i
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mugueuses. Les escargots produisent des mucus externes ayant des fonctions de protection et
parfois de facilité de déplacement, voire de communication.
1.1.5. Hibernation et estivation

Helix aspersa aspersa, escargot terrestre, n’est actif que lorsque I’humidité est
suffisamment élevée. Dans le cas contraire, I’animal se rétracte a I’intérieur de sa coquille
qu’il obture par un voile muqueux (courte inactivité) ou par un epiphragme, ce qui lui évite la
déshydratation. La photopériode et la température sont des variables saisonniéres qui
induisent les états d'inactivité. Hibernation et estivation sont donc des réponses a des stress
environnementaux prévisibles (Bailey, 1981 ; Aupinel et Daguzan, 1989 ; Aupinel et
Bonner, 1996 ; Ansart et Vernon, 2003).

La photopériode est le principal facteur qui déclenche I’activité ou I’inactivité des
escargots, selon qu’ils sont soumis a des régimes lumineux mimant des jours longs (plus de
15 h de lumiére) ou courts. La connaissance de ce phénomeéne est primordiale pour une
exploitation rationnelle de I’animal, permettant ainsi, en jouant sur les durées d’éclairement
journalier, de stimuler la croissance et la reproduction ou, au contraire, I’entrée en hibernation
(Le Guhennec, 1985 ; Lorvellec, 1988 ; Gomot, 1990 ; Buser et Combes, 2009).
L'epiphragme est un bouchon de mucus, plus ou moins imprégné de calcaire, qui durcit en
séchant .

1.1.6. Reproduction et ponte

H. aspersa est hermaphrodite : une seule gonade produit les spermatozoides et les
ovules qui atteignent I’orifice génital par des conduits séparés. Le processus de
I'accouplement est complexe, il peut avoir lieu plusieurs fois avant la ponte. Les 2 escargots
se positionnent tétebéche pour échanger leurs spermatozoides. Le temps d’accouplement est
variable et peut durer plus de 12 heures La fécondation a lieu au niveau de la chambre de
fertilisation, une quinzaine de jours apres I’accouplement. Les ovocytes fécondés sont
entourés d’albumen (secrété par la glande a albumen), qui constitue les réserves nutritives
pour le développement embryonnaire, puis d’une coque calcaire Pour pondre, I’escargot
creuse avec sa téte une cavité de 2-4 cm de profondeur dans le sol, et y dépose une ponte
constituée en moyenne d’une centaine d’oeufs. La ponte peut durer jusqu’a 36 heures. A une
température de 18-20°C, les oeufs vont se développer en 12 a 15 jours avant d’éclore. Ensuite
les jeunes éclos remontent ensuite en surface, ce qui prend 4 a 5 jours supplémentaires
(Lecalve, 1989) avant de pouvoir les apercevoir.

1.1.7. Interéts de I’utilisation de I’escargot en écotoxicologie
Les stades juvéniles et adultes d’H. aspersa sont utilisés dans de nombreuses études

écotoxicologiques. En effet, de par leur place au sein de I’écosysteme terrestre, les escargots
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sont capables d’intégrer des sources multiples de contamination (sol, atmosphere, végétaux)
par diverses voies : digestive, respiratoire et/ou cutanée. Les capacités de résistance
d’accumulation des métaux ont été démontrées chez ces escargots (Scheifler et al., 2002a,b).
Les petit-gris sont des bioindicateurs d’exposition et d’effets de polluants métalliques
(Gomot, 1997 ; Coeurdassier et al., 2000, 2002a ; Scheifler et al., 2002a,b ; Fritsch et
al.,2011) ou organiques (Coeurdassier et al., 2002b, 2011 ; de Vaufleury et al., 2006 ;
Regoli et al., 2006). Un bioessai évaluant les effets des substances chimiques et des matrices
contaminées sur la survie et la croissance d’H. aspersa juvéniles até standardisé
(1S015952:2006). H. aspersa a également permis de suivre les transferts des divers polluants
(organiques, métalliques, radionucléides) dans des chaines trophiques (Gomot-de Vaufleury
et Pihan, 2000 ; Scheifler et al., 2002b, 2003, 2006 ; Scheifler, 2002 ; Hispard et al., 2008),
ou encore d’évaluer les cinétiques de transfert milieu-escargot (Gimbert et al., 2006, 2008).
1.1.8. Spécificités des escargots
En milieu terrestre les escargots remplissent les critéres précédemment développés et
sont reconnus comme des indicateurs écologiques pertinents car :
- ils représentent une biomasse significative au sein de la communauté des invertébrés du sol
(Dallinger-*+ al,. 2001)
> ils occupent une situation privilégiée a I’interface sol-plante-atmosphére (Barker,
2001),
> ils integrent des sources et voies de contamination multiples,
> ils possédent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux
polluants métalliques (Dallinger et al., 1984),
> ils présentent des réponses physiologiques : inhibition de croissance, de reproduction,
mortalité (Laskowski et al., 1996), et biochimique (coeurdassier et al., 2001) quand
ils sont exposés aux contaminants,
> ils constituent un élément des réseaux trophiques qui contribue au transfert des

polluants du sol et/ou des plantes aux prédateurs (Beeby, 1985)
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11.1.0Objectifs et principe de I’étude

Au niveau individuel, les effets toxiques des contaminants sur les processus
physiologiques des invertébrés peuvent se traduire par une altération de plusieurs fonctions
vitales et peuvent se répercuter sur les performances individuelles impliquées dans la
dynamique des populations (Forbes et Forbes, 1994). Ces effets sont les conséquences de
changements métaboliques, cellulaires ou tissulaires mais aussi de modifications

comportementales
11.2. Matériel et méthodes
11.2.1. Matériel

Tous les bioessais de cette étude ont été réalisés au Laboratoire de Toxicologie, du
département de Biologie, Université I'Arbie Tebessi- Tebessa.

11.2.1.1. Matériel biologique
11.2.1.1.1. Présentation et description de I’espéce bioindicatrise

L’escargot Helix aspersa (syn. Cantareusaspersusou Cornu aspersum O.F. Miller,
1774) communément appelé petit-gris, est un mollusque gastéropode pulmoné qui fait partie
de I’ordre de stylommatophores, de la famille des helicidae. Il posséde une coquille dextre
(qui s’enroule de gauche a droite), de couleur brun-jaune avec un diamétre moyen de 30 mm.
Le corps de I’escargot est composé de deux parties distinctes : le pied et les visceres. Le pied
lui permet de se déplacer avec un mouvement de glisse aidé par -I’émission d’un mucus qui
réduit la friction avec les surfaces rugueuses. Il comporte le systeme nerveux, la partie
antérieure du tube digestif, la sole pédieuse et musculeuse. Les viscéres sont constitués des
organes présents dans le tortillon a [Iintérieur de la coquille a savoir : le rein,
I’hépatopancréas, le cceur et une partie de I’appareil génital qui se prolonge jusque dans le
pied.
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Figure 07 : Helix aspersa[Bonnet et al.,1990]

11.2.1.1.2. Systématique
Tableau3. Classification de Helix aspersa[Bonnet et al.,1990]

Regne Animalia
Embranchement Mollusca
Classe Gastropoda
Ordre Stylommatophora
Famille Helicidae
Genre Helix

Espece Helix aspersa
Sous-espece Helix aspersa aspersa

11.2.1.2. Choix d’insecticide

Les insecticides de type néonicotinoides sont des analogues synthétiques de la nicotine,
qui est un alcaloide naturel extrait des feuilles de tabac, utilisée depuis des siecles comme

insecticide (Jeschke et al., 2011).

L’ Acetamipride est surtout utilisé pour lutter contre les insectes piqueurs-suceurs (thrips,
mouche blanche, cicadelles, cochenilles, pucerons) et les mineuses sur les principales cultures

maraichéres (tomate, aubergine, courge, melon, poivron, ...).

L’acetamipride a été utilisé sous forme de préparation commerciale. Nous avons choisi

deux doses (20 et 40 mg/L) inférieurs a des concentrations appliquées en culture. En effet,
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l'insecticide est appliqué & des concentrations de 1000ml/10 m?. Ainsi, les concentrations
choisies se rapportent a des concentrations plus faibles que celles rencontrées par les escargots

en culture.
11.2.3. Méthode
11.2.3.1. Méthode d’élevage

Les escargots utilisés sont les adultes de Helix aspersa collectés d’un site non traité
par les pesticides, situé dans la région de Guelma (Nord-Est algérien). Les escargots sont
ensuite transférés au laboratoire, ou ils seront adaptés aux conditions contr6lées pendant 1
moins. Les 50 individus choisis ont une masse moyenne de 9.33 +0.2 g.

11.2.3.1.1. Conditions d’élevages

L’élevage des escargots est réalisé dans des conditions d’environnement optimales
suivantes: photopériode 18 h de lumiere par 24 h, 20°C. lls sont répartis dans des cristallisoirs
transparents, avec couvercle perforé (tulles), et chaque cristallisoir contient une éponge
humide pour maintenir I’humidité, les escargots sont nourris exclusivement de feuilles de
laitue fraiche. Les cristallisoirs sont nettoyés réguliérement tous les trois jours [Daumeret al.,
2007].

Figure08. Elevage d’Helix aspersa dans laboratoire

11.2.3.2. Méthode de traitement

Nous avons retenu deux doses d’acetamipride d’alimentation et un milieu témoin. Les
escargots sont répartis en 3 lots de 15 escargots pour chaque traitement. Les périodes du
traitement sont: 3, 7, 15 jours (figurel0). L’acetamipride est ajoutée a la nourriture par
pulvérisation apres leur mélange avec I’eau distillée. Dans tous les cas, la nourriture apportée

est renouvelée, qu’elle soit contaminée ou non, tous les trois jours au moment du nettoyage
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des cristallisoirs. Ce nettoyage est fait, autant que possible, a heure fixe. Il comprend un
lavage des parois des cristallisoirs a I’eau distillée, un changement de I’éponge absorbante au
fond des cristallisoirs ou un ramassage des feces des escargots déposés sur I’alimentation.
Ensuite, I’ensemble des cristallisoirs est humidifié a I’eau distillée (Coeurdassier M., 2001)

Figure 09. solution d’acetamipride dans laboratoire
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11.2.3.3. Dissection de I’escargot pour le préléevement des organes

Dans une cuvette a dissection, placer un escargot et découper la coquille avec des
micro-ciseaux en suivant le bord d’enroulement de la coquille. Aprés chaque période de
traitement, les escargots sont mis a jeun pendant 48 h afin que le contenu de leur tube digestif
soit vide. Ceci évite d’éventuelles interférences entre les contaminants présents dans I’aliment
ingéré et les quantités de contaminants réellement accumulées dans les tissus. Les boites ou ils
jelnent sont lavées a I’eau artificielle pour éviter la réingestion des feces. Apres chaque
période de traitement les animaux sont sacrifiés par congélation a -80 °C puis disséqués
(Coeurdassier et al., 2001). Les escargots sont décoquillés et leurs hépatopancréas
rapidement excisés , pesés et est destinées aux mesures des biomarqueurs physiologiques.

Figure 11. décoquillage d’Helix aspersa

11.2.3.4. les Biomarqueurs physiologiques

> Le poids frais de I’hépatopancréas est mesuré a l'aide d'une balance de précision
modeleOHAUS®ANALYTICAL plusfGomot., 1997a].
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Figure 12. mesure des Le poids frais de I’hépatopancréas
11.1.3.5. Dosage des biomarqueurs biochimiques
11.1.3.5.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une
fraction aliquote de 100 I a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G 250 (Merck). La solution de BBC, se prépare comme suit: On homogénéise 100 mg
de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a
85% et on compléete a 1000 ml avec I'eau distillée. La durée de la conservation du réactif est
de 2 a 3 semaines a 4 °C. Celui-ci révéle la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de bceuf (Sigma) titrant 1

mg/ml .

11.1.3.5.2. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été détermines selon la méthode de Goldsworthyet al. (1972)
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 ml des extraits lipidiques ou de gamme étalon aux quelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentre, les tubes sont agites, et
mis pendant 10 mn dans un bain de sable a 100 °C. Apreés refroidissement, on prend 200 ml
de ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 mn a
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l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotometre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec I'acide Sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. Le réactif est prépare comme suit : Dissoudre 0,38 g
de vanilline dans 55 ml d'eau distillée et ajouter 195 ml d'acide ortphosphorique a 85%. Ce
réactif se conserve pendant 3 semaines a 4 °C et a l'obscurité. La solution mére des lipides est
préparée comme suit : on prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un
tube eppendorf on ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V).

11.1.3.6.. dosage des indicateurs du stress oxydant

11.1.3.6.1 Dosage du glutathion

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker& Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB)
par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm. Le
dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons témoins et traités des deus especes
dans 1 ml d’une solution d’éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA,
1000 ml eau distillée]. Afin de protéger les groupements thiols du glutathion, I’homogénat
doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25 g ASS, 100
ml eau distillée] ou 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres
agitation est plongé dans un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn
pendant 5 mn. Un aliquote de 500 pl de ’homogénat (Séries témoins et traitées) récupéré est
ajouté a 1 ml du tampon tris/ EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml
eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu].
L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus avec une série témoin.
La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de
repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 pl de surnageant sont
remplacés par 500 pl d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

GSH= A Do0/13100xVd/VhxVt/Vs | mg _ de protéines
[GSH] : micromoles de substrat hydrolysé par mg de protéines.
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
13100: coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH)(mM-1cm-1).
Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml

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

V't : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris / EDTA + 0,025 ml
DTNB].

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

11.1.3.6.2. Dosage du malondialdéhyde MDA

Le taux de malondialdéhyde (MDA) est quantifié selon la méthode de Draper
etHadley [Draper H.H]. Le dosage du malondialdéhyde utilise le test a [I’acide
thiobarbiturique (TBA).

Cette mesure est basée sur les propriétés de certains composés comme le
malondialdéhyde, de réagir avec le TBA pour régénérer un produit coloré qui absorbe la
lumiére a une longueurd’onde de 532 nm.

Les hépatopancréas témoins et traités de Helix aspersasont prélevées a différentes
periodes (3 j, 7 j, 15j) sont broyés a I’aide d’un microciseau dans un 1 ml de tampon tris-
Hcl(50mM, Ph 7,5) [1,5137 g tris + 0,0730 g EDTA + 42,78 g sucrose + 250 ml d’eau
distillé].une fois I’homoginisation réalisée, une centrifugation est effectuée pendant 10 mn a
10000tours/mn et le surnagent récupéré servira au dosage du MDA.

Le dosage est realisé avec 500 ul du sernagent additionné de 2,5 ml de TCA[100 g
TCA, 1000 ml d’eau distillée]. Les tubes sont mis pendant 15 mn au bain marie a 100°C.
Apres refroidissement dans la glace, une centrifugation est effectuée a 10000 trs/mn pendant
10 mn. Une fraction aliquote de 2 ml du surnagent est alors prélevée a la quelle on ajoute 1 ml
de TBA [6,7 g TBA, 1000 ml eau distillée]. Aprés un second chauffage (100°C, 15 mn) puis
refroidit-on ajoute 1,5 ml de butanol. Apres agitation une derniere centrifugation (10000
trs/mn, 10 mn) est réalisée et le surnagent constitué de 1 ml de butanol renfermant les
complexes TBA/MDA est récupéré et une lecture des absorbances est effectuée a 532 nm
contre un blanc ou du tampon tris-Hcl remplace le surnagent.

Le taux du MDA est déterminé selon la formule suivante :

MDA= Do/156xVt/VsxVt/Vs | mg _ de protéines
[MDA] : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (uM/mg de protéines)
Do : la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat

156 : coefficient d’extinction molaire du TBA

Vt : volume total dans la cuve : 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant les
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complexes TBA/MDA]
Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0,5 ml
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg
11.2.3.7. Analyse statistique

Dans notre étude, pour mieux visualiser les résultats obtenus, la représentation
graphique choisie est celle des histogrammes en utilisant Microsoft Excel 2007. Du logiciel
Minitab pour I’analyse statistique et du traitement des données version 13.31.

Chaque paramétre mesuré a fait I’objet d’une analyse de variance avec a<0.05 (TEST
T). Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins I’écart-type (m % s).
Une analyse de la variance a deux critéres de classification (concentration, temps) a été
effectuée utilisant le test ANOVA
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Il Résultats
111.1 Effet de I’acetamipride sur le poids de I’hépatopancréas d’Helix aspersa

La figure 13 montre une augmentation non significative du poids des hépatopancréas

apres 3 ; 7 et 15 jours de traitement a la dose de 20 mg/L et a la dose de 40mg/l par rapport

aux témoins.
12 -
~ 10 -
8
b} )
=8 8 mT
E S mD1
©5 6 -
3 §- mD2
o® 4 -
o o
o2
- 2 -
0 u
3] Temp&jours) 15)

Figure 13. Effet de I’acetamipride sur le poids de I’hépatopancreas chez Helix aspersa en
fonction du temps (m £ s, n 5) (* Différence significative comparant au témoin (P <0,05),

P : Seuil de signification)

111.2. Effets de I’acetamipride sur la composition biochimique de I’hépatopancréas

d’Helix aspersa

111.2.1. Effets sur le taux des métabolites

111.2.1.1. Effets sur le taux des protéines totales

Les effets de I’acetamipride (20, 40mg/l) sur le contenu en protéines totales sont
présentés dans la figure 14. Elle montre que la teneur en protéines augmente de fagon
significative (P <0,05)

La comparaison des moyennes des teneurs en protéines entre les escargots témoins et
les escargots traités durant 3 j, 7 j et 15 j révele I’existence d’une différence significative (P
<0,05) aprés 3, 7 et 15 a la dose 1, a la dose 2 I’augmentation des teneurs en protéines est
significative apres 3et 7 J et hautement significative (P<0,001) apreés 15 j.

Les résultats d’analyse de la variance a deux criteres (ANOVA) révélent un effetdose
(P <0,001)
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Figure 14. Effet sur le taux des protéines totales chez Helix aspersaen
fonction du temps (m £ s, n 5) (* Différence significative comparant au témoin (P <0,05), **
Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01), comparant au témoin (P
<0,001), P : Seuil de signification).
111.1.1.2. Effets sur le taux des lipides

Les résultats portés par la figure 15 révélent que le traitement des escargots par
I’acetamipride induit une diminution des lipides hépatopancréatiques.

Nous remarquons une diminution hautement significative de lipide aprés 7 et 15 j du
traitement par rapport aux témoins a la dose de 20 mg/l. La comparaison des moyennes des
teneurs en lipides entre les escargots témoins et les escargots traités révele I’existence d’une
différence hautement significative (P<0,01) et trés hautement significative(P<0,001)
respectivement aprés 3 j, 7 j et apres 15 j a la forte dose.

Les résultats d’analyse de la variance a deux criteres (ANOVA) révelent un effet
temps (P<0.05) et un effet dose (P <0,001)
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Figure 15. Effet d’acétamipride sur le taux des lipides totaux chez Helix aspersaen
Fonction du temps (m = s, n 5) (** Différence hautement significative(P<0,001)
Différence*** tres hautement significativecomparant au témoin (P <0,001), P : Seuil de

signification).

111.3. Effets sur le taux des biomarqueurs du stressoxydan

111.3.1. Effet d’acetamipride sur le taux de glutathion (GSH)

Les résultats portés par la figure 16 révelent que le traitement des escargots par
I’acetamipride induit une diminution de GSH hépatopancréatique.

Nous remarquons une diminution non significative et trés hautement
significative(P<0,001) respectivement aprés 3 j du traitement par rapport aux témoins a la
dose de 20 mg/I

diminution hautement significative (P <0,01) des teneurs en GSH apres 7et 15j de
traitement par les deux doses : 20 mg/g et 40mg/|

Les résultats d’analyse de la variance a deux criteres (ANOVA) révelent un effet
temps (P <0,05) et un effet dose (P <0,001)
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Figure 16. Effet du sur le taux des GSH totales chez Helix aspersaen
fonction du temps (m £ s, n 5) (* Différence significative **hautement significative ***
différence trés hautement significativecomparant au témoin (P <0,05),
P : Seuil de signification)
111.3.2. Effet de I’acetamipridesur le taux du malondialdéhyde (MDA)

Les résultats obtenus montrent qu’il n’existe pas de différence signifiquative (p> 0,05)
chez les escargots traités par les deux doses d’acetamipride au différent temps (3, 7 jours) et
une différence signifiquative chez les escargots traités par la faible dose aprés 15j (Figure 15).

Les résultats de I’analyse de la variance a deux critéres (ANOVA) révelent un effet
temps (P <0,05) et un effet dose (P <0,05).
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Figure 15. Effet d’acetamipride sur le taux de MDA chez Helix aspersa en
fonction du temps (m s, n 5) (* Différence significative comparant au témoin (P <0,05),

P : Seuil de signification)




Chapitre IV :
Discussion



Chapitre IV : Discussion

1V. Discussion

Les activités enzymatiques et les réserves d'énergie ont été explorées comme
marqueurs biochimiques potentiels pour une variété d'organismes différents parce que ces
paramétres sont trés sensibles, moins variables et conservés entre les espéces et souvent plus

faciles a mesurer que le stress indices (Agrahari et al., 2007).

Le stress oxydatif est I’un des principaux mécanismes de toxicité associés a une
panoplie de xénobiotiques dans I’environnement, parmi lesquels, on retrouve les pesticides et
les produits phytosanitaires (Lauvverys et al., 2007 ; Lukaszewicz, 2008 ; Michael et al.,
2016). Des quantités importantes de pesticides sont rejetées dans I’environnement, induisant
ainsi une contamination chronique d’un nombre croissant d’écosystemes (Sarkar et al.,
2006). Cette contamination altére les organismes vivants a tous les niveaux d’organisation.
De ce fait, I'utilisation d’organismes bio indicateurs pour la bio surveillance éco
toxicologique s’impose grace a des bio marqueurs qui rendent comptent des niveaux de
pollution auxquels sont soumis ces organismes. L’exposition aux pesticides peut produire des
perturbations biochimiques, histologiques ou morphologiques, se traduisant par des
altérations spécifiques d’un organe, d’un processus biochimique ou biologique (cancer et
mutagénicité). Ces effets varient selon I’intensité, la voie, la fréquence et la durée de
I’exposition mais aussi en fonction de I’espece, du sexe, de I’age et de I’état de santé des
populations exposées. lls peuvent étre réversibles ou irréversibles, immédiats ou différes
(Maran et al., 2010).

IV. 1. Effets du I’acetamipride sur I’hépatopancréas d’Helix aspersa

L’hépatopancréas, site important du métabolisme, de [I’accumulation, de la
biotransformation, et de I’excrétion de nombreux xénobiotiques, fait partie des organes les
plus étudiés (Odendaal et Reinecke, 2003; Hamed et al., 2007; Radwan et al., 2008;
Zaldibar et al., 2008

Les insecticides pénétrent dans le corps de I’escargots par diverses voies et
franchissent plusieurs barriéres avant d’atteindre I’hépatopancréas, organe de détoxification
des xénobiotiques (Triebskorn et Kiinast, 1990; Hamed et al., 2007; Frias-Espericueta et
al., 2008).

IV.2. Effets d'acetamipride sur le poids de I’hépatopancréas d’Helix aspersa
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Certains organes du corps contiennent des enzymes chargées de catalyser une série de
réactions permettant de détoxiquer I’organisme des composés nocifs présents. La
biotransformation de toute molécule xénobiotique a caractére hydrophobe met en jeu des
meécanismes permettant d’augmenter son hydrosolubilité afin de faciliter son excrétion. Ce
processus se déroule principalement au niveau de la glande digestive (hépatopancréas) chez
les mollusques ( Michel X., 1993).

Nos résultats montre une augmentation non significative remarquable du poids de
I’hépatopancréas des escargots Helix aspersa traités, qui pourrait étre due a l'accumulation
d'acetamipride et leur métabolites au niveau des hépatocytes en vue d'une détoxication ou d'un
effet d'induction enzymatique (Wayland J. and Edward R., 1991). Notre résultat est
similaire aux résultats chez les lapins traités par les doses (2, 3, 5 et 8 mg/kg/j) d’un
insecticide carbamate (Mallem L., Keck G., Franck M. and Boulakoud M., 2007).

IV.3. Effets de I’acetamipride sur le taux biochimique de I’hépatopancréas d’Helix
aspersa

1V.3.1. Effets sur le taux des protéines totaux

Les protéines sont essentielles dans la construction et la réparation des tissus. Sous contrainte
conditions, les protéines peuvent fournir de I'énergie grace au catabolisme. L’augmentation
significative du taux des protéines d’une maniére dose dépendante a I’acetamipride peuvent
s’expliquer par la synthése des enzymes et peptides de défense contre le déséquilibre
homéostasique du stress oxydatif (Anadn et al., 1991 ; Benbouzib, 2012 ; Rouabhi et al.,
2015). Nos résultats sont conformes aux travaux réalisés sur des rats males Rattus rattus de la
souche Wistar traités par un insecticide néonicotinoide I’acetamipride . . (Cory-Slechta DA. et
al.,2005 et Banerjee BD. et al.,2001)

La fluctuation du niveau de protéines totales pourrait résulter de déséquilibre entre
le taux de synthese et le taux de dégradation. De plus, pendant le stress, les animaux
synthétisent soi-disant les protéines de stress. Ainsi, l'augmentation observée du niveau de
protéines pourrait étre expliqué par une augmentation de la synthese protéique des escargots
en réponse a un tel stimulus (M.A. Radwan et M.S. Mohamed, 2013). Nos resultats sont en
bon accord avec ceux rapportés par M.A. Radwan et M.S. Mohamed. (2013) qui ont trouvé
que les escargots terrestres, Helix aspersa présentaient une augmentation significative de la
protéine totale apres une exposition d'une 1, 3 et 7joures a 0,2 DL50 d’imidaclopride.
D’autres études ont aussi montré une augmentation significative de la protéine totale apres

une exposition d'une semaine a un sol pollué par I'imidaclopride chez les vers de terre. Une
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augmentation de la teneur totale en protéines a également été détecté chez des juvéniles de P.
scaber, apres deux semaines d’exposition a 5 mg d'imidaclopride / g de nourriture séche
(Drobne et al., 2008).

1VV.3.2. Effets sur le taux des lipides totaux.

Les lipides jouent des rbles extrémement importants dans la fonction normale d’une
cellule (M.A. Radwan et M.S. Mohamed, 2013).La diminution dose-dépendante du taux
des lipides aprés exposition de Helix aspersa a I’acetamipride peut étre due au stress
chimique causé par le composé testé. En effet, des résultats rapportés que I’effet nocif des
composés chimiques pourrait étre attribué a I’augmentation de la formation de
malondialdéhyde (MDA) le résultat de I’activation de la peroxydation lipidique (dégradation
des acides gras polyinsaturés) par les radicaux libres (Dixit et al., 2001 ; Alpha Jalloh et
al., 2009). Ou peut étre di a une synthése réduite de lipides ou a activité de la lipase
impliquée dans l'oxydation des lipides. Egalement la diminution des lipides totaux peut étre
due a une déplétion du glycogene dans le méme tissu, moyennant quoi la teneur en lipides
peut étre utilisée pour la production d'énergie. Nos résultats en concorde avec les résultats
obtenus chez Helix. aspersa exposés a des doses sublétales (0,2 - 0,6 DL50)
d'imidaclopride aprés 1, 3 et 7 jours d'exposition, respectivement (M.A. Radwan et M.S.
Mohamed, 2013)

IV.4. Effets sur le taux des biomarqueurs du stress oxydant
IV.4.1.Effets sur le taux de GSH

L’une des réactions majeures de la détoxification assurant la protection de I’organisme
vivant dans un milieu pollué est la conjugaison avec le groupement thiol (-SH) du glutathion.
Le GSH est un tripeptide bien connu pour étre un élément de la premiére ligne de défense
contre le stress oxydant et considéré des lors un composé essentiel qui maintient I’intégrité
cellulaire grace a sa propriété réductrice et sa participation active dans le métabolisme
cellulaire (Sauer, 2014 ; Aoun et Tiranti, 2016). Il est considéré comme un important
antioxydant qui assure la protection des membranes cellulaires contre les dommages
provoqués par les radicaux libres (Sies & Akerboom, 1984 ; Martinez-Alvarez et al., 2005 ;
Lam, 2009). Il existe sous deux formes : une forme oxydée (GSSG) et une forme réduite
(GSH) (Anders et al., 1988). Certains des réles importants de glutathion sont la réduction ou
I’inactivation des ROS par la formation de glutathion disulfure (GSSG) et la conjugaison du
glutathion réduit (GSH) pour I’élimination des xénobiotiques (Di-Monte et Lavasani, 2002 ;
Arora et al., 2016 ; Rjeibi, 2016). Donc il joue un réle important dans le maintien de I'état
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réduit de la cellule. Cette fonction thiol peut aussi interagir avec des molécules électrophiles
et intervient dans les mécanismes de détoxication des cellules vis-a-vis de nombreux

contaminants (Adam et al., 2005).

En accord avec nos résultats, la diminution du taux de GSH a été également observée
dans I’hépatopancréas de deux adultes d‘H. aspersa et d’H. asperta et leur juvéniles traités
par le thiaméthoxam a des concentrations (200 et 400 mg/L) apres 96 heures d’exposition
(Louiza DOUAFER., 2015).

1V.4.2.Effets sur le taux de MDA

Le MDA est le principal composé provenant de la formation de divers aldéhydes
toxiques pour I’organisme suite a la dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires. (ZIELINSKI & PORTNER, 2000).

Le MDA est considéré comme un biomarqueur de stress oxydatif en général, et de
peroxydation lipidique en particulier (Grara et al., 2012). Il est un oxydant majeur produit
d'acide gras polyinsaturé peroxydé (Zhang et al., 2004). Le MDA est le résultat de l'attaque
des lipides polyinsaturés par des ERO dans certaines conditions de stress, en particulier avec
des contaminants organiques (HAPs, PCBs, pesticides) et inorganiques (métaux). Beaucoup
de travaux ont indiqué que le niveau de péroxydation des lipides est un paramétre important
évaluant le niveau de I'effort oxydant dans les organismes vivants. Dans plusieurs travaux, le
MDA a été utilis¢é comme un biomarqueur de la péroxydation lipidique : chez I’escargot
(Grara et al., 2012).Toutefois, la lipopéroxydation présente aussi une variation en fonction
de I’espece, de I’age, de la saison, des conditions abiotiques et du tissu étudié (KappusH.,
1987 ; Viarengo et al., 1990).

Le taux du MDA a été évalué a 3, 7 et 15j chez des escargots Helix aspersa témoins et
traitées. Les résultats obtenus montre une augmentation significative apres traitement par
deux concentrations d’acetamipride et cela comparativement aux témoins. En accord avec nos
résultats, une augmentation du taux du MDA a été signalée dans les tissus des poissons
Cyprinus carpio L traités par deux doses létales (50 et 100 ng/L) de carbofuran (Ensibil et al,
2010). Une exposition aux métaux lourds induit une peroxydation lipidique, cette observation
est signalée chez la moule M galloprovincialis exposée au cuivre, cadmium et au mercure

(Viarengo et al., 1990), et chez Donax trunculus (Sifi, 2009).
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Conclusion

De nos jours, nous vivons dans un monde de plus en plus pollué, et le nombre des
maladies est en pleine expansion. En cause, les produits chimiques, notamment les pesticides
et les plastifiants. Ces substances toxiques ne touchent pas les étres humains mais aussi tous
les organismes vivants, I’escargot terrestre Helix aspersa (Mollusques gastéropodes pulmonés
terrestres) est parmi les animaux utilisables comme bioindicateurs pour révéler et évaluer la

contamination de I’ecosysteme.

Le travail réalisé, nous a permis d' étudier chez un espéce d’escargot Helix aspersa
I'effet d'un insecticide néonicotinoide, I’acetamipride, sur le poids de I’hépato-pancréas, la
composition biochimique des escargots (protéines, lipides) et les variations de deux
biomarqueurs: le glutathion (GSH) et le malondialdéhyde (MDA) au niveau de
I’hépatopancréas.

Les résultats obtenus, ont montré que l'exposition de Helix aspersa a deux doses
d’acetamipride (20mg/g ,40mg) aux différents temps testés (3, 7 et 15 jours) entraine
I'apparition d'un stress oxydatif qui se manifeste par:

e Une augmentation du taux de I' MDA ;

e Une diminution des taux de GSH chez les séries traitées comparativement aux

témoins ;

e De plus, I'étude de la composition biochimique (protéines et lipides) révele une

augmentation significative du taux de protéines totales avec une diminution

significative du taux de lipides.

Ce travail mériterait détre approfondi par des nouvelles voies d'approche
(enzymologie, embryologie, génétique...) qui pourrait peut étre élucidé d’autres problémes.
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Annexe 1 Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines

hépatopancréatiques

Tubes 0 1 2 3 4 5
Quantité d’albumine | O 20 40 60 80 100
Solution mére de BSA (ul)

Eau distillée (u) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4

Annexe 2. Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des lipides

hépatopancréatiques

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipide (1)) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther/chloroforme (uf) | 100 80 60 40 20 0
Réactif sulphosphovanillinique 2.5

(ml)

Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250
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Annexe 03. Droite de régression exprimant les absorbances a 595 nm en fonction de la

quantité des protéines (ug) (R2 : coefficient de détermination)

DO

Y

=-0,1052+0,141771Q
R?=97,7%

Annexe 04. Droite de régression exprimant les absorbances a 530 nm en fonction de la

quantité des lipides (ug) (R2 : coefficient de détermination)

DO

Y= -0, 0153333+0, 124857
R?=88%

]
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Annexe 5. Analyse de la variance a deux critere de classification (dose, temps) de poids de
I’hépatopancréas (g) chez Helix aspersa

Source DL CM F P
période 2 7,048 2,64 0,085
dose 2 4,094 1,53 0,230
période*dose 0,512 0,19 0,941
Erreur 36 2,674

Total 44

Annexe 06. Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) du tauxdes

protéines (ug/mg du I’hépatopancréas) chez Helix aspersa (m+s, n=5)

Source DL SC CM P
Période 2 3,1823 1,5911 0,113
dose 2 70,5908 35,2954 0,000***
Période*dose 4  1,6096 0,4024 0,675
Erreur 36 24,7292 0,6869

Total 44 100,1119
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Annexe 7. Analyse de la variance a deux critere de classification (dose, temps) du taux

des lipides (ng/mg du I’hépatopancréas) chez Helix aspersa (mzs, n=5)

Source DL SC CM F P
période 2 0,2869 0,1435 1,33 0,277
dose 2 1,9652 0,9826 9,11 0,001**
période*dose 4 0,6010 0,1502 1,39 0,256
Erreur 36 3,8840 0,1079

Total 44  6,7371

Annexe 08. Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) du taux

deGSH (uM/mg de protéine) chez Helix aspersa (mzs, n=5)

Source DL SC CM F P
période 2 3,823 1,912 3,31 0,048*
dose 2 114,240 57,120 99,00 0,000***
période*dose 4 3,095 0,774 1,34 0,274
Erreur 36 20,771 0,577

Total 44 141,929
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Annexe 09. Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) du taux

de MDA (uM/mg de protéine) chez Helix aspersa (mzs, n=5)

Source DL SCséq CM ajust F P
periode 2 1,7995 0,8997 3,80 0,0329
dose 2 1,6302 0,8151 3,44 0,043*
période*dose 4 0,1609 0,0402 0,17 0,952
Erreur 36 8,5234 0,2368

Total 44 12,1140




