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Résume

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet d’insecticide appartient a la famille des
néonicotinoide : I’acétamipride sur une espéce bioindicatrice en écotoxicologie, 1’escargot

terrestre Helix aspersa.

Notre expérimentation a été réalisée chez quarante cing escargots. En premier lieu, ils
sont divises en 3 lots del5 escargots chacun; le premier est lot témoin, le deuxiéme groupe a
été contaminé par une dose de 5 mg/l d’acétamipride et le troisiéme lot a été contaminé par
une dose de 10 mg/l d’acétamipride pendant trois périodes de traitement (3, 7 et 15jours) par
voie digestive. Des dosages de quelques biomarqueurs (GSH et MDA) et un dosage

biochimique (protéine et lipides) sont réalisés.

A partir de I’analyse de nos résultats, on observe une augmentation du rapport
hépatosomatique des escargots contaminés a I’acétamipride. Les résultats ont montré aussi
des changements notables,en fonction de la dose et la durée de traitement dans les parametres
biochimiques au niveau des hépatopancréas caractérisés surtout, par une augmentation
significative de la concentration des protéines. Alors que, la concentration des lipides, a été
diminuée de maniére significative. En outre, la contamination par 1’acétamipride a activé le
stress oxydatif par une augmentation de la peroxydation des lipides (MDA) accompagné par
le déclenchement d’un systeme de détoxification qui se manifeste par la diminution

significative de GSH.

Mots clés : Helix aspersa, I’acétamipride, biomarqueurs, hépatopancréas, systeme de

détoxification, la composition biochimique.



Abstract

The objective of this work is to study the effect of insecticide belongs to the family of
neonicotinoid: acetamiprid on a species bioindicator in ecotoxicology, the terrestrial snail

Helix aspersa

Our experiment was performed in forty-five snails. First, they are divided into 3 lots of
15 snails each; the first group was a control group, the second group contaminated with
acetamiprid by a dose of 5 mg / | and the third group contaminated with acetamiprid by a dose
of 10 mg / | for three periods of treatment (3, 7 and 15 days) by the digestive tract. Assays of
some biomarkers (GSH and MDA) and a biochemical assay (protein and lipids) are carried

out.

From the analysis of our results, we observe an increase in hepatosomatic ratio of
snails contaminated with acetamiprid. The results also showed significant changes, depending
on the dose and the duration of treatment in the biochemical parameters in the hepatopancreas
mainly characterized, by a significant increase in the concentration of proteins. While, the
concentration of lipids, has been significantly decreased. In addition, contamination with
acetamiprid has increased oxidative stress which translates into an increase in lipid
peroxidation (MDA) accompanied by the onset of a detoxification system that manifests itself

as a significant decrease in GSH.

Key words: Helix aspersa, acetamiprid, biomarkers, hepatopancreas,detoxification, the

biochemical composition.
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Introduction générale

Au cours des deux derniéres décennies, la révolution industrielle et le développement
technologique dans le domaine de I’agriculture a considérablement compliqué les problémes
de DI’environnement (Andra et al., 2017).L’explosion démographique de la population
mondiale et ses besoins alimentaires et sanitaires sont les principales raisons ayant conduit a
une augmentation spectaculaire de la production et I'utilisation des pesticides susceptibles

d’engendrer I’apparition de plusieurs maladies (ElI-Hassani et al., 2008 ; Stoytcheva, 2011).

Un pesticide est une substance qui est sensée prévenir, détruire, repousser ou controler
tout ravageur animal et toute maladie causée par des micro-organismes ou encore des
mauvaises herbes indésirables (Bolandet al., 2004). Les pesticides représentent, de loin, les
composés xénobiotiques les plus systématiquement introduits dans I'environnement et les plus
largement utilisés sur les cultures les plus variées (Boldt, 2006). Les pesticides agricoles
contribuent a augmenter la productivité agricole, mais posent dans le méme temps des risques
potentiels pour la santé humaine et 1’environnementen s’accumulant dans les écosystémes
(OCDE, 2008). Le devenir des pesticides concerne tout milieu naturel dans son ensemble
(sol, eau et air) mais le sol reste un compartiment clé car une grande proportion des pesticides
appliqués lors du traitement des cultures arrive au sol, par application directe et/ou par
lessivage du feuillage (Calvet, 2005). Selon des travaux de recherche ultérieurs, la
contamination par les pesticides, méme a petites doses, induit notamment avec le temps, des
effets néfastes sur la santé des populations, soit par une exposition directe a ces polluants
(toxicologie expérimentale, suicide), soit indirectement (exposition accidentelle)via les
matrices alimentaires par exemple (Mnif etal., 2011; Bonvallot, 2014), sachant que seule une
petite partie des doses des pesticides utilisées atteint la cible (<1%), tandis que la majeure
partie (plus de 99%) est répartie dans I’environnement (Drire, 2003 ; Wilson, 2010). Apres
les dégats environnementaux de 1970 provoqués par quelques groupes de pesticides ; trois
grandes familles d'insecticides ont dominé le marché : les organophosphorés, les
organochlorés, les carbamates (Meyer, 1999 ; Wauchope et al., 2002). Néanmoins, la

résistance aux ravageurs a limité leur utilisation ce



qui un poussé les fabricants a se retourner vers la synthese chimigque de nouveaux groupes de
pesticides qui seraient plus efficaces et moins toxiques pour I’environnement et les
mammiferes. En effet, ce passage a donné naissance a une nouvelle gamme comportant des
pyréthrinoides et des néonicotinoides présentant une forte efficacité pesticide et une faible
toxicité pour 1’environnement (Wozniak et al., 1990 ;Masoumi, 2009). Les pyréthrinoides
sont les analogues synthétiques des pyréthrines, qui sont des substances naturelles présentes
dans les fleurs des plantes (Grojean, 2002). L’un de ces pyréthrinoides est la deltamethrine
(DM), qui est un composé fortement lipophile utilisé comme insecticide dont les canaux
sodiques sont les principales cibles (Rodriguez et al., 2016). On note également ’arrivée
d’un nouveau membre de la génération d’insecticides appartenant a la famille des
néonicotinoides en ’occurrence 1’acétamipride (ACT) (Chakroun et al., 2016 ; EFSA,
2013). En fait, ce néonicotinoide est considéré comme ayant une excellente activitécontre les
insectes susceptible de provoquer des effets agonistes en se liant aux récepteursnicotiniques
de I’acétylcholine (RnAch), entrainant ainsi une excitation, une paralysie anormale et la mort

d’organismes nuisibles (Fernandez et al., 2002 ; Tian et al., 2016).

En Algérie, les insecticides sont largement utilisés avec des précautions moindres tant
dans le domaine de I’agriculture qu’a 1’'usage domestique, ce qui augmente leurs risques

toxiques a long terme méme s’ils sont exposés a de faibles doses (Beghoul et al, 2017 ;

Chakroun et al,2016).

De nombreuses études épidémiologiques suggérent une corrélation entre I’utilisation
professionnelle des pesticides et 1’apparition de certaines pathologies dans les populations
concernées. Des effets cancérigénes, neurotoxiques ou de type perturbation endocrinienne,
des problemes d’infertilité ou encore du systeme immunitaire affaibli sont plus fréquents chez
eux (Alavanja et al., 2004; Ascherio et al., 2006; Baldi et Lebailly, 2007). L’exposition aux
pesticides est 1’'un des facteurs de risque qui favorise 1’augmentation du stress oxydatif en
produisant des radicaux libres oxygénés. Ce risque du stress oxydatif est largement accepté
comme étant un composant critique de la plupart des voies pathologiques (Bonnefont-
Rousselot et al., 1997).



L’objectif général de cette étude est d’évaluer la toxicité d’insecticide néonicotinoides :
I’acétamipride via 1’étude de quelques biomarqueures du stress oxydatif chez un gastéropode

bioindicateur de la toxicité de I’environnement Helix aspersa.
Pour y répondre, ce manuscrit est organisé en quatre grandes parties :

> La premiére partie de notre travail est une synthese bibliographique sur le devenir et
les effets des pesticides en général, et du 1’acétamipride en particulier, ainsi que sur les

criteres de choix du modele biologique utilisé en évaluation du risque.

» La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale réalisée sur I’ Helix aspersa
pour déterminer les effets d’acétamipride en conditions de laboratoire par 1’étude des
parameétres biochimiques (taux des protéines, taux des lipides) et la mesures des

quelques biomarqueures de stress oxydants (GSH, et MDA).
» Latroisiémes partie les résultats et leur discussion.

> Enfin, la conclusion générale fait le bilan de la contribution apportée par cette étude a
la recherche en écotoxicologie et restitue 1’ensemble de ces apports dans le contexte

global de I’évaluation des risques des pesticides.
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PARTIEO1L : Etude bibliographique sur les pesticides
1.1.1. Définition

Le terme "pesticide™ est une appellation générique couvrant toutes substances ou produits
utilisés dans I’agriculture et dans d’autres secteurs pour combattre les prédateurs des cultures, des
produits agricoles ou encore pour protéger les espaces publics contre les insectes, les végétaux, les
animaux ou les microorganismes nuisibles (Stachowski-Haberkorn, 2008 ; ACTA, 2005).Le terme
pesticide couvre un champ plus vaste et genéral que les expressions « produit phytosanitaires » ou «
produits phytopharmaceutiques » car il englobe toute substance, naturelle ou de synthese, capable de
contrler, de repousser ou de détruire des organismes dits nuisibles, ou les médicaments destinés a
protéger les animaux domestiques, gibiers ou de compagnie(Bliefert et Perraud,2001).

La diffusion de ces composés chimiques dans 1’environnement par contamination de I’air, le
sol, I’eau et les produits alimentaires provoque 1’exposition continue des organismes vivants d’une
maniére tant aigué que chronique a des risques de toxicité susceptible d’engendrer des diverses
pathologies (Toumi, 2013 ; Pandey et Mohanty, 2015).

1.1.2. Classification des pesticides
Les pesticides peuvent étre regroupés de maniére différente selon 1’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 ;
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 critéres de classement pour les pesticides, parmi

ces critéres nous citons les suivants :

I .1.2.1. Selon leur cible

D’aprés leur cible a contréler, les pesticides sont divisés en herbicides désignés pour
tuer les mauvaises herbes ; en insecticides pour combattre les insectes ; en fongicides qui
luttent contre les champignons ; en acaricides pour tuer les acariens ; en hélicides ou
molluscicides pour éradiquer les nématocéres ; en rodenticides ou raticides pour combattre les
rongeurs vertébrés (Guler et al., 2010 ; Toumi, 2013 ; Utip et al., 2013).

<
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1.1.2.2. Selon leur structure chimique

D’aprés la nature chimique de la substance active qui compose majoritairement les
produits phytosanitaires. Compte tenu de la variété des propriétés physico-chimique des
pesticides disponibles sur le marché, il existe un tres grand nombre de familles chimiques. Les
plus anciennes et principaux groupes chimiques sont Les organochlorés, Les
organophosphorés, Les carbamates, les triazines, benzimidazoles, triazoles, pyréthrinoides de
synthese, néonicotinoides, pyrimidines et autres. Ce systeme de classification ne permet pas
de définir de maniere systématique un composé. Certains pesticides peuvent en effet étre
composes de plusieurs fonctionnalités chimiques. lls peuvent alors étre classés dans une ou

plusieurs familles chimiques (Testud et Grillet, 2007 ; Guler et al., 2010).

1.1.2.3. Selon leur persistance dans I’environnement
Les pesticides sont classés en deux types principaux :

-Les pesticides conservatifs (persistants): qui ne sont pas éliminés du milieu, qu’ilssoient
dissous dans 1’eau ou fixes sur le matériel particulaire. Ce sont des pesticides organiquesnon
biodégradables (Belhaouchet, 2014). La classification de Polluants Organiques
Persistants(POPs) regroupe tous ces polluants conservatifs tels que les HAPs, PCBs, dioxines,
furans,dieldrine,  chlordane, DDT, HCH, lindane, endrine, aldrine, Mirex,
toxaphene,chlordane, heptachlore. La production et I’utilisation de ces pesticides ne sont pas
autorisées par plusieurs conventions internationales a cause de leur risques sur I’homme et
I’environnement (Ademe, 2005 ; Toumi, 2013 ; Utip et al., 2013).

-Les pesticides non conservatifs (non persistants): qui a terme, disparaissent dans peu de
temps a cause de leur biodégradabilité rapide tels que certains OP, pyréthrinoides,

néonicotinoides et biopesticides (Belhaouchet, 2014).

1.1.3. Propriétés des pesticides

Le devenir des pesticides dans 1’environnement, dépend de leurs propriétés ainsi que
celles des différents compartiments concernés (le sol, les eaux, et I’air). Quatre ensembles de
propriétés sont a considérer pour les pesticides ; ce sont les propriétés physico-chimiques,
chimiques, spectroscopiques et biologiques. Elles se distinguent fondamentalement les unes

des autres par les phénomenes auxquels elles correspondent (figurel)(Calvetet al., 2005).

v
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Figure0l: Relations générales entre les propriétés des molécules, les phénoménes

correspondant et les processus concernés (Calvet et al., 2002)

1.1.4. Devenir des pesticides dans I’environnement

Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de l’utilisation des
pesticides, une certaine quantit¢é de ces substances se retrouve dans 1’environnement
(Pimentel, 1995 ; Arias-Estévez et al., 2008). Les voies de dispersion et de transfert de
pesticides sontnombreuses. Les gouttelettes de ces produits peuvent atteindre directement le
sol sans étrestoppées par le feuillage, ou alors indirectement, lorsque la pluie va lessiver les
gouttelettes,non encore absorbées par les feuilles (Belhaouchet, 2014).

Les pesticides peuvent étre entrainéspar dérive loin des zones de culture visées ou étre
directement volatilisés vers 1’atmosphere lorsde leur pulvérisation (Toumi, 2013). La ré-
volatilisation a partir du sol et des végétaux joue également un rdle important dans la
contamination de I’air. Enfin, le lessivage et le ruissellement, lors des précipitations, vont
entrainer la contamination des eaux de surface etsouterraines (INERIS, 2005). La présence de
polluants constitue un stressinduisant des modifications au niveau physiologique et

métabolique dans I’organisme (Timbrell, 1994).

v
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Figure 02 : Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les milieux
de I’environnement (-http://www.ddaf45.agriculture.gouv.fr/)

1.1.5. Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi dans divers
secteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire.
Des problémes de résidus dans les légumes, les fruits etc., sont aussi mis en évidence
(Belhaouchet, 2014). Les pesticides peuvent contaminer les organismes vivants via multiple
voies d’exposition (figure3). En effet, ces polluants pouvant pénétrer dans 1’organisme par
contact cutané, par ingestion des matrices alimentaires contaminées et encore par inhalation
de Iair pollué (Utip et al., 2013).
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Figure 03 : Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (Barriuso, 2004)

1.1.6. Modes d’action des pesticides

Par mode d’action, on entend généralement le mécanisme par lequel la substance va
exercer son effet sur la cible biologique du ravageur visé ; mais cette cible peut exister aussi
chez d’autres individus non-cibles. Si on prend par exemple les insecticides carbamates, ils
inhibent I’AChE qui est une enzyme intervenant dans le processus de la neurotransmission,
cette cible existe aussi chez les mammiféres, homme compris, qui sont des organismes non-
cibles mais dont le fonctionnement du systéme nerveux pourra étre perturbé lors d’exposition
a ces produits peu spécifiques. Il faut noter aussi que chez les organismes cibles et non cibles,
ces produits peuvent entrainer d’autres effets sans lien avec le mécanisme d’action principal.
(Alain Periquet et al., 2004).Nous nous limiterons a décrire les principaux modes d’action
sur les organismes cibles dans les tableaux 1, 2 et 3 qui seront regroupées par familles de
produits phytosanitaires que sont les insecticides, les fongicides et les herbicides (Alain
Periquet et al., 2004).
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Tableau 01 : Modes d’action des insecticides et acaricides (Alain Periquet et al., 2004)

e Action sur le systeme nerveux
—Action sur les synapses, la transmission

axonale et sur les neuromédiateurs

e Action sur la respiration

— Inhibition du transport des électrons dans les

mitochondries, de la phosphorylation oxydative

e Action sur la cuticule
Imhibition de la chitine

e Perturbateurs de mue

ZA®tion sur I’ecdysone et sur I’hormone Juvénile

Tableau02:Modes d’action des fongicides (Alain Periquet et al., 2004)

e Action sur les processus
respiratoires

— Inhibition de phosphorylation oxydative

e Autres modes d’action
— Action sur les membranes et la croissance
— Inhibition de I’élongation des tubes
germinatifs (la germination)

— Modification de la perméabilité cellulaire

e Action sur les microtubules

—> Combinaison avec la tubuline

e Action sur les biosyntheses
—>»Biosynthése des stérols, de I’ARN et de I’ADN,

des mélanines

Tableau 03: Modes d’action des herbicides (Alain Periquet et al., 2004)

Inhibition de la photosynthése
— Inhibition du PS I et du PS 1I

Inhibiteurs de la synthése des caroténoides

— |nhibition de la PDS et de la 4-HPPD

Inhibition de la synthese des lipides
—nhibition de I’enzyme ACCas des élongases
et des enzymes de cyclisation du GGPP

Perturbateurs de croissance
— Inhibition du transport auxinique et de la
synthése de la cellulose

—» Inhibiteurs de la synthése des chlorophylles

Inhibition de la synthese des acides aminés
(chloroplastes)
— Inhibition de la synthese dela glutamine, des

AA aromatiques et ramifiés

Perturbation de la régulation de I’auxine AIA
— Inhibiteurs de la division cellulaire, blocage
de la tubuline, du fuseau achromatique,

blocage de la synthése de ’acide folique

-
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1.1.7. Toxicité des pesticides

L’utilisation des pesticides, en zones agricoles et en zones urbanisées, engendrent des
conséquences sur la santé humaineet la biodiversité.
1.1.7.1. Impacts sur la santé humaine

Lexposition de ’Homme aux pesticides s’effectue par le sol, I’eau, I’air ainsi que les
aliments. Les risques sanitaires liés a I'exposition des personnes aux pesticides peuvent étre
lies a des intoxications aigués(absorption accidentelle, contact cutané, inhalation lors de la
manipulation ou lors de I'application des produits). Les principaux organes cibles sont le
systeme nerveux central, le foie et les glandes surrénales, le systeme respiratoire. Les produits
les plus souvent incriminés sont : les insecticides, les fongicides, puis les herbicides. De fortes
suspicions subsistent sur le role des pesticides dans le développement de pathologies
chroniques (cancers (de cerveau, de la prostate), troubles neurologiques, troubles de la
reproduction). Des présomptions ont été portées sur le rdle des pesticides dans le
développement d’autres pathologies, tels que les troubles neuro-dégénératifs (Parkinson) et de
la reproduction, des probléemes de fertilité, des effets hématologiques (leucémies,
lymphomes...)(Kheddam-Benadjal, 2012).

1.1.7.2. Impact sur la biodiversité

Les pesticides se retrouvent dans les différents maillons de la chaine alimentaire. Ils
agissent sur tous les étres vivants des bactéries aux mammiféres par ingestion ou inhalation et
s’accumulent tout au long des chaines alimentaires : Pour 187 espéces d’oiseaux menacées
dans le monde, la premiére source de pression est la pollution chimique, comprenant les
engrais, les pesticides et les métaux lourds pénétrant les eaux de surface et I’environnement
terrestre (Kheddam-Benadjal, 2012). Par ailleurs, de nombreux cas mortels d’oiseaux ont été
recensés en raison de 1’ingestion directe de granulés ou d’insectes ayant ingéré des toxiques.
Les insecticides a large spectre comme les carbamates, les organophosphorés et les
pyréthrinoides peuvent provoquer le declin de population d’insectes bénéfiques tels que les
abeilles, les araignées et les coléoptéres. Les mammiférespeuvent aussi étre touchés par la
nourriture contaminée (perturbation de la différenciation sexuelle) lors d’une exposition péri
ou néonatale a certains produits comme 1’aldrine, ’atrazine, le chlordane ou la dieldrine
(AFPDPAB, 2007). Par ailleurs,I'’Agence canadienne ARLA considére trois néonicotinoides
la clothiadinine, I'acétamipride, le thiaméthoxame comme des perturbateurs endocriniens,

pour les mammiferes et les oiseaux (Michel Nicolle, 2015). Les herbicides sulfonylurées

<
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metsulfuron et dans une moindre mesure le chlorsulfuron sont a I’origine d’une réduction de
la croissance des bactéries du sol Pseudomonas. Le captane (un fongicide) et I’herbicide
(glyphosate) et les insecticides organophosphorés ont également causé un changement parmi

les espéces des communautés bactériennes du sol(AFPDPAB, 2007).

I.2. Les insecticides
1.2.1. Définition

Des produits utilisés pour tuer les insectes et les animaux par la perturbation des
processus vitaux par action chimique. Les insecticides peuvent étre des produits chimiques
organiques ou inorganiques. La source principale est la fabrication de produits chimigues,
bien que quelques-uns étre issus de plantes (Francois, 2007). Les insecticides sont classés par
leurs structures chimiques et par leurs modes d'action en plusieurs familles dont on va citer les
plus importantes :

1.2.2. Les principaux insecticides
1.2.2. 1. Les organochlorés(POC)

Ce sont des composés organiques, obtenus par la chloration de différents hydrocarbures
insaturés, de moins en moins employés en raison de leur longue rémanence. Du fait de leurs
possibilités de bioaccumulation et de biomagnification de long des chaines alimentaires, ils
contaminent 1’environnement et persistent trés longtemps dans les réserves lipidiques des
organismes. L’un de ces produits par exemples le DDT a été introduits dans les années 40 et
largement utilisés en agriculture et dans les programmes de lutte sanitaire. Le DDE,
métabolite liposoluble du DDT, peut aussi s’accumuler dans le tissu graisseux, alors que le
DDA, Métabolite plus hydrosolubles. Ce sont des produitspersistants. Dans la plupart des pays
développés, 'usage des organochlorés, tels le DDT, I’aldrine, le chlordane, le diedrine,
I’endrine, I’heptachlore, le mirex, le toxapheéne, 1’hexachlorobenzene, est interdit du fait de

leurs propriétés rémanentes et cumulatives(Bloomquist, 1996).

1.2.2. 2. Les organophosphorés

Ce sont des esters de l'acide phosphorique. lls appartiennent a la famille chimique des
anticholinestérasiques, dont bloquent 1’activité enzymatique de I’AChE et empéchent ainsi la
transmission de I’influx nerveux. Ils inactivent cette enzyme par phosphorylation d’unrésidu

sérine du site actif. Les effets ne sont pas immédiats mais 1’inactivation de I’enzyme est

<
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irréversible, contrairement aux carbamates. Ils peuvent produire chez I'nomme des
contractions involontaires des muscles, des convulsions, la paralysie et, a I'extréme, la mort.

Dans cette catégorie citons le Bromophos, le Dianizon, le Malathion, le Phosmet, le
Dichlorvos, etc(Michel, 1999).

1.2.2. 3. Les carbamates

Ce sont des insecticides dérivés de 1’acide carbamique, qui agissent en inhibant
I’activité enzymatique de 1’AChE et d’autres estérases par un mécanisme voisin de celui des
organophosphorés, mais 1’inhibition peut étre réversible dans certains cas. Le carbaryl est le
carbamate le plus utilisé en raison de son spectre d’action trés étendu pour les contrdles des
insectes et en raison de sa faible toxicité chez les mammiféres. Le carbofuran, 1’aldicarbe, le
carbosulfan ou encore le fénoxycarbe sont également des carbamates largement utilisés. Les
carbamates sont peu stables dans le sol, donc ils sont de plus en plus utilisés pour remplacer
les organochlorés trop persistants. Ils ne sont ni cancérogénes ni tératogenes pour 1’homme

(Bloomquist, 1996).

1.2.2. 4. Insecticides d'origine végétale

Ces insecticides sont extraits de diverses plantes par macération, infusion ou décoction.
Parmi les insecticides d’origine végétale : la nicotine (extraite au niveau des feuilles et des
tiges du tabac, Nicotianatabacum), la roténone (extrait de racine, feuille ou graine de
légumineuses), la ryanoline (cette substance est extraite de Ryania speciosa) (Chevalier et
al., 2001).

1.2.2. 5. Les pyréthniroides

Les pyréthrines sont connues depuis 2000 ans. En effet, la littérature chinoise mentionne
I’utilisation d’insecticides d’origine végétale par les chinois depuis le 1° siécle aprés Jésus
Chris (Testud et Grillet, 2007). En 1973, la découverte d’une nouvelle série de pyréthrines
synthétiques « les pyréthrinoides» doués d’une photostabilité sensiblement accrue et d’un
large spectre d’efficacité permettant une utilisation agricole et méme vétérinaire de ces
pyréthrinoides (Charreton, 2015). Les Pyréthrinoides sont des insecticides utilisés pour lutter
contre les parasites des grandes cultures (arachide, betterave, canne a sucre, céréales, pomme

de terre, coton, mil) et contre les parasites des arbres fruitiers et les légumes (Toumi, 2013).

<
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IIs agissent sur le systéme nerveux central et périphérique des insectes en provoquant une

excitation nerveuse répétée aux travers des pompes a sodium(Testud et Grillet, 2007).

1.2.2. 6. Les néonicotinoides

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 siécles comme
insecticide (Jeschke et al., 2011). Les néonicotinoides sont des neurotoxiques ; leurs cible est
le récepteur post-synaptique a 1’Ach dont le blocage induit paralysic et mort de 1’insecte
(Seifert, 2005). Les neonicotinoides constituent un ensemble de substances chimiques
exclusivement utilisées pour leur action insecticide dans le domaine agricole et pour leur
action biocide dansles domaines domestiques et professionnels. Sept substances
néonicotinoides sont (ou ont été) exploitées depuis leur introduction sur le marché dans les
années 90 : la clothianidine, le dinotéfurane, I’imidaclopride, le nitenpyrame, le thiaclopride,

le thiaméthoxame et 1’acétamipride(David et al., 2007 ; Anderson, 2015).
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Figure 04 : Cibles des insecticides neurotoxiques (https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-
00005703/document)
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Tableau 04 : Les pesticides les plus utilises en Algérie (Bouziani, 2007)

Nom commercial Type Matiere active
Probinebe Fongicide Probinebe
Manebe Fongicide Manebe
Lannate Insecticide Méthomyl
Karaté Insecticide Lamda—cyhalathrine
Decis Insecticide Delthamitrine
2,4D Herbicide acide dichloro-2,4 phenoxyl acétique
Restalan Insecticide Acétamipride
Cruiser/Actara Insecticide Thiaméthoxame

1.3. le stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre entre la production des
radicaux libres et leur destruction par des systemes de défenses antioxydants.Les radicaux
libres sont des molécules ou desatomes qui possédent un ou plusieurs électrons non appariés
sur leur couche externece qu’il le rend instable (Gardes-Albert et al., 2003), formés par la
perte ou le gain d’électrons a partir d’un composé nonradicalaire (Berger, 2006; Fontaine,
2007).Les ERO possedent deux sources de production, exogéne comme les produits de
radiation, les médicaments, les pesticides et les solvants organiques (Vergely et Rochette,
2005 ; Flora et al., 2008), et les sources endogénes notamment résidentdans la mitochondrie,
via sa chaine respiratoire (Favier, 2003).La production de ces especes pro-oxydantes est
normale a faible concentration et s'accompagne d'un rdle physiologique important. A
concentration élevée, leurs effets deviennent déléteres pour les cellules, les tissus et diverses

fonctions physiologiques (Goldsworthyet al., 1972).

1.3.1. Effets des radicaux libres sur ’organisme
v Peroxydation lipidique : Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques
ou arachidoniques sont les cibles privilégiées des ERO, ceci conduit a une réaction en
chaine de peroxydation lipidique, qui modifie la fluidité et la perméabilité de la
membranepouvant aboutir a la lyse cellulaire(Martfnez-Cayuela, 1995).Les
hydroperoxydes lipidiques formés sont dégradés principalement en malondialdéhyde
(MDA) et 4-hydroxynonénal (4-HNE)(Chaterjee et Bhattacharya, 1984)
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v Oxydation des protéines : Les ERO induits des modifications dans les structures
primaires, secondaires et tertiaires des protéines par la formation des dérivés
protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et
I’oxydation des acides aminés (Aurousseau,2004 ; Baudin, 2006).

v" Oxydation de ’ADN : Les ROSpeuvent réagir avec la base de guanine (G) de I’ADN,
pour la transformer en 8-hydroxy-2'déoxyguanosine (8-OH2DG) qui est capable
d’induire des mutations spécifiques dans 1’ADNpouvant conduire au développement
du cancer (Collins et al., 1997). Ces derniers provoquant ainsi le développement du
diabéte, des maladies neuro-dégénératives et des maladies cardio-vasculaires
(Rahman et al., 2006).

1.3.2. Les biomarqueurs de stress oxydatif
Pour empécher ces dommages cellulaires, ou les limiter, les organismes ont développé

Des systemes de défense antioxydants. Les principaux antioxydants non-enzymatiques
sont le glutathion, la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et 1’acide urique. Le
glutathion (GSH sous sa forme réduite) est particulierement important car c’est le substrat de
plusieurs enzymes antioxydants (Halliwell et Gutteridge, 1999). Il se présente sous la
forme réduiteGSH et la forme oxydé (GSSG'). Le ratio GSH/GSSG est souvent utilisé
comme marqueur du niveau d’oxydation d’une cellule. La maintenance d’un niveau
élevé de glutathion est donc essentielle pour prévenir d’éventuels dégats oxydatifs. Les
principales enzymes antioxydants sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydase (GPX) et la glutathion S-transférase (GST). Ces molécules
vont interrompre la chaine de réaction radicalaire chez les mollusques(Stegeman, 1992). La

SOD est la premicre ligne de défense enzymatique, catalyse la conversion de I’anion
superoxyde (O2 ) produit par la chaine respiratoire mitochondrial en peroxyde d’hydrogéne

(H202) (Badary et al., 2003)., La(GPx) c’est la deuxiéme ligne de défense enzymatique,

empéche la formation des radicaux libres, elle peut réduire d’une part 1’ HoO2 en HyOet
d’autre part les hydroperoxydes organiques(ROOH) en alcool (ROH) (Favier, 2003 ;
Fontaine, 2007).La CAT est présent principalement dans les peroxysomes, lysosomes et les
mitochondries.Neutralise le peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et oxygéne moléculaire

(Casetta et al., 2005).Dans ce travail, on va étudier la variation de taux de GSH et le MDA

comme biomarqueurs de stress oxydatif.
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I.4. L’escargot terrestre Helix aspersa

Au sens écologique général, en défini le concept de bioindicateur comme étant : «
especes ou groupes d’espéces qui, par leur présence et/ou leur abondance, sont significatifs
d’une ou de plusieurs propriétés de 1’écosystéeme dont ils font partie » (Guelorget et
Perthuisot, 1984). Les organismes bioindicateurs d’effets doivent étre sensibles a de faibles
perturbations de I’environnement tandis que les organismes indicateurs de bioaccumulation
doivent tolérer les contaminants a de fortes concentrations et présenter des propriétés
bioaccumulatrices. De nombreuses études ont démontré que les mollusques gastéropodes
comme les escargots terrestres Helix aspersa sont des bioindicateurs de pollution notamment
des métaux et des HAPs (Barker, 2004 ; Elia et al., 2003; Grara et al., 2012). Ces
consommateurs primaires occupent une place particuliére dans 1’écosystéme a 1’interface sol-
air-végétation. De ce fait, ils integrent plusieurs sources de contamination (sol, atmospheére,
végétaux) par voies digestive, respiratoire et/ou cutanée. lls participent a la decomposition et a
la fragmentation de la matiere organique et sont impliqués dans de nombreuses chaines

alimentaires, y compris celle menant a I’homme (Barker, 2004).
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PARTIE 02 : Etude bibliographique sur ’acétamipride

1.1. Définition

Un insecticide chimique de la famille des néonicotinoidesest un produitsystémique
spécifiqguement fabriqué pour tuer ou repousser des organismes entrant en compeétition avec
les plantes cultivées(Terayama et al., 2016).I1 joue un réle 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 1’environnement (Sheets,
2010 ; Testud, 2014).

Figure 05 : Structure spatiale d’ Acétamipride(Jeschke P et al., 2011)

Tableau 05 : Informations générales sur I’ Acétamipride(Jeschke P et al., 2011)

Informations

Synonymes Acétamipride (ACT)
Type de pesticides Insecticide
Famille chimique Néonicotinoides
Groupe 4A
Formule chimique C10H11CINg
Structure CHy

Ci _f CHzi‘l\I . _.CHjy

R o
hll CN
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I. 2. Propriétés physicochimiques

L’acétamipride est un insecticide systémique. Un produit systémique est un produit qui

pénetre dans la seve de la plante puis se diffuse dans toutes les parties(PPAAO, 2013).1ls

utilisé dans le traitement des arbres fruitiers, des rosiers, des semences de céréales et de

betteraves, ainsi que dans le traitement des batiments ou les locaux d’¢levage d’animaux

domestiques (Couteux et Lejeune, 2012). Contreun grand nombre d’insectes piqueurs

suceurs (pucerons, mouches blanches, thrips, cicadelles), chenilles de papillons.Le tableau 06

récapitule 1’essentiel des propriétés physico-chimiques et biologiques de 1’acétamipride.

Tableau06 : Les propriétés physicochimiquesd’Acétamipride(Testud, 2014)

Propriété

Résultat

Propriétés physicochimiques, couleur et
Odeur

Poudre blanche peu hydrosoluble (3 a 4 g/L selon
pH) et non volatile (tension de vapeur < 1 pPa a

25°C), Inodore

Nom chimique

(E)-N1-[(6-Chlor-3pyridyl)methyl]-N2-cyano-N1

methylacetamidin

Numéro CAS 135410-20-7
Poids moléculaire 222,68 g/mol
Point ou plage de fusion 98,9°C
Solubilité dans I’eau 4,25 g/L

Persistance d’action

Demi-vie sur le sol comprise entre 1 et 8 jours.

Teneurs max en résidus dans les denrées

0,01 a 5mg/kg selon le type de culture

DJA

70 p g/kg/jour pour I’homme

DL50 195 mg/kg par voie orale. >2000 mg/kg par voie
dermale chez le rat
NOAEL 7 mg/kg/jour

Organes cibles

SNC : ataxie et trémulations. Foie : hypertrophie

Centrolobulaire

Génotoxicite et Reprotoxicite

Résultats équivoques sur tests in vitro, négatifs sur

tests in vivo, Pas d’effet tératogene (rat, lapin)
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I. 3. Toxicocinétique d’acétamipride
I. 3.1. Absorption

Aprés I’ingestion des matiéres contaminée, la pénétration digestive est la majeure voie
de contamination par 1’acétamipride. Aussi, la voie percutanée est predominante en milieu
professionnel agricole par ce pesticide (Testud, 2014 ; Terayama et al., 2016). Les études
animales de toxicité par voie dermique indiquent qu’elle est vraisemblablement extrémement
faible (Di Prisco, 2013). Par contre, la voie respiratoire est negligeable compte tenu de
I’absence de volatilité des molécules d’acétamipride, dont les tensions de vapeur sont toutes
inférieures a 1 Pa a 25°C. Il peut néanmoins exister une déglutition secondaire de

microgouttelettes d’aérosols inhalées (David et al., 2007 ; Terayama et al., 2016).

I. 3.2. Distribution

La nature lipophilique des néonicotinoides comme 1’acétamipride facilite leur passage
de toutes les barrieres biologiques. La distribution digestive est rapide et complete ; le pic
plasmatique est obtenu a la deuxieme heure. La barriere hématoméningée des mammiferes est
trés peu perméable au 1’acétamipride (David et al., 2007 ;EFSA, 2016; Terayama et al.,
2016).

I. 3.3. Métabolisme

Communes a I’ensemble des molécules. Les voies métaboliques d’acétamipride passent
par les cytochromes P450 cérébraux (Dively, 2015). Le principal métabolite conduit a N-
methyl (6-chloro-3-pyridyl) methylamine, qui est conjugué au methyl (Terayama et al.,
2016). L’oxydation d’acétamipride produit du N-'[(6-chloro-3-pyridyl) methyl]-N-
cyanoacetamidine; une voie accessoire donnerait naissance a du méthylamine (figure6). Dont

I’affinité pour les récepteurs nicotiniques des mammiferes serait proche de celle de la

nicotine) (AGRITOX, 2015 ; Tian et al., 2016).
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Figure 06 :Voie de métabolisme de 1’acétamipride dans 1’organisme (Gasmi, 2018).

I. 3.4. Elimination

Dans I’organisme, une fraction de ’ordre de 10% de ce pesticide est ¢liminée sous
forme inchangée. L’acétamipride est converti en methylamine, plus active que la molécule
meére. Il n’y a pas d’accumulation d’acétamipride dans 1’organisme; plus de 90 % d’une dose
orale sont éliminés en moins de 72 heures, la totalité en 96 heures. Les voies urinaire (figure6)
et fécale sont les principales voies d’élimination pour 1’acétamipride(Seifert, 2005 ; Sheets,
2010 ; Chen et al., 2014).

I. 4. Toxicité de I’acétamipride

La toxicité aigué d’acétamipride pour les mammiféres est variable selon les especes
dont la DL50 varie de 125 a 475 mg/kg. Les animaux intoxiqués présentent au bout de 2 a 6
heures une apathie, des tremblements avec ataxie, une hypothermie et un arrét
respiratoire(Seifert, 2005 ; Sheets, 2010 ; Terayama et al., 2016). Selon Kimura-Kuroda et
al. (2012). I’acétamipride conduise a des anomalies morphologiques du développement
cérébral et des troubles du comportement chez les mammiféres. 1l se produise une stimulation
du systéeme nerveux centrale se traduisant cliniquement par des convulsions tonico-cloniques

violentes. Surviennent également des nausées, vomissements, une diarrhée, une paresthésie de
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la langue et de la face. (Terayama et al., 2016). Jeschke et al.(2011) a identifié un effet
potentiel nocif sur le développement des neurones et des structures cérébrales chez un feetus
ou un jeune enfant. Les défaillances cardiaque et respiratoire entrainent la mort en quelques
heures. L'inhalation des poussic¢res d’acétamipride fait apparaitre une irritation de bouche et
des poumons avec hypersécrétion bronchique (Woodcock et al., 2016). L'agence canadienne
pour la régulation de la lutte antiparasitaire (ACRLA) considére que l'acétamipride est un
perturbateur endocrinien potentiel et suspecte des effets sur la reproduction chez les
mammifeéres et les oiseaux ont touchant principalement la thyroide(Jeschke et al., 2011 ;
Chen et al., 2014 ; Terayama et al., 2016).Les études de cancérogenes animale sont plus ou
moins négatives pour l’acétamipride, il est class¢ non cancérogéne pour I’homme par
Environmental Protection Américaine Agency (McKelvey et al., 1988 ; Parks et al., 1988 ;
Obata et al., 2001). Par ailleurs d’autres études montrent les effets sublétaux de ce pesticide
sur la sensibilité au sucre, sur la motricité et sur la mémoire des abeilles qui ont été
contaminées soit par application topique sur le thorax soit par administration orale. A la suite
d’une consommation orale d’acétamipride a 1pg/abeille, la sensibilité des abeilles au sucre
augmente. L’acétamipride a la dose de 0,1pg/abeille, induit une baisse de la mémoire a long
terme. Ces effets ne sont pas observés apres application topique d’acétamipride. Par ailleurs, a
la dose de 0,1 et 0,5pg/abeille, ’acétamipride augmente 1’activité locomotrice et la sensibilité

al’eau (Nauen et al., 2001; Guez et al., 2003).
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I1. 1. Matériel et méthode
Tous les tests biologiques de notre étude ont été realisés au Laboratoire de Toxicologie

Appliquée du département de Biologie, Université Larbi Teébessi — Tébessa.

11. 1.1. Matériel
11. 1.1.1. Matériel biologique
II. 1.1.1. 1. Présentation et description de I’espece bioindicatrice

Le matériel biologique utilisé dans ce travail est un gastéropode pulmoné: Helixaspersa,
plus connu sous le nom du Petit-Gris, est une sous—espéce d’escargot (Gastropoda) de la
famille des Helicidae du genre Helix et de I'espéce Helix aspersa. L’escargot « petit-gris »,
Helix aspersa, semble plut6t adapté a un climat de type océanique ou de type méditerranéen.
L’escargot compte de nombreux prédateurs, aussi bien des vertébrés, comme les oiseaux
(grive), les petits mammiféres (musaraigne, hérisson), les reptiles (lézard, couleuvre), que des

invertébrés, comme les carabes, les vers luisants et les limaces (Jean, 1990).

Figure 07: Escargot Helix aspersa (Daguzan, 1981)

1. 1.1.1.1. Systématique
Les escargots sont des mollusques. Ils appartiennent a la classe des gastéropodes. Les
escargots proprement dits (gastéropodes terrestres ayant des poumons et une coquille spiralée)

forment le groupe des Stylommatophores (Barker, 2001).

Tableau07 : Classification d’ Helix aspersa (Barker, 2001)

23
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Regne Animalia

Embranchement Mollusca

Classe Gastropoda

Ordre Stylommatophora

Famille Helicidae

Genre Helix

Espéce Helix aspersa
Sous —espéce Helix aspersa aspersa

II. 1.1.1.2. Anatomie générale de I’escargot

11.1.1.1.2.1. Anatomie externe

Le diametre de cette escargot est varie de 30 a 40 mm pour un poids vif adulte se situant

entre 6 et 15¢9. La coquille est moins globuleuse et de couleur brune avec des dessins foncés

dont la forme varie avec 1’origine (Jean, 1990).Deux grandes parties sont distinguées : le pied

et les visceres (Chevallier, 1992).Le pied a une couleur grise tirant sur le vert (Jean,

1990).Et il comporte la sole pédieuse, musculeuse, la partie antérieure du tube digestif et le

systeme nerveux,Les visceres correspondent aux organes situés a ’intérieur de la coquille et

comprennent le rein, I’hépatopancréas, le coeur et une partie de ’appareil génital qui se

prolonge également dans le pied (Chevallier, 1992).

Téte

Oeil

Orifice génital

Tentacule ant.

Tentacule post,

Figure08 :Morphologie externe de 1’escargot (Kerney et al., 2006)
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11.1.1.1.2.2. Anatomie interne

Figure09 : Schéma en coupe de 1’anatomie d’un escargot (Daguzan, 1981)

1: coquille ; 2 : foie ; 3: poumon ; 4 : anus ; 5 : pore respiratoire ; 6 : ceil ; 7 : tentacule ; 8 :
cerveau ; 9 : conduit salivaire ; 10 : bouche ; 11 : panse ; 12 : glande salivaire ; 13 : orifice
génital ; 14 : pénis ; 15 : vagin ; 16 : glande muqueuse ; 17 : oviducte ; 18 : sac de dards ; 19 :

pied ; 20 : estomac ; 21 : rein ; 22 : manteau ; 23 : cceur ; 24 : canal déférent.

11.1.1.1.2.3. Distribution géographique

L’escargot Petit-Grisplus répandu en Europe. En particulier dans les régions
méditerranéennes et océaniques (Chevallier, 1992).Cet escargot habite toute la France et
abonde partout dans les bois, les vignes et les jardins (Bailey, 1981). Mais sa présence est plus
importante dans les régions littorales. On le rencontre également en Grande-Bretagne, en

Espagne et dans tout le bassin méditerranéen (Jean, 1990).
11.1.1.1.2.4. Estivation et hibernation

Helix aspersa aspersa, escargot terrestre, n’est actif que lorsque I’humidité est
suffisamment ¢€levée. Dans le cas contraire, 1’animal se rétracte a I’intérieur de sa coquille
qu’il obture par un voile muqueux (courte inactivité) ou par un épiphragme, 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. La photoperiode 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 phénomene
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est primordiale pour une exploitation rationnelle de 1’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 (Daguzan, 1981).L'épiphragme est une membrane
constituée d’une matrice mucoprotéique sécrétée par le bord du manteau, renforcée de
carbonate de calcium. Plus particuliecrement au niveau d’une tache blanche de quelques
millimétres de diameétre. Cette zone appelée « Kalkfleck ». De part sa structure, permet des

échanges gazeux avec le milieu extérieur (Jean, 1990).

Figurel0 : Escargot en hibernation avec son épiphragme (Jean, 1990)

11.1.1.1.2.5. La croissance

La croissance de 1’escargot correspond a une prise de poids pouvant atteindre jusqu’a 14
g en conditions contrdlées favorables (photopériode 18 h de lumiére par 24 h, 20°C et 80-90%
d’humidité) et a un accroissement de la coquille en longueur, mais également en épaisseur
(Gomot de Vaufleury, 2001).La croissance des escargots est caractérisée par 4 phases. lls
sont appelés « jeunes éclos » jusqu’a environ 1 g (correspondant a 1 mois), puis sont qualifiés
de juvéniles jusqu’a environ 5 g et de subadultes jusqu’a 8- 9 g. Lorsque les escargots
atteignent la taille adulte apres environ 4 mois de croissance en conditions contrblées
favorables, ils se bordent (phénomene caractérisé par le bord de la coquille qui s’incurve et
par un épaississement du bord du manteau). En milieu naturel, la croissance est beaucoup plus
longue et dure de 1 & 2 ans selon les conditions climatiques. La durée de vie en milieu naturel
est en moyenne de 3a 4 ans (Gomot de Vaufleury, 2001).

26
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11.1.1.1.2.6. Reproduction

La reproduction des escargots a lieu au printemps et en été. Les escargots terrestres sont
hermaphrodites protandres (d’abord males puis femelles) et s’accouplent une ou plusieurs
fois avant la ponte. Lors de I’accouplement, il se peut qu'un seul des deux escargots recoive
un spermatophore du fait que les spermatozoides ne soient pas encore arrives a maturation
chez I’autre escargot. En effet, ils ne sont pas tous matures au méme moment du fait de
I’asynchronisme du développement du tractus génital pendant la croissance (Gomot,
1997).L’accouplement peut durer plus de 12h. La fécondationa lieu au niveau de la chambre
de fertilisation, a la surface de la glande a albumen, généralement une quinzaine de jours
aprés 1’accouplement. Les ovocytes fécondés sont alors entourés d’albumen secrété par la
glande & albumen, qui constitue les réserves nutritives pour le développement embryonnaire,
puis d’une coque calcaire. Pour pondre, 1’escargot creuse avec sa téte une cavité d’une
profondeur de 2-3 cm dans le sol, et y dépose une ponte constituée d’une centaine d’ceufs en

moyenne (Kerney et al., 2006).

11.2. Matériel chimique
11.2.1. L’acétamipride

L’acétamipride a été utilisé sous forme de préparation commerciale. Nous avons choisi
deux doses (5 et 10 mg/L) inférieurs a des concentrations appliquées en culture. En effet,
l'insecticide est appliqué a des concentrations de 1000ml/10 m?2. Ainsi, les concentrations
choisies se rapportent a des concentrations plus faibles que celles rencontrées par les escargots

en culture.
11.3. Méthode

Les escargots utilisés sont les adultes d” 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 contrdlées pendant deux
semaines. Cependant, ils sont nourris exclusivement de feuilles de laitue fraiche (Figurell).
Les 45 individus choisis ont une masse moyenne dell,49+ 3,38 g. En premier lieu, ils sont
divisés en 3 lots : un premier lot témoin de 15 escargots et deux autres lots de 15 escargots
chacun. Le deuxieme et le troisieme lot d’escargots sont destinées aux traitements au

I’acétamipride.
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I1.3.2. Conditions d’élevage

Les escargots utilisés dans notre expérimentation sont des adultes. Les escargots sont
élevés dans des conditions d’environnement suivantes: photopériode de 9h de lumiere/24h,
température 20°C et 80-90% d’humidité. 1ls sont répartis dans des cristallisoirs transparents,
recouvertes avec des tulles maintenues par des eélastiques (pour 1’oxygénation), et
chaquecristallisoir contient une éponge humide pour maintenir d’humidité, 1’alimentation
(feuilles de laitue fraiche) est fournie dans les cristallisoirs. Les cristallisoirs sont nettoyées

régulierement tous les trois jours (Gomot, 1997; Coeurdassieret al., 2001).

Figurell : Elevage d’ Helix aspersa dans laboratoire

11.3.3. Mode de traitement

Nous avons retenu deux doses d’acétamipride dans I’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(figure 12). L’acétamipride est ajoutée a la nourriture par
pulvérisation apres leur mélange avec 1’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
descristallisoirs. 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 1’éponge absorbante au fond
des cristallisoirs ou un ramassage des féces des escargots déposés sur I’alimentation. Ensuite,

I’ensemble des cristallisoirs est humidifié a I’eau distillée(Coeurdassier, 2001)
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Escargots d’Helix aspersa= Adultes

Traitement de 3
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Dissection et prélévement de I’hépatopancréas
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Figurel2: Schéma représentatif du protocole experimental
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11.3.4. Préparation et dissection des escargots

Aprés chaque période de traitement, les escargots sont mis a jeun pendant 48 heures afin
que le contenu de leur tube digestif soit vide. Ceci évite d’éventuelles interférences entre les
contaminants présents dans ’aliment ingéré et les quantités de contaminants réellement
accumulées dans les tissus. Les cristallisoirs ou ils jelnent sont lavés a I’eau artificielle, pour
éviter la ré-ingestion des feces. Les escargotssont ensuite sacrifiés par congélation a -20°C

puis dissequés. L hépatopancréas est enleve (Coeurdassier, 2001).

CLes escargots congelés )

Fraction pour dosage
des métabolites :
protéines + lipides

$

Fraction pour dosage
du MDA

)
~— )

Fraction pour dosage Les hépatopancréas sont
du GSH excisés et pesés

P

Figurel3 : Dissection des escargots et prélevement des hépatopancréas.
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11.4. Techniques biométriques
11.4.1. Rapport hépatosomatique
Le rapport hépatosomatique (RHS) est exprimé selon Bougis (1952)par la

formulesuivante :

RHS (%) = PH/PT X100

e PH : Poids de I’hépatopancréas (mg),
e PT : Poids total du corps (mg).

11.5. Dosage des biomarqueurs biochimiques

Les paramétres biochimiques mesurés dans cette étude sont les teneurs en métabolites
(protéines totales et lipides totaux).
11.5.1. Extraction et dosage des métabolites
Aprés la dissection, I’extraction des différents métabolites (protéines totales et lipides totaux)
a été réalisée selon le procédé de Schibko et al.(1966),sur un fragment(100 mg) de
I’hépatopancréas prélevé et conservé dans 1ml d’acide trichloracétique (TCA) a20 % et
broyés (les principaux étapes sont résumés dans 1’annexe 1A). Aprés une
premierecentrifugation (5000 tours/mn a 4°C, 10 mn), ont obtient le surnageant | et culot I.
Au culot I, on ajoute 1mldu mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde
centrifugation (5000 tours/mn,10mn), on obtient le surnageant Il et le culot Il, le surnageant Il
il sera utilisé pour le dosagedes lipides totaux selon Goldsworthy et al. (1972)et le culot 11
pour le dosage des protéinesselon Bradford (1976). Tous les dosages ont été effectués sur des
fractions aliquotes de 100 pl etles taux des différents métabolites de 1’hépatopancréas ont
étéquantifiés grace aux équationsdes droites de régression déterminées a partir des courbes de
références.
11.5.1.1. Dosage des protéines totales

La teneur en protéines totales a été quantifiée selon la méthode de Bradford
(1976)quiutilise le bleu brillant de Coomassie (BBC) comme réactif(50mg de BBC+25ml
d’éthanol, agitation pendant deux heures + 50ml d’acide orthophosphorique et compléter a
500mlavec de I’eau distillée) et I’albumine de sérum de beeuf(BSA) comme standard (annexe
1A). Celui-ci révéle la présence des protéines en les colorants enbleu. La lecture des

absorbances est réalisée a une longueur d’onde de 595 nm.
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11.5.1.2.Dosage des lipides totaux

Le dosage des lipides est effectué selon la méthode de Goldsworthyet
al.(1972),utilisant la sulphosphovanillinique comme réactif(0,38 g de vanilline, 55ml d’cau
distillée et 195ml d’acide orthophosphorique a 85%)et une solution mére de lipides comme
standard (annexe 1B), qui est préparée en utilisant I’huile de table selon la procédure suivante:
2,5 mg d’huile de table + 1 ml de solvant éther/chloroforme (1V/1V).Aprés évaporation des
prises aliquotes de 100ul de surnageant Il dans un bain de sables a 40°C, on additionne 1ml
d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont agités et chauffés dans un bain de
sable a 100°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, on préléeve 200ul de chaque tube
auxquels on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique et on agite. Apres 30 minutes a
I’obscurité.Les lipides forment a chaud avec ’acide sulfurique, en présencede la vanilline et
I’acide orthophosphorique avec couleur rose. La densité optique est lue dans un

spectrophotometre a une longueur d’onde de 530 nm.

11.5.2.Dosages des indicateurs du stress oxydant

Les hépatopancréas des adultes de 1’escargot Helix aspersa des séries témoins et traitées
par I’acétamipride durant les périodes de traitement (3, 7, 15 jours) a servie au dosage du
glutathion (GSH) et de MDA.
11.5.2.1.Dosage du glutathion (GSH)

Le taux du GSH est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory (1988), dont le
principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique, résultant de
la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements thiols (-
SH) du glutathion mesuré. La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de
412 nm apreés 5 mn de repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 pl
du surnageant sont remplacés par 500 ul d’eau distillée. Le taux de GSH est estimé selon la

formule suivante :

ADO vd Vvt ) iy
13100 “vh *vs / ™4 deprotéine

[GSH] =
e [GSH] :micromoles de substrat hydrolysé par mg de protéines.
e A DO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat

e 13100 : coefficient d’extinction molaire du groupement thiol (-SH)
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e Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1ml (0,2 ml d’ASS
+ 0,8ml d’homogénat)

e Vh: volume de ’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml

e Vt:volume total dans la cuve : 1,525 ml

e V/s:volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml

e mg de protéine : quantité de protéines exprimée en mg

<

<l Les hépatopancréas témoins et traités d’Helix aspersa (200mg) >

Homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution d’EDTA a 0.02 M

Déprotéinisation de 0.8 ml du ’homogénat par 0.2 ml ASS a 0.25 %

Vortexer et laisser dans un bain de glace pendant 15 mn

Centrifugation (1000 tours /mn pendant 5 mn)

J

Récupéré le surnageant (source d’enzyme) >

) (o e
Pour le blanc : Pour échantillon :
0.5 ml eau distillé 0,5 ml surnageant
1ml tampon tris 1ml tampon tris
EDTA + 0.025ml EDTA +0.025 ml
CDNB CDNB
S \.

Lecture a longueur d’onde 412 nm aprés 5

Figure 14:Schéma représentatif du protocole du dosage de GSH(Weckberker etCory,1988)
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11.4.2.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le MDA peut étre détecté par une réaction colorimétrique a ’aide thiobarbiturique
(TBA). La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3ou 4
doubles liaison peroxydées, constitue une méthode tres sensible pour déterminer une
lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et
al. (1992).Dont le principe de ce dosage est base sur la condensation de MDA en milieu acide
et a chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene peut
étre donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.La concentration du MDA est

calculée selon la loi de Beer-Lamber.

(nmol /mg protiéne) = DO*106/€*L*X*Fd

e C:Concentration en nmoles /mg de protiéne;

e DO : Densité optique lue a 530 nm ;

e E : Coefficient d’extinction molaire du MDA=1.56 10°M*cm™
e L : Longueur du trajet optique =0.779cm ;

e X Concentration de I’extrait en protéines (mg /ml) ;

e Fd : Facteur de dilution : Fd=0.2083.

Les hépatopancréas témoins et traités de Helix aspersa(200mg)sont prélevées et
broyés a 1’aide d’un microciseau et 1’ultrason 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’homogénéisation réalisée, une centrifugation est effectuée pendant
10 mn a 10000 tours/mn et le surnagent récupéré servira au dosage du MDA.

Le dosage est réalisé avec 375 pl du surnagent additionné de 150 pl de la solution
tampon TBS (tris 50mM, NaCl 150mM pH 7.4)[ Dissoudre 8.775g NaCL danslL
d’eau distillée, puis poser 6.057g Tris et compléter le volume a 11 par solution NaCl
(150Mm) et ajuster le pH a 7.4 en ajoutant HCL ou NaoH]. Et ajouter 375 pl de
solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) [Dissoudre 20g TCA dans 100ml d’eau
distillée pour obtenir la solution TCA 20% et agiter a chaud]. Vortexer et Centrifuger
a 1000 tours /min. Prélever 400 pl du surnageant, ajouter 80 pl du HCL 0.6M [51.56
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ml d’HCL pur et compléter le volume a 1L par 1’eau distillée]. Et ajouter 320 pl de
solution Tris-TBA (Tris26 Mm). [Dissoudre 3.149¢g Tris dans 1L d’eau distillée, puis
poser 17.299g TBA et compléter le volume a 1l par la solution Tris (26mM).
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes. La

densité optique a été enregistrée a A=530 nm

11.5.3. Analyse statistique

Dans notre étude, pour mieux visualiser les résultats obtenus, la représentationgraphique
choisie est celle des histogrammes en utilisant Microsoft Excel 2007. Du logiciel
Minitab pour 1’analyse statistique et du traitement des données version 13.31.

Chaque paramétre mesuré a fait ’objet d’une analyse de variance avec 0<0.05
(TESTT). Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins 1’écart-type (m = s).
Uneanalyse de la variance a deux critéres de classification (concentration, temps) a été
effectuéeen utilisant le test ANOVA.
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I11. Résultats
111.1. Effets d’acétamipride sur le Rapport Hépatosomatique

La figure 15 montre une augmentation nonsignificative (p>0,05) du rapport
hépatosomatique aprés 3,7 et 15jours de traitement pour les deux doses d’acétamipride par

rapport aux témoins.
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Figurel5 : Effets d’acétamipride surle rapport hépatosomatique(%) chez Helix

aspersa(mzs,n=>5)
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I11.2. Effets d’acétamipride sur la composition biochimique de I’hépatopancréas
d’Helixaspersa

111.2.1. Effets sur le taux des métabolites

111.2.1.1. Effets sur le taux des protéines totales

Les effetsd’acétamipride sur le contenu en protéines totales chez Helix aspersa durant
le traitement (3 j, 7 j et 15 j) sont présentés par la figurel6. La comparaison des moyennes
des teneurs en protéines entre le lot témoin et le lot traité révéle 1’existence d’une différence
significative (P <0,05) a la dosel aprés 3 jours de traitement, et une différence hautement

significative (P <0,01) a la dose2 aprés 7et 15 jours de traitement.

Les résultats de 1’analyse de la variance a deux criteres (ANOVA) révelent un effet
dose (P <0,001) et un effet temps (P <0,001).
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Figurel6:Effetd’acétamipridesur le taux des protéines totales chez Helix aspersa en fonction
du temps (m £ s, n = 5) (* Différence significative comparant au témoin (P <0,05),

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P <0,01)
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111.1.1.2. Effets sur le taux des lipides

Les résultats portés par la figurel7 révélent que le traitement des escargots par
I’acétamipride induit une diminution des lipides hépatopancréatiques. Chez les escargots
traitées a la faible dose (dose 1), la diminution est hautement significative (P <0,01) aprés 3
et 7 jours et trés hautement significative (P <0,001) aprés 15 jours de traitement, alors qu’a la
forte dose cette diminution devient trés hautement significative (P <0,001) pour les trois

périodes de traitement par rapport aux témoins.

Les résultats de 1’analyse de la variance a deux critéres (ANOVA) révélent un effet

temps, dose et une interaction temps-dose (P <0,001)
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Figurel? :Effet d’acétamipride sur le taux des lipides totaux (pg/mg de 1’hépatopancréas)
chez Helix aspersa en fonction du temps (m * s, n = 5) (** : Différence hautement
significative comparant au témoin (P <0,01), *** Différence tres hautement significative

comparant au témoin (P <0,001), P : Seuil de signification)
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111.3. Effets sur le taux des biomarqgueurs du stress oxydant

I11.3.1. Effet d’acétamipride sur le taux de glutathion (GSH)

La figurel8 met en évidence les variations du taux du glutathion chez Helix aspersa
traités par deux doses d’acétamipride. Aprés 3 jours de traitement, nous constatons une
diminution de fagon trés hautement significative (P<0,01) du taux de GSH pour les deux
doses. Apres 7 jours de traitement, nous remarquons une diminution hautement significative
(P<0,01) pour les deux doses. Apres 15 jours de traitement la diminution du taux de GSH

devient trés hautement significative aux deux doses (P<0,001) par rapport aux témoins.

Les résultats de I’analyse de la variance a deux criteres (ANOVA) révelent un effet dose
(P<0,001), un effet temps (P <0,001)et une interaction temps-dose(P <0,001).

Taux de GSH(uM/mg de protéine
x10-¢

3] 7] 151]

Temps{jours)

Figure 18:Effet d’acétamipride sur le taux de GSH (uM/mg de protéine de 1’hépatopancréas)
chez Helix aspersa en fonction du temps (m + s, n = 5) (** : Différence hautement
significative comparant au témoin (P <0,01), *** Différence trés hautement significative

comparant au témoin (P <0,001), P : Seuil de signification).
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I11.3.2. Effet d’acétamipride sur le taux du malondialdéhyde (MDA)

La figurel9 met en évidence 1’évolution du niveau de production de MDA en présence
d’acétamipride chez Helix aspersa. Le résultat montre une augmentation hautement
significative (P<0,01) et trés hautement significative (P<0,001) du taux du MDA apres 3 jours
de traitement respectivement a la dose de 5 mg/l et a la dose de 10 mg/l. Aprés 7 jours du
traitement I’'MDA augmente de fagon trés hautement significative (P<0,001) pour les deux
doses. Aprés 15 jours I’augmentation est hautement significative (P <0,01) et trés hautement
significative respectivement a la dose de 5 mg/1 et a la dose de 10 mg/l d’acétamipride par

rapport aux témoins.

Les résultats de ’analyse de la variance a deux critéres (ANOVA) révelent un effet dose

(P<0,001), un effet temps (P <0,001).
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Figurel9 :Effet d’acétamipride sur le MDA (uM/mg de protéine de I’hépatopancréas) chez
Helix aspersa en fonction du temps (m £ s, n = 6) (** : Différence hautement significative
comparant au témoin (P <0,01),*** Différence trés hautement significative comparant

auxtémoins (P <0,001), P : Seuil de signification)
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V. Discussion

Le stress oxydatif est I’un des principaux mécanismes de toxicité associés a une
panopliede xénobiotiques dans I’environnement, parmi lesquels, on retrouve les pesticides et
lesproduits phytosanitaires (Lauvverys et al., 2007 ; Lukaszewicz., 2008 ; Michael et
al.,2016).Des quantités importantes de pesticides sont rejetées dans 1’environnement,
induisant
ainsi une contamination chronique d’un nombre croissant d’écosystémes (Sarkar et al.,
2006).Cettecontamination altére les organismes vivants a tous les niveaux d’organisation.La
conservation de la biodiversité dans I'environnement doit étre un objectif primordial pour la
production des activités (Caoduro et al., 2014).De ce fait,I’utilisation d’organismes
bioindicateurs pour la biosurveillance écotoxicologique s’ imposegrace a des biomarqueurs qui
rendent comptent des niveaux de pollution auxquels sontsoumis ces organismes. L’exposition
aux pesticides peut produire des perturbationsbiochimiques, histologiques ou
morphologiques, se traduisant par des altérations spécifiquesd’un organe, d’un processus
biochimique ou biologique. Ces effetsvarient selon I’intensité, la voie, la fréquence et la durée
de I’exposition mais aussi enfonction de I’espéce, du sexe, de 1’age et de 1’état de santé des
populations exposées. llspeuvent étre réversibles ou irréversibles, immeédiats ou différés
(Maran et al., 2010).

Dans cette présente étude, nous nous sommes intéressés, a la mise en évidenced’un
éventuel effet d’acétamipride sur les parameétres biochimiques et enzymatiques chezHelix

aspersa.

IV.1. Effets d’acétamipride sur le rapport hépatosomatique d’Helix aspersa

L’indice hépatosomatique (RHS) est base sur le rapport du poids du foie et du poids de
I’individu, et il permet d’évaluer I’activité métabolique du foie. L’RHS est souvent utilisé
pour évaluer 1’état de santé des organismes. Les modifications du rapport hépatosomatique
(RHS) au cours du temps, permettent de suivre les cycles hépatiques et précisent le role du
foie au cours de la croissance(Virginie MAES, 2014). Nos résultats montrent une
augmentation non significative du rapport hépatosomatique des escargots Helix aspersa apreés
3,7 et 15jours de traitement pour les deux doses d’acétamipride.Notre résultat est similaire
aux résultats chez des truites (Oncorhynchus mykiss) exposées aux pesticides (endosulfan et
disulfoton) (Arnold et al., 1995), et chez des poissons marins (Synechogobius hasta) exposés

au cuivre (Liu et al., 2010). Le méme résultat a été prouvée par Yang et Baumann (2006)

<
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chez le poisson ; la barbotte brune (Ameiurus nebulosus), contaminés par d'hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP). Chouahda et al. (2009) ont signalé une augmentation du
rapport hépatosomatique chez des poissons femelles adulte de Gambusia affinis apres
I'administration de (5ug/L et 2,5ug/L) de cadmium.

IV. 2. Effets d’acétamipride sur la composition biochimique de I’hépatopancréas d’Helix
aspersa

Les activités enzymatiques et les réserves d'énergie ont été explorées comme des
marqueurs biochimiques potentiels pour une variété d'organismes différents parce que ces
parameétres sont trés sensibles, moins variables et conservés entre les especes et souvent plus
faciles a mesurer(Forbes et al., 1997; McLoughlin et al., 2000 ; Agrahari et al., 2007).
1V.2.1. Effets sur le taux des métabolites

1V.2.1.1. Effets sur le taux des protéines

L’augmentation significative du taux des protéines d’une maniere dose dépendante a
I’acétamipride peuvent s’expliquer par la synthése des enzymes et peptides de défense contre
le déséquilibre homéostasique du stress oxydatif ; parl’induction de la synthése des protéines
de stress en rapport avec le phénomene de bioactivation /biotranformation d’une partet d’autre
part par la peroxydation lipidique générée par les radicaux libres(Anadn et al., 1991 ;
Benbouzib, 2012 ; Rouabhi et al.,2015).De plus, pendant le stress, les animaux synthétisent
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 (Radwan et Mohamed, 2013).Nos résultats sont en bon accord avec ceux rapportés
par Radwan et Mohamed (2013) qui ont trouvé une augmentation significative de la
protéine totale chezHelix aspersa aprés une expositiona 0,2 DL50 d’imidaclopride pendantl,
3 et 7jours.De plusnotre résultatssont conformes aux travaux réalisés sur des rats malesde la
souche Wistartraités parun insecticide néonicotinoide 1’acétamipride (Chakrounet al.,
2016).D’autres études ont aussi montré une augmentation significative des protéines totales
aprés une exposition a un sol pollué par I’imidaclopride chez les vers de terre pendant
unesemaine. Une augmentation de la teneur totale en protéines a éte detecté egalement chez
des juvéniles de P. scaber, apres deux semaines de se nourrissant de 5 mg d'imidaclopride / g
de nourriture seche (Drobne et al., 2008). Le méme effet a été montré par les travaux de

(Bourbia, 2013) apres I’application d’insecticides commerciaux a base de thiaméthoxame
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avec des doses de 0, 25, 50, 100 et 200 mg/L sur Hélix aspersa aprés six semaines de
traitement.
1VV.2.1.2. Effets sur le taux des lipides

La diminution dose-dépendante du taux des lipides apres exposition de Helix aspersa a
I’acétamipride peut étre due au stress chimique causé par le composé testé. En effet,
desrésultats rapportés que 1’effet nocif des composés chimiques pourrait Etre attribué
al’augmentation de la formation de malondialdéhyde (MDA) ; le résultat de 1’activation de
laperoxydation lipidique (dégradation des acides gras polyinsaturés) par les radicaux libres
(Dixit et al., 2001 ;Alpha Jalloh et al., 2009). Ou peut étre due a une synthese réduite de
lipides ou a une activité de la lipase impliquée dans l'oxydation des lipides.Selon Kemajl
Bislimi et al., 2015) la diminution de taux de lipides dans les escargots traitésest la
conséquence des radicaux libres oxygénés qui sont a I’origine d’une dégradation des lipides a
traversla B-oxydation.Nos résultats en concorde avec les résultats obtenus chez  Helix
aspersaexposés a des doses sublétales d'imidaclopride apres 1, 3 et 7 jours de
traitement(Radwan et Mohamed, 2013). Le méme effet a été montré par les travaux de
(Bourbia, 2013) apres ’application d’insecticides commerciaux a base de thiaméthoxame
avec des doses de 0, 25, 50, 100 et 200 mg/L sur Helix aspersa aprés six semaines de
traitement, et de Kemajl Bislimi et al., 2015 ,qui ont trouvé une diminution du taux de lipides
dans les escargots aprés 1’étude de I’effetde la pollution industrielle sur certains parametres

biochimiques chez 1’escargot de jardin Helix Pomatia L.

IVV.3. Effets sur le taux des biomarqueurs du stress oxydant

1V.3.1. Effet d’acétamipride sur le taux de glutathion (GSH)

L’une des réactions majeure de la détoxification assurant la protection de 1’organismevivant
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 dés lors un composé essentiel qui maintient I’intégrité cellulaire
grace a sa propriété réductrice et sa participation active dans le métabolisme cellulaire dont il
assure la protection des membranes cellulaires contre les dommages provoqués par les
radicaux libres(Sies et Akerboom, 1984 ; Martinez-Alvarez et al., 2005 ; Lam,
2009;Sauer, 2014 ; Aoun et Tiranti, 2016).Certains des roles importants de glutathion sont
la réduction ou I’inactivation des ERO par la formation de glutathion disulfure (GSSG) et la
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conjugaison du glutathion réduit (GSH) pour 1’élimination des xénobiotiques (Di-Monte et
Lavasani, 2002 ; Arora et al., 2016 ; Rjeibi,2016).Une réduction significative des teneurs en
GSH est enregistrée dans notre étude chez Helix aspersa aprés exposition a I’acétamipride.
De plus, le GSH est un antioxydant dont leur diminution devrait contribuer a la protection de
I’animal de D’effet du composé testé. En effet, la fixation possible de cetinsecticide aux
groupements thiols du GSH permettrait, éventuellement, de prévenir des dommages
cellulaires.Dans cette étude, l'augmentation observée de la peroxydation lipidiqueet une
diminution concomitante du niveau de GSH, ce qui suggere que l'augmentation de la
peroxydation peut étre une conséquence de I'épuisement de GSH,ou peut étre interprété par
une inhibition indirecte de GSH par leur liaison avec les molécules oxydatives produites au
cours du métabolisme des pesticides apres exposition d’une part etd’autre part, par leur
utilisation par la GST dans les réactions de conjugaisons avec les insecticides testés (Birsen
Aydin, 2011).En accord avec nos résultats, la diminution du taux de GSH aéte également
observée dans 1’hépatopancréas de deux adultes d‘Helix aspersa et d’Helix asperta et leur
juvéniles traités par ’insecticide le thiaméthoxame a des doses de 200 et 400 mg/L apres 96
heures d’exposition (Douafer, 2015).De plus, la diminution du taux de GSH a été également
observée dans 1’hépatopancréas d’H. aspersa traité par les pesticides : carbofuran et parquat
(Salama et al., 2005) et chez la méme espéce exposée aux métaux lourds (Abdel-Halim et
al., 2013) ; de méme Nowaskowa et al. (2012) étudient le systeme de défense anti-oxydative
chez H. aspersa exposé a différents métaux (Zn, Fe, Cd, Pb et Mg) et la réduction de GSH est
proportionnelle a la quantit¢é de métaux accumulés dans 1’hépatopancréas. Egalement,
I'évaluation in vivo de biomarqueur du stress oxydatif dans la glande digestive de Theba
pisana exposé a des doses sublétales de pesticide a base de cuivre, montre une baisse
significative du taux de GSH (EI-Gendy et al., 2009).Ainsi notre résultat est similaire aux
résultats chez des souris méales  traités par les doses de 14,976 mg / Kg)
d'imidaclopride(Kawther et al., 2010).En outre, Ramazan Bal et al. (2012) ont étudié les
effets d'imidaclopride sur le taux de GSH dans les organes reproducteurs des rats malesaprés
I’exposition a 20 mg / kg / jour pendant 60 jours,ils ont découvert des résultats identiques.
Birsen Aydin (2011) est signaléune diminution significative du taux de GSH, dans les
organes lymphoides des rats aprés 1’exposition a des doses del12,5 et 22,5 mg / kg / jour

pendant 30 jours de thiaclopride.

<
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IV.3.2. Effet d’acétamipride sur le taux du malondialdéhyde (MDA)

Le MDA estconsidéré comme un biomarqueur de stress oxydatif en général, et de
peroxydation lipidiqueen 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 I'attaque
des lipides polyinsaturés par des ERO dans certaines conditions de stress, en particulier avec
des contaminants organiques (HAPs, PCBs, pesticides) et inorganiques (métaux). Dans
plusieurs travaux, le MDA a été utilisé comme un biomarqueur de peroxydation lipidique
chez I’escargot (Grara et al., 2012). Dans la présente étude, une augmentation du taux de
MDA dans I’hépatopancréas. Ceci montre bien que 1’acétamipride est capable de promouvoir
la génération des ERO, qui se traduit par la peroxydation lipidique dans les tissus hépatiques
et suggérant leurs effets déléteres dans ces tissus a travers la génération des radicaux libres
(Mona K Galal et al., 2014 ; kapooret al., 2010 ; Kamal et Hashem, 2012).Dans notre
travail, I’augmentation de MDA et une diminution du niveau de GSH ont été observés dans
I’hépatopancréas ce qui suggere que l'augmentation de la peroxydation lipidique peut étre
une consequence de I'épuisement de GSH (Birsen Aydin, 2011).Nos résultats sont conformes
aux travaux réalisés sur des souris malestraités par une doses létales (14,976 mg / kg)
d’imidaclopride(Kawtheret al., 2010), et chez des rats Wistarapres exposition subaigué a
I'acétamipride (Chakroun et al., 2016).En outre, Devan et al. (2015) ont montré que
l'acétamipride augmente la peroxydation lipidique dans le foie des rats. Kapoor et al.
(2010)ont signalé une augmentation significative du taux de MDA dans le foie et les reins
aprés administration a 20 mg / kg / jour d'imidaclopride pendant 90 jours chez des rats
femelles; de méme Kapooret al. (2010) ont étudié les effets de I'imidaclopride sur la
peroxydation lipidique chez des rats femelles,ils ont découvert des résultats identiques. En
outre, Ince et al. (2013) ont rapporté que lI'administration al5 mg / kg / jour d'imidaclopride
pendant 28 jours provoque une augmentation significative du niveau de MDA chez la souris.
Et I'administration orale a des doses sublétales (0, 5, 2 et 8 mg / kg) d'imidaclopride pendant
90 jours, entraine une augmentation de MDA dans 1’apparait reproducteur des rats males
(Ramazan Bal et al., 2012). De plus,Birsen Aydin (2011) a montré que 1’exposition des rats
a des doses dell25 et 22,5 mg / kg / jour pendant 30 jours de thiaclopride (un
insecticidenéonicotinoide) provoque une augmentation du niveau de MDA dans tous les

organes lymphoides.
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Conclusion

Les pesticides sont des produits chimiques de nature organique ou métallique qui sont
actuellement présents sous forme de résidus dans tous les compartiments de

I’environnement. Bien que des solutions alternatives a leur utilisation intensive soient
en développement (cultures biologiques, plantes OGM, « vaccination » des plantes grace a
I’application de stimulateurs de défenses naturelles...), elles ne remplaceront probablement
pas, ni dans I'immédiat ni totalement, les applications de pesticides. Le probléme de la
contamination se pose donc encore pour de nombreuses années.

L'utilisation des pesticides en agriculture est néfaste pour les especes non ciblés. En
général, les effets économiques de l'augmentation de la production agricoles ont été tres
positifs; cependant, leurs risques écotoxicologique sont a prendre en considération .A cette
fin, I’escargot Helix aspersa est largement présent dans les écosystémes terrestres, c’est un
mollusque, qui peut nous renseigner sur la qualité de 1’écosysteéme dans lequel il vit, il est
expos¢ a la pollution par plusieurs voies d’exposition qui impliquent I’ingestion d’aliments
souillés ainsi que le contact et 1’absorption par 1’épithélium du pied depuis des surfaces

contaminées.

Ainsi, le principal objectif de notre travail était d’étudier les effets d’insecticide :
I’acétamipride, appliquées par voie orale sur [’Helix aspersa. En effet, ’escargot étant un
bioindicateur/bioaccumulateur majeur de la pollution environnementale particuliérement par
les pesticides. Cette sensibilité semanifeste par une perturbation dans le métabolisme globale
a travers la perturbation desparametres biochimiques (les teneurs en métabolites : protéines
totales etlipides totaux) au niveau du 1’hépatopancréas, et perturbation des biomarqueurs du
stress oxydant (GSH et MDA), qui sont en train de devenir une partie intégrante de

I'évaluation de la santé des ecosystemes.

Notre resultat montre que les compositions biochimiques de I’hépatopancréas
sontégalement affectées par 1’acétamipride, avec une augmentation significative des protéines,
et diminution significative des lipides. D’un autre c6té, la contamination par I’acétamipride a
activé le stress oxydatif par une augmentation de la peroxydation des lipides (MDA)
accompagné par le déclenchement d’un systéme de détoxification qui se manifeste par la

diminution significative de GSH.

.



Les perspectives de notre travail sont encore nombreuses sur ce sujet :
» Confirmer ces résultats par des études histopathologiques de 1’hépatopancréas.
* Approfondir les essais au niveau de I’hémolymphe des escargots
* FEtudier la toxicité de ce pesticide sur les ceufs des escargots et des juvéniles.

» |l serait intéressant de prolonger la durée d’exposition des animaux afin de savoir si
les perturbations fonctionnelles observées pourraient aboutir a 1’apparition d’une

pathologie moléculaire au niveau des cellules hépatiques et/ou des autres tissus

* 1l serait intéressant d’essayer de doser les insecticides ou leurs métabolites, d’abords
dans I’hépatopancréas et le cerveau, et d’y déterminer la présence éventuelle de
métabolites. Ceci nous permettra également de savoir si I’effet observé est attribuable

a I’ensemble des deux composés ou a une substance spécifique.

* Déterminer le mécanisme d’action de la toxicité cellulaire : par exemple déterminer
les cibles affectées (ADN, protéines ou voies de signalisation, ...) ou la gravité des

effets (réversibilité, adaptabilité cellulaire).

=
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Annexe 1A. Extraction et dosage des métabolites (glucides, lipides, et protéines)
del’hépatopancréas chez les adultes de 1’escargot Helix aspersa selon Shibko et al (1966)

Hépatopancréas d’adulte d’Helix aspersa témoin ou traité (100mg) + 1 ml (TCA 20%)

Broyage mécanique

Centrifugation (5000 tours/mn, 10mn)

1ml éther / chloroforme
av/iv)

Aliquote 100 pl l

+ . .
4 ml Anthrone ( Centrifugation (5000 tours/mn, 10mn) )

Surnageant 11
Evaporatior} d’aliquote (100 pl) 1 ml d’eau distillee
v | |
Chauffage (80°C, 10 mn)+ 1ml acide sulfurique Ou NAOH (0,1 N)
Ag'tit'on Agitation
Bain marie Chauffage 100°C, 10 mn Aliquote (100 pl)
l Bain de sable +
v Aliquote (100 pl) 4 ml de BBC
+
Lecture (absorbance a 620 2.5 ml de réactif sulfophosphovanillinique Lecture (absorbance & 595nm)

r\ l 30mn & I’obscurité
Lecture(absorbance a 530nm) - I

Golsworthy
(Duchateau et Florkin, 1959) etal., 1972) (Bradford, 1976)
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Annexe 1B.Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines

hépatopancréatiques

Tubes 0 1 2 3 4 5
Quantitéd’albumineSolution 0 20 40 60 80 100
meére de BSA (ul)
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml)
Annexe 1C. 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 (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther/chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif sulphosphovanillinique 2.5
(ml)
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250

Annexe 02. Droite de régression exprimant les absorbances a 595 nm en fonction de la

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

Y =-0,1052+0,141771Q

R?=97,7%
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Annexe 03. Droite de régression exprimant les absorbances a 530 nm en fonction de la

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

Y=-0,0153333+0, 124857
R2=88%
0.8 —
0.7 —| .
08 —| >
0.5 —|
O o4 |
[ .
R p—
- —
o —|
0,0 — -
I I I I I I
1 2 3 4 5 &
Q

Annexe 4.Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) du rapport

hépatosomatique (%) chez Helix aspersa

Source D] SC CMF P
période 2 14,095 7,048 2,64 0,085
dose 2 8,188 4,094 1,53 0,230

période*dose 4 2,048 0,512 0,19 0,941

Erreur 36 96,278 2,674

Total 44 120,610

§
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Annexe 5.Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, période) du taux des

protéines (ug/mg de 1’hépatopancréas)chez Helix aspersa (m+s,n=5)

Source DL SC CM F P

période 2 443728 22,1864 103,08 0,000***

dose 2 8,1160 4,0580 18,85 0,000***

période*dose 4 11,7899 0,4475 2,08 0,104

Erreur 36 17,7487 0,2152

Total 44 62,0274

Annexe 6 .Analyse de la variance a deux critere de classification (dose, période) du taux des

lipides (ug/mg de I’hépatopancréas) chez Helix aspersa(mzs,n=>5)

Source DL SC CM F P

période 2 0,25736  0,12868 19,01 0,000***
dose 2 2,51672 1,25836 185,87 0,000***
période*dose 4 0,48523  0,12131 17,92 0,000***
Erreur 36 0,24373 0,00677

Total 44 3,50303

Annexe 7 .Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, période) du taux des

GSH (uM/mg de protéine de I’hépatopancréas) chez Helix aspersa(mzs,n=>5)

Source DL SC CM F P
période 2 17,6775 8,8388 192,55 0,000***

dose 2 28,7105 14,3552 312,72 0,000***

période*dose 4 5,8337 11,4584 31,77 0,000%**

Erreur 36 1,6526 0,0459

Total 44 53,8742
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Annexe 8 .Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, période) du taux des

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

Source DL SC CMF P
période 2 3,4443 1,7222 99,03 0,000***
dose 2 16,2040 8,1020 465,91 0,000***

période*dose 4 0,1150 0,0287 1,65 0,182

Erreur

36 0,6260 0,0174

Total

44 20,3893




