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Abstract

The research aims to evaluate the toxicity of two pesticides (Bifenthrin (BF) and
Hymexazole (HY)) on the activity of the cytosolic and mitochondrial antioxidant systems at
the hepatopancreatic level in Helix aspersa, as well as the protective effect of essential oils of
Thomson Naval orange peel (OEO) against this toxicity.

This is an experimental research carried out in the laboratory on 80 Helix aspersa snails
divided into eight groups (10 snails each): (i) a control group, (ii) a group treated by BF (0.83
mg/g); and ( iii) a group treated with HY (90 ug/g) (iv) a group treated with OEO (0.151 ul/g),
(v) a group treated with the BF + OEO combination at the same doses, (vi) a group treated
with the HY + OEO combination, (vii) a group treated with the BF + HY mixture, and finally
(viii) a group treated with the BF, HY, and OEO mixture at the same doses. The composition
of OEO was determined by the gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) technique.
At the cytosolic and mitochondrial level, oxidative stress markers (MDA, GSH, GST, CAT,
GPX, and acetylcholinesterase (AChE) activity) as well as biochemical parameters (protein,
carbohydrate, and lipid rate), behavioral (locomotor activity, food intake rate, shell color
change, orientation disturbance), and physiological (mortality, the weight of snails, and
hepatopancreas weight, Shell length and diameter) were measured.

The chromatographic analysis of Thomson Naval Orange essential oils identified 24
components, with limonene as the majority constituent, followed by myrcene and linalol. The
study found that the treatment with BF and HY, as well as their mixture, had a negative
impact on the nutritional and locomotive properties of adult shrimp, resulting in a decrease in
body weight, average shell weight and an increase in the relative hepatopancreatic weight, and
a reduction in shell diameter and length. In addition, dosing of hepatopancreatic oxidative
parameters showed that BF and HY as well as their mixture resulted in an increase in MDA,
GPX, catalase activity and decrease in GSH and GST levels in the cytoplasm and
mitochondria of hepatic pancreases. A decrease in acetylcholinesterase was also observed. At
the mitochondrial level, pesticides have been the cause of a decrease in mitochondrial
respiration (O2 consumption), an increase in permeability with mitochendrial swelling.
Additionally, our results show that adding Thomson Naval orange peel essential oil to
bifenthrin and hymexazole treatments restored most signs of oxidative stress to levels similar
to controls. Based on these results, we can suggest the inclusion of orange peel essential oil in
any therapeutic regimen in cases of BF and HY poisoning.

Keywords: Bifenthrine, Hymexazole, Naval Thomson, essential oil, Helix aspersa, protective
effect, oxidative stress



Résumé

La recherche vise a évaluer la toxicité de deux pesticides (la Bifenthrin (BF) et
I’Hymexazole (HY)) sur l'activité du systeme antioxydant cytosolique et mitochondrial au
niveau hépatopancréatique chez Helix aspersa, ainsi que l'effet protecteur des huiles
essentielles de I’ecorce d’orange Thomson Naval (HEO) contre cette toxicité.

C'est une recherche expérimentale réalisee au laboratoire sur 80 escargots Helix aspersa
répartis en huit groupes (10 escargots chacun) : (i) un lot témoin, (ii) un lot trité par la BF
(0,83 mg/qg), (iii) un lot traité par I'HY (90 ug/g) (iv) un lot traité par 'HEO (0,151 ul/g), (V)
un lot traité par la combinaison BF + HEO aux mémes doses, (vi) un lot traité par la
combinaison I'HY + HEO, (vii) un lot traité par la mixture BF + HY et enfin (viii) un lot
traités par la mixture BF, HY et HEO aux mémes doses. La composition de ’'HEO a été
déterminée par la technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (CPG/SM). Au niveau cytosolique et mitochondrial, les marqueurs du stress
oxydatifs (MDA, GSH, GST, CAT, GPx, I’activité acétylcholinestérase (AChE)) ainsi que des
parametres biochimiques (Taux de protéine, glucide et lipide), comportementaux (Activité
locomotrice, taux de prise de nourriture, changement de la couleur de coquille, perturbation
de D’orientation) et physiologiques (Mortalité, poids d’escargot et poids d’hépatopancreas,
diametre et longueur de la coquille) ont été mesurés.

L'analyse chromatographique des huiles essentielles d’orange Thomson naval a
identifié 24 composants avec le limonéne comme constituant majoritaire suivi par le Myrcéne
et le Linalol. L'étude a révélé que le traitement par la BF et I’HY, ainsi que leur mixture, a eu
un impact négatif sur les propriétés nutritionnelles et locomotives des escargots adultes, ce qui
a entrainé une diminution du poids corporel, le poids moyen de la coquille et une
augmentation des poids relatifs de I'hépatopancréa, ainsi qu'une réduction du diametre et de la
longueur des coquilles. En outre, le dosage des paramétres oxydatifs hépatopancréatique a
montré que la BF et I'HY ainsi que leur mixture entrainaient une augmentation des taux de
MDA, GPX, l'activité catalase et une baisse des taux de GSH et de GST dans le cytoplasme et
les mitochondries d'hépatopancréas. Une diminution de I'acétylcholinestérase a également été
remarquée. Au niveau mitochondrial, les pesticides ont été a 1’origine d’une diminution de la
respiration mitochondriale (consommation d'O2), une augmentant la perméabilité avec un
gonflement mitochondrial. De plus, nos resultats montrent que I'ajout de I'huile essentielle
d'écorce d'orange de Thomson Naval aux traitements par la bifenthrine et 1’hymexazole
rétablit la plupart des signes de stress oxydatif a des niveaux similaires a ceux des témoins.
Sur la base de ces résultats, nous pouvons suggérer 1’inclusion de I’huile essentielle de
I’écorce d’orange dans quelconque schéma thérapeutique en cas d’intoxication par la BF et
I’HY.

Mots clés : Bifenthrine, Hymexazole, Thomson naval, huile essentielle, Helix aspersa, effet
protecteur, stress oxydant
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Introduction generale

Toute substance chimique ou non rejetée dans I’environnement est considérée comme
polluant. Si elle pénetre dans un organisme vivant, elle est alors connue sous le nom de
xénobiotique. Un contaminant est donc un élément exogéne présent dans 1’environnement
sous forme organique ou minérale, dissous, en suspension ou, plus rarement, sous forme
d’émulsion. C'est un élément présent en concentration supérieure a la nature dans un systéme
non contaminé, qu'il s'agisse d'un élément étranger au systeme ou, a l'inverse, d'un élément

familier, au systéme (Marteil, 1974).

Un pesticide est une substance utilisée pour prévenir, détruire, repousser ou contréler
tout ravageur ou maladie animale provoqué par des micro-organismes ou des mauvaises
herbes indésirables. Depuis ces decouvertes, les traitements aux insecticides, fongicides et
herbicides ont émergé dans les domaines agricoles et autres (Jeroen et al., 2004). Les
pesticides, qui sont facilement disponibles et largement étudiés pour leur efficacité dans les
revues et journaux agricoles, sont devenus la principale solution pour lutter contre les
infestations. La diminution du nombre et de la variété des organismes utiles (prédateurs et
parasites), ainsi que l'augmentation de la résistance des organismes ciblés par les pesticides,
ont conduit a une utilisation accrue de ces produits de synthese. Il en découle une pression
accrue sur l'environnement qui entrave le producteur dans une situation difficile a éviter
(Marle-Claude, 2007).

Avec I’agrandissement de l'agriculture en Algérie, I'application de pesticides sur les
cultures est en augmentation (Yesguer, 2014). Le document publié par I'Agence européenne
de l'environnement, examine la situation en Algérie, ou plus de 190 tonnes de pesticides
interdits sont actuellement stockées, principalement le DDT, alors que le Maroc a huit tonnes

de DDT en stock, la Tunisie moins de huit tonnes et la Turquie 10 tonnes (Tahar, 2016).

Les produits phytosanitaires sont classés en plusieurs catégories, avec les trois
principales étant les fongicides, les herbicides et les insecticides. Ces trois articles classés
représentent presque 97 % du marché mondial. (Louat, 2013). La BF est un pyréthrinoide,
une substance active qui a des effets insecticides et acaricides. Le programme communautaire
(Directive CE 91/414) a réévalué cette substance en tant que phytopharmaceutique et en tant
que biocide (Directive CE 98/8) (EFSA, 2011). La BF est un insecticide largement utilisé
dans le monde, principalement dans les cultures de mais, d'orge et de blé. En Algérie, il est
également utilisé pour la culture de la pomme de terre et de quelques arbres fruitiers tels que
le poirier et le pommier. (ACTA, 1989).



L’HY qui est le composant de tachigazol, un fongicide vendu en Algérie. Il fait partie de
la famille des triazines (Tahar et al., 2017). Malgré ces bénéfices importants dans de
nombreux domaines, son utilisation croissante provoque des effets nocifs sur les systemes
biologiques (IPCS, 1990).

Les pesticides sont des substances chimiques qui sont largement présentes dans
I'environnement et peuvent nuire aux insectes et toxiques pour la vie aquatique et les
mammiféres (Steeve, 2013). L’importance des Invertébrés dans la structure et le
fonctionnement des écosystemes terrestres et aquatiques justifie l'intérét d'étendre les

recherches et les procédures écotoxicologiques a ces groupes d'animaux (Ramade, 1992).

Pour realiser des études toxicologiques, les organismes doivent fournir des indicateurs
de perturbation de I'environnement ou un groupe de créatures utilisees comme gardes en
examinant les changements physiologiques, biologiques et écologiques qui ont un impact sur
eux. L’escargot (Helix aspersa) constitue un modéle biologique largement utilisé dans les
études toxicologiques (Coline druart, 2011). Les mollusques gastéropodes sont connus pour

leur grande capacité d'accumulation des pesticides dans ce contexte.

La toxicité induite par les pesticides, provoque un stress oxydatif important et des
changements intenses aux niveaux des marqueurs du stress oxydatif. Pour diminuer les effets
nocifs des pesticides, plusieurs substances chimiques ayant des propriétés anti-oxydantes ont
été proposées. Les plantes médicinales ainsi que leurs extraits, y compris les huiles
essentielles sont largement utilisées pour les propriétés favorables de leurs principes actifs qui
ont un rdle thérapeutique comme agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, et
antioxydants protecteurs contre les effets oxydatifs (Ouelbani et al., 2016). Les huiles
essentielles d’orange (Citrus sinensis) sont tres utilisées par les industries pharmaceutiques et
en phytothérapie et sont connues pour leurs propriétés antioxydantes qui peuvent étre divisés
en fractions volatiles et non volatiles (Mondello et al., 2005).

Le premier objectif de cette recherche est d'évaluer les effets toxiques de deux pesticides :
la BF et HY, ainsi leurs combinaisons en utilisant I'escargot Helix aspersa comme modeéle
bioindicateur au niveau cytosolique et mitochodriale. Le deuxiéme objectif est d’évaluer 1’effet
protecteur des huiles essentielles d’orange (HEO) contre la toxicité produite par ces deux

xénobiotiques. Pour atteindre ces objectifs, ce document est divise en deux parties principales :

v' La premiére section correspond a une étude bibliographique rassemblant des

informations sur les pesticides et leurs effets d’une maniere générale en spécifiant


http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/phytotherapie.htm

la BF et I’HY. Des rappels sur le stress oxydatif et ses concéquences seront
également avancés. Nous allons enfin présenter quelques notions bibliographiques
sur les huiles essentielles d’orange et sur le modé¢le biologique qui est en
I’0ooccurence le petit gris ou Helix aspersa.

v' Dans la deuxieme section, nous allons exposer la partie pratique divisée en 3
parties :

- Une partie dédiée a I'étude des aspects comportementaux et de forme
morphométrique (poids frais moyen des escargots, coquille hépatopancréas, aussi
la longueur et diamétre de la coquille) des escargots exposes aux différents
traitements (pesticides et HEO).

- Une partie consacrée de la détermination de la teneur de I'hépatopancréas, en
protéines, glucides et lipides, ainsi que des dosages des biomarqueurs
enzymatiques et non enzymatiques suite aux différents traitements.

- Une partie réalisée au niveau subcellulaire étudiant le gonflement et perméabilité
mitochondriale, la respiration cellulaire et le dosage de quelques enzymes de

stress oxydant.

Enfin, une Conclusion générale soulignera les avantages de cette étude pour la

recherche en toxicologie et en écotoxicologie.
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I.Généralités sur les pesticides
I.1. Historique

Les pesticides ont été utilises pour la premiere fois dans I'agriculture depuis longtemps
(Connell, 1997). Il semble que l'utilisation du soufre remonte a la Grece antique (1000 ans
avant J.-C.) et que Pline, un naturaliste romain, a suggéré l'arsenic comme un insecticide. Au
XVle siecle, la Chine et I'Europe utilisaient des produits arsenicaux ou a base de plomb. Des
1690, le tabac était reconnu pour ses propriétés insecticides. Les racines de Derris et
Lonchocarpus, qui contiennent de la roténone, étaient utilisees par les jardiniers en Inde

comme insecticides (Gatignol et étienne, 2010).

Les progrés de la chimie minérale ont conduit a l'utilisation plus largements des
pesticides. Au XIXe siécle, les traitements fongicides a base de sulfate de cuivre sont devenus
courants, notamment les bouillies bordelaises ou les fongicides a base de mercure utilisés
pour lutter contre les invasions fongiques dont le mildiou sur la vigne et la pomme de terre.
Des pesticides tels que I'arsénite de cuivre, I'arsénite de cuivre et I'arséniate de plomb sont
¢galement apparus. Cependant, I’utilisation massive de ce produit est controversée car elle
provoque une contamination des sols, 1’excés de cuivre entrainant la destruction du
microbiote du sol. Les pesticides a base darsenic ont été largement utilisés vers 1920
lorsqu'on s'est rendu compte que les fruits et 1égumes transformés contenaient des poisons a

des doses mortelles pour les consommateurs (Duval, 2009).

L’ere des pesticides de synthése commence véritablement dans les années 1930 avec le
pouvoir insecticide des thiocyanates d’alkyle et d’autres produits comme le salicylanilide en
1931 et les dithiocarbamates en 1934. En 1874, Zeidler synthétise le DDT, dont les propriétés
insecticides ont été établies par Muller en 1939 (Duval, 2009). Le DDT est devenu disponible
en 1943, ouvrant la voie a la famille des organochlorés. Le DDT a dominé le marché des
pesticides jusqu’au début des années 1970. En 1944, I’herbicide 2,4D, copi¢ de ’hormone de
croissance végétale, est synthétisé. Cet herbicide était utilise comme composant de I'Agent
Orange, un mélange d'herbicides utilisé pendant la guerre du Vietnam qui provoquait diverses

maladies (cancer, malformations congénitales, etc.) (Jeroen et al., 2004).

Depuis 1945, la famille des organophosphorés a connu des progrés considérables
pendant la Seconde Guerre mondiale grace aux recherches sur la production de gaz de
combat. Toutefois, ces produits sont trés toxiques et nombre d’entre eux ont été retirés du

marché (Calvet et al., 2005). Pendant la décennie 1950-1955, aux Etats-Unis, des herbicides




appartenant a la famille des urées substituées tels que le linuron et le diuron ont été créés. Le
plus grand marché des fongicides est actuellement constitué par les fongicides IBS
(inhibiteurs de la synthése des stérols) qui sont des fongicides imidazoliques et triazoliques,
qui datent de 1966. Dans les années 1970-1980, les pyréthrinoides, une nouvelle catégorie

d'insecticides, ont pris le dessus sur le marché des insecticides (Guy Roy, 2015).

La compétition entre les industries phytosanitaires est devenue de plus en plus difficile
depuis les années 1990 en raison du grand nombre de produits commercialisés et des
exigences réglementaires telles que I'nomologation et la normalisation. Plutot que de se lancer
dans la fabrication simultanée d'autres produits, les industriels préférent concentrer leurs
efforts sur la vente d'un seul produit optimisé pour un usage bien ciblé et la surveillance de la
qualité de l'eau et des aliments, la protection et la réhabilitation de I'environnement
(Dorothée, 2011).

Des phénomenes de résistance sont apparus a la suite de l'essor de ces produits
chimiques chez les insectes, les plantes adventives et certains champignons en raison de
mécanismes de mutation du géne cible, de détoxication, de séquestration ou d'herédité de
génes de résistance. En 2010, les OGM résistants aux herbicides représentaient 93 % du soja,
78 % du coton et 70 % du mais. De plus, l'utilisation de systéemes de lutte intégrée contre les
ravageurs (IPM), qui réduisent l'utilisation de produits agrochimiques et le développement des
populations de ravageurs, est devenue plus répandue. Pour limiter ces phénoménes de
résistance, l'industrie doit continuer a rechercher et développer de nouvelles molécules
(Deguine, 2008).
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Figure 01 : Histoire des produits phytosanitaires (Abd-Ella, 2011).




1.2. Quelques définitions

Le terme « pesticide » provient du mot anglais « pest », qui est dérivé du mot latin
« pestis », qui signifie un animal, un insecte, une plante ou un nuisible qui peuvent étre
dangereux pour I'hnomme et son environnement. Le suffixe «-cide » (du verbe latin caedo,

caedere) signifie tuer (Cotonat, 1996 ; Couteux et Salatin, 2009).

Selon la FAO, les pesticides sont « toute substance ou association de substances qui est
destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies
humaines ou animales, les espéces indésirables de plantes ou d'animaux qui causent des
dommages ou se montrent autrement nuisibles pendant la production, la transformation, le

stockage, le traitement ou I'élevage.

Les pesticides sont des produits chimiques de synthese, minéraux ou substances
organiques, également qualifiés par les fabricants et les utilisateurs de « phytosanitaires » ou,
plus récemment, de « phytopharmaceutiques » (Levet et al., 2008), congus pour assurer
I'éradication (ou empécher son fonctionnement) nocifs, animaux, plantes, micro-organismes

ou virus. lls sont largement utilises dans les cultures agricoles (Bonvallot et Dor, 2004).

L'article 2 de la loi n® 87-17 du Journal officiel de I'Algérie relative a la protection
phytosanitaire du ler ao(t 1987 précise les pesticides : " Toute substance ou mélange de
substances destiné a repousser, détruire ou combattre des organismes nuisibles, en vue de

protéger ou d'améliorer la production végétale ™.
Dans les textes liés a la réglementation européenne on distingue :

La directive 91/414/CE du 15 aolt 1991 désigne " les produits phytopharmaceutiques
comme les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances

actives qui sont présentes sous la forme dont elles sont livrées a l'utilisateur™ et destinées a :

v’ protéger les végétaux ou les produits végétaux contre les organismes nuisibles ou a
les empécher d'agir.

v’ protéger les processus vitaux des végétaux, pour autant qu'ils assurent la
conservation des produits végétaux,

v’ a condition que les substances ou produits ne soient pas soumis a des dispositions
particuliéres du Conseil ou de la Commission concernant les agents conservateurs.

v’ détruire les végétaux indésirables, y compris des parties de végétaux, ralentir ou

empécher la croissance des végétaux.




Les biocides sont les produits anciennement appelés "

agricole ".

1.3. Classification des pesticides

pesticides a usage non

Il est difficile de classer les pesticides qui sont actuellement sur le marché puisqu'ils ont

un si large éventail de structures chimiques, de groupes fonctionnels et d'activités (Merhi,

2008). Certains classent les pesticides comme herbicides, insecticides ou fongicides. D'autres

les classent comme pesticide en fonction de leur cible, de la composition minérale, de leur

teneur organique, du lieu d'application ou de leur toxicité (Djeffal, 2014).

Chaque catégorie a été démontrée avoir des effets nocifs non intentionnels sur les

especes non ciblées tout en étant explicitement congue pour cibler les ravageurs (Ghosal et
al., 2018 ; Sanchez-Bayo et Wyckhuys, 2019 ; Fiera et al., 2020).

Le tableau 1 donne un résumé des principales catégories de pesticides

Tableau 01 : Classification des pesticides selon leur organisme cible (PAN, 2019)

Types de Pesticides Usage et action Exemples
Insecticides Un produit chimique utilisé pour empécher la Imidaclopride,
destruction, I'élimination ou l'attaque d'insectes qui Cyperméthrine, Diméthate,
nuisent, tuent ou attaquent des plantes ou des animaux. Phosate, Parathion de
méthyle et Chlorpyrifos
Herbicides Les substances qui sont utilisées dans la lutte contre 2,4-D, 2,4,5-T, glyphosate,
les mauvaises herbes et autres plantes qui coexistent Terbis, Butachlore et
avec l'espéce cultivée et le développement des plantes Acétochlore.
stunt.
Fongicides Les substances utilisées pour éradiquer ou prévenir le Ampropylphos,

développement de maladies affectant les plantes et les
animaux, ainsi que les champignons.

Carbendazim et Carboxine

Rodenticides

Les substances qui tuent les rongeurs

L'oxyde d'arsenic et la
Warfarine

Nematicides

Les produits chimiques utilisés pour défendre ou
prévenir les nematodes qui nuisent a différentes
cultures.

Aldicarb, Carbofuran

Molluscicides

Les substances utilisées pour arréter le developpement

Sulfate de cuivre, Gardene,

des cafards et des boues et les tuer. et Fentin.
Régulateurs Une substance qui ralentit ou accélére le processus de Probenazole et
de croissance développement ou de maturation. Acibenzolar.

1.3.1 Herbicides

Les herbicides, communément appelés herbivores, sont des composés actifs utilisés dans

I'norticulture pour éradiquer les mauvaises herbes et détruire les plantes (Andersen et al.,




2002). 1l existe trois types d’herbes: les herbes totales, celles qui tuent complétement les

plantes et celles qui affectent leurs parties aeriennes (Bouvier et al., 2011).
Les herbicides agissent sur les plantes a plusieurs endroits, selon Dorothé (2011) :

v perméabilisant la membrane cellulaire et perturbant la photosynthése.

v’ Les perturbateurs de la croissance comprennent l'arrét de la division cellulaire, I'arrét
de I'élongation et I'arrét de la synthese de la cellulose.

v" inhibiteurs de la formation de lipides et d'acide aminés.

v’ agents de blocage de la synthése pour les pigments.
1.3.2. Les insecticides

C’est un grand groupe pesticide utilisé pour éliminer les insectes porteurs de maladies
et lutter contre les parasites cultivées (Hodgeson et al., 2004). Les insecticides organiques de
synthése sont des molécules carbonées, synthétisées, et se distinguent des insecticides
inorganiques ou minéraux. Parmi les insecticides organiques, trois grandes familles se
distinguent : les organophosphorés, groupe existant depuis 1944, dont de nombreuses
molécules ont été retirées du marché a cause de leur toxicité ; les carbamates, groupe
important comprenant également beaucoup de fongicides et d’herbicides ; enfin les
pyréthrinoides de synthése, qui présentent une toxicité moindre que les organophosphorés et

les carbamates, et s’emploient a faible dose.

Les insecticides jouent un rdle important dans la limitation de populations d’insectes
ravageurs et dans I’amélioration de la production agricole, mais aussi ils présentent des effets
non intentionnels sur les différentes composantes de 1’écosystéme, notamment les problémes
écotoxicologiques et toxicologiques sur la faune auxiliaire (Slamene et al., 2016). Devant
cette situation notre étude s’intéresse a ¢étudier et a déterminer la toxicité chronique

d'insecticide bifenthrine sur I’escargot ; helix aspersa.
1.3. 2.1. La bifenthrine
1.3. 2.1.1. Informations réglementaires

La bifenthrine a été découvert et fabriqué pour la premiére fois aux Etats-Unis par la
FMC Corporation. L'Agence ameéricaine de protection de I'environnement (EPA) a
initialement autorisé l'utilisation du document en 1985 (Riar, 2014). En tant que produit
biocide et en tant que composé phytopharmaceutique dans le cadre du programme

communautaire (directive 91/414) ce médicament a fait I'objet d'une nouvelle évaluation. La




bifenthrine est classée par I’OMS comme modérément dangereuse (WHO, 1998a). Le rapport
d’évaluation (Draft Assessment Report) proposé par 1’Etat membre rapporteur (France) est
publiquement disponible auprés de ’EFSA, 2006 (Ineris, 2011). Par ailleurs la bifenthrine
remplit certains critéres de la convention de Stockholm pouvant la classer comme un POP. Il
s’agit donc d’une substance préoccupante dont les usages pourraient étre extrémement
restreints, dans 1’hypothése ou elle serait a nouveau autorisee au niveau communautaire (Jorf,
2010).

La Direction générale de 1’alimentation a saisi le Comit¢é de Coordination de la
Toxicovigilance pour une description générale des intoxications dues a la BF par un courrier
du 16 septembre 2005. La présente €¢tude a pour objet d’analyser les cas d’exposition a la BF

collectés par les CAP francais entre 2000 et 2005 (Harry et al., 2011).
1.3.2.1. 2. Définition

La bifenthrine (CAS 82657-04-3) est un dérivé synthétique des pyréthrines que 1’on
trouve dans les extraits de fleurs de chrysanthéme et est utilisée comme insecticide (Grube et
al., 2011). Le BF est un cyclopropane carboxylate d'alcool (Nieradko et al., 2015), dont la
nomenclature est : 2-chloro-3, 3,3-trifluoroprop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate
est present dans la Figure 02 (Starr et al., 2014). Cette nomenclature est donnée par la
formule chimique de C23H22CIF302 (Abdolah, 2011). Elle appartient a la famille chimique de
la troisieme génération des pyréthrinoides de synthese (Naumann,1990 ; Davies, 1990 ;
Ruigt,1985), Il se distingue a la fois par sa structure et sa biologie (structurellement due au
fragment d’alcool diphénylique et biologiquement en raison de la forte activité acaricide)
(Engel et al,1983). Ce pesticide possede de fortes propriétés insecticides grace a sa capacité
de modifier le fonctionnement des nerfs en modifiant la cinétique des canaux sodique voltage

dépendant chez les insectes (Nieradko et al., 2015).
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Figure 02 : Formule développée de la Bifenthrine (Alamy, 2017).




1.3.2.1.3. Propriétés importantes de la Bifenthrine

Les propriétés physique, chimieque et toxicologiques de la BF sont resumeées dans le

tableau 2 :

Tableau 02 : les caractéristiques physiques, chimiques et toxicologiques de la BF (Andrew,
1999 ; Boyd, 2002 ; Beausoleil et al., 2009 ; Kaneko, 2010 ; Mokhtari et Mouhouche,
2016 ; Yang et al., 2018 ; Meena, 2022).

Propriétés

Valeur

Formule chimique

C23H22CIF30;

N°CAS

82657-04-3

Etat Physique

Liquide, visqueux ou un solide, cristallin ou
cireux

Masse molaire

422,88 g/mol

Point de fusion

66-69 °C

Point bouillant

Décomposition a 285 °C avant ébullition

La densité

1,212 - 1,316

La pression de la vapeur

2,4.10° Paa 25 °C

Le point d*éclair

151 °C (coupelle fermée), 165 °C (coupelle
ouverte)

Solubilité dans I'eau

<1 ug-L-1 (pH 4,05)
<1 ug-L-1 (pH 7,04)

3,76 ng-L-1 (pH 9,22)

Solubilité dans les solvants organiques

Le chlorure de méthylene, l'acétone, le
chloroforme et I'éther sont tous solubles dans
la bifenthrine. 1l peut étre Iégérement dissous
dans le méthanol et I'heptane.

Durée de demi-vie par hydrolyse (eau
naturelle,apH 5, 7et9a 25
OC)

Stable

Constante d’Henry (pH 7, 25°C)

7,20 x 10° atm.m®.mol™?

Coefficient de partage octanol-eau (Kow)

1,0 x 10°

Demi-vie anaérobie

97-156 jours

Demi-vie aérobie

65- 125 jours

Demi-vie de dissipation dans le champ

122 a 345 jours

Coefficient de partage carbone organique-

eau (Koc) :

1,31 - 3,02x10°

11
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Tableau 02 : les caractéristiques physiques, chimiques et toxicologiques de la BF (Suite)

Propriétés Valeur
Gravité spécifique (325°C) 1,212 g.mL-1
Coefficient d'adsorption dans le sol (Koc) | 1,31 -3,02.105
La photolyse 276-416 jours

1.3. 2 .1. 4. Caractéristiques générales et mode d’action

Bifenthrin, insecticide, est utilisé dans le monde entier contre une gamme depests
agricoles. Sa faible toxicité chez les mammiferes a entrainé une utilisation généralisée a la
fois dans les applications agricoles et urbaines. A D’échelle mondiale, les pesticides
pyréthrinoides, y compris la BF, sont utilisés dans la lutte antiparasitaire contre les cultures

agricoles, y compris le coton, en Australie, en Inde et en Chine (Riar, 2014).

Les PYRs utilisent un nombre différent de voies pour causer des dommages au systeme
nerveux des invertébrés (Miller et Salgado, 1985). En tant qu'agent neurotoxique, la BF
induit une ouverture persistante du canal sodique voltage-dépendant via la liaison aux canaux
sodiques en prolongeant la dépolarisation neuronale (Ji et al.,, 2021). En maintenant
I'ouverture de ces canaux, les pyréthrinoides créent une séquence d'impacts électriques dans
les neurones qui conduisent a leur dépolarisation (Louise, 2015), ce qui entraine une variété
de symptémes, y compris I'hyperexcitabilité des cellules neuronales (tremors, uncontrollable
movements, and salivation) (Gargouri et al., 2018).Elle provoque aussi le dysfonctionnement
des neurones chez les termites, les mouches et les cafards (Yang et al ., 2018).

Des études ont été menées sur la fagon dont le BF agit sur les récepteurs cannabinoides
somatiques dans les neurones corticaux des cerveaux de rats nouvellement nés, ou des effets
toxiques sont souvent genérés. Un changement d'hyperpolarisation cause par le BF a
également été lié a des concentrations dans les états normaux de [l'activation et de
I’inactivation du canal, ainsi qu'a la lenteur de la récupération de son inactivation. Ces
résultats indiquent que le BF ment et modifie les canaux de sodium a la fois dans les états

fermés et ouverts (Yang et al., 2009).

Dans le biote, la maniére d'action et les caractéristiques chimiques de la BF la rendent
tres efficace contre les insectes pourtant elle est relativement sans gravité pour les

mammifeéres et les oiseaux une fois appliquée correctement (Mokrey, 1989).




1.3.2.1.5. Comportement dans I'environnement
1.3.2.1.5.1. Sol

La BF se lie fortement aux particules du sol en raison de sa valeur élevée de Koc (FMC,
1983) et a tendance a ne pas se déplacer dans le sol. En fonction du type de sol et de la
quantité d'air dans le sol, la période de demi-vie du sol varie de 7 jours a 8 mois pour atteindre
la moitié de sa concentration initiale (Walker et al., 1992). L'activité microbienne détermine
sa dégradation (Alanwood, 2008) (figure 03).

Le schéma suivant représente Les voies de dégradation de la BF dans 1I’environnement
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Figure 03 : Voies de dégradation de la bifenthrine dans 1’environnement (Bouras, 2009).
1.3.2.1.5.2. Eau

La BF est une molécule non polaire ce qui explique sa faible solubilité dans 1’eau
(Mokrey, 1989). Elle peut créer une réactivité vers des photolyses aqueuses dont la demi-vie
du photolytique varie entre 276 jours a 416 jours. Cela signifie que le pesticide peut demeurer
dans l'eau, le sol et la matiére organique trouvée dans les eaux, mais il est peu probable qu'il

s'évapore dans des eaux de surface (Langley et al., 2003).




1.3.2.1.5.3. Air

Lorsqu'il est appliqué sur un sol sec, le BF a un faible coefficient de volatilisation dans
I'air, et un plus grand pour un sol humide, selon la valeur de la pression de vapeur et la
constante d'Henry (Andrew, 1999). Il peut étre détecté dans les dérivés de pulvérisation ou

dans l'air lié a des particules de sol (Boyd, 2002).

1.3.2.1.6. Toxicocinétique de la Bifenthrine
1.3.2.1.6.1.Absorption

Environ 50% de la biphenthrine est efficacement absorbée par le systéeme digestif. Sur
la base de recherches in vitro sur la peau des rongeurs (ris) et de la peau humaine ainsi que de
données in vivo sur les rats, I'absorption cutanée a été estimée a 12 %. Non connu: absorption
par les voies respiratoires (INRS, 2009). La BF est de nature hydrophobe et le fait que sa
préparation commerciale avec les solvants lipophiles peut assurer son passage de la peau
facilement et développer une toxicité systémique (Michael et al., 2015).

1.3.2.1.6.2. Distribution

Le transport dans le sang n’est pas documenté sur les escargots terrestres helix
aspersa. On peut en retrouve dans tous les tissus, mais ils se concentrent surtout dans les
tissus contenant beaucoup de lipides comme les graisses ou les tissus nerveux (Anadon et al.,
1991) parce qu'ils sont liposolubles (Anadon et al., 1996). La thyroide présente des fibres
nerveuses qui entourent les adipocytes remplis de tissu adipeux ce qui fait de la glande

thyroidienne un organe cible de la BF (Madan, 2020).
1.3.2.1.6.3. Métabolisme

Bifenthrin passe généralement par trois phases du métabolisme :

» C’est la premiere étapes est un clivage hydrolytique de la liaison ester central
(Beausoleil et al., 2009).

> La deuxieme étapes est un d'oxydation conduisant a des dérives acide carboxylique
ou acide phénoxbenzoique (Leng et al.,1997).

> les métabolites obtenus conjugaison ensuite généralement avec des composées
comme la Glycine, des Sulfates, Acides glucuroniques pour former des complexes
trés hydrosolubles (Casida et al.,1983).

1.3.2.1.6.4. Elimination

Bien qu'une petite quantité de bifenthrine soit libérée intacte dans les matieres fecales,

elle est principalement excrétée dans l'urine sous forme de métabolites. Avec 20 a 30% de la
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dose expulsée, I'excrétion biliaire semble étre la deuxiéme voie excrétrice la plus courante
(Inrs, 2016).
1.3.2.1.7. Voies d’exposition

Les humains et les animales étant une partie du méme écosystéme sont constamment
exposés professionnelle a (BF) par la contamination de I’environnement. Il y a trois
principales voies par lesquelles les BF peuvent pénétrer dans 1’organisme, c'est-a-dire : a
I'aide de I'ingestion, par le contact avec la peau, et par inhalation (Fortin, 2009). Aussi par les
concentrations élevées dans différents produits alimentaires ou applications thérapeutiques
accidentelles par voie orale et dermique. Les expositions par le contact avec la peau, et par
inhalation sont généralement associées a de seuls des effets indésirables légers. Des decés
sont survenus rarement apres une exposition aux PYRs, généralement suivant l'ingestion (He
et al., 1989).

1.3.2.1.8. Toxicité du Bifenthrine chez I’animal et ’homme

Les pesticides causent généralement des effets inattendus sur 1’environnement. Tout
comme la plupart des Insecticides, La bifenthrine a cause de sa grande capacité
d'accumulation : "elle est hautement toxique sur les poissons et les invertébrés et les

organismes aquatiques "(Ullah et al., 2021).

Depuis 2010, le laboratoire Chrono-Environnement méne des recherches approfondies
sur l'embryotoxicité des produits chimiques sur un type de gastropodes terrestres. L'objectif
de ces études était de créer un bioassay qui utiliserait les ceufs du petit escargot gris Helix
aspersa (Druart, 2011). Des autres ont évalué la toxicité induite par la BF, y compris
I'induction du stress oxydatif, les malformations du développement, la neurotoxicité, la
toxicité neurocomportementale, 1I’immunotoxicité, chez les souris gestantes et les cellules
mammaires humaines. Elle présente également des effets endocriniens perturbants, selon
Baldi et al. (2021).

1.3.2.1.8.1. Toxicités aigue sur ’animale

Apreés une breve exposition, le BF est toxique pour les animaux (OMS, 2005). Lorsqu'il
est consommé par les animaux, le BF n'est que légérement nocif. Lorsque le BF est administré

a la peau des rats et des lapins par les voies cutanées, il est quelque peu nocif (Tomlin, 2000).
1.3.2.1.8.2. Toxicités chronique sur I’animal

Les animaux atteints de pyréthrinoides ont des problemes de comportement, de

développement et d'hormones (Koureas et al., 2012). La neurotoxicité de Il'exposition
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prolongée a la BF comprend des difficultés a marcher et a secouer (Louise, 2015). Le poids
corporel, le foie et la taille des reins diminuent tous en raison de changements de
comportement (Fortin, 2009). Les rats n'avaient aucun signe de cancer, tandis que les souris
ayant recu des doses plus élevées avaient plus de tumeurs dans le réservoir souple de l'urine
(Tech, 2008).

1.3.2.1.8.3. Toxicites aigue et chronique sur la santé humaine

L'exposition aigué a la bifenthrine entraine des symptdmes tels que la diarrhée, les
nausées et les vomissements (Grant, 1993). Etant donné que la plupart des informations sur
la toxicité proviennent de la recherche sur les animaux, I'exposition a long terme est peu
connue (Kolaczinski et Curtis, 2004). Les maladies induites par les pyréthrinoides aprés une
exposition chronique n'ont été étudiées que dans un petit nombre de recherches cliniques,
expérimentales et épidémiologiques. D'autres facteurs peuvent étre la source de symptémes
vagues (Wagner-Schuman et al., 2015).

Chez I’homme, les niveaux dhormones liés a I'exposition aux PYRs n'ont pas été
concluants a ce jour, partiellement a cause de faibles expositions, ou a des expositions mixtes
aux pesticides. Selon 1’étude de Gargouri et al. (2018), ils ont fourni des preuves que la BF
induit des réponses inflammatoires médiées par le stress, qui favorisent les altérations de

I'anxiété et le dysfonctionnement cholinergique.
1.3.2.1.9. La bifenthrine insecticides controlées

Le BF est I'un des insecticides que le Ministere de la Santé surveille pour s‘assurer qu'il
fonctionne comme prévu et pour éviter les effets négatifs sur I'environnement ou la santé

humaine qui pourraient résulter de son utilisation (DHM, 2023).

Tableau 03 : Liste des insecticides contrdlés par le ministere de la santé-février 2023 (DHM,

2023)
NOM COMMERCIAL MATIERE ACTIVE CONCENTRATION
STRONG RAMPANTS Cyperméthrine 0,1
Fumicide BF Bifenthrine 10.69/Kg
Pyrel diffuseur Huile de citronnelle 6
STRONG VOLANT Tétraméthrine 0,100
Perméthrine 0,070
VAPE KO Tetraméthrine 5
Bioresthrine 5
GOLIATH GEL Fipronyl 0,005

N.B : La liste peut étre mise a jour a la lumiere des données scientifiques internationales et
nationales disponibles.




1.3.3. Fongicides

Pour protéger les plantes cultivées contre les champignons parasitaires, les fungicides
sont des agents phytopharmaceutiques utilisés pour lutter contre les infections
cryptogamiques (CEC, 2003). Les produits chimiques organiques les plus courants sont les
carbamates, les triazols et les dérivés du benzéne, qui sont dérivées des sels de cuivre et du
soufre (Margoum, 2003). On distingue aujourd’hui deux types de fongicides (Hamadache,
2014) :

v Curative : Supprime une maladie existante.

v Préventive : Protege la plante en arrétant la progression de la maladie.

Il existe une multitude de modes d'action des fongicides représentés dans le schéma

suivante (figure 04) :

Multi-sites

Respiration
mitochondriale

Bioynthése acides
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cytoskeleton Division cellulaire - cytosquelette

A

Figure 04 : Modes d'action des fongicides
N. B : les fongicides multisites (qui agissent sur plusieurs parameétres a la fois).

Nous nous focalisons particuliérement sur 1’exemple de 1’hymexazole (HY) car il

représente le sujet de cette étude.




1.3.3.1. Hymexazole
1.3.3. 1.1. Informations réglementaires

La notation de danger de HY a été autorisée en 1995, mais reviseée en 1998 a la suite
d'informations environnementales récentes fournies au Groupe d'experts sur [l'impact

environnemental.

Une étude d'évaluation des produits phytopharmaceutiques a déterminé que
I'nymexazole était un ingrédient actif. Le requérant a retiré I'appui a l'inclusion de HY dans la
directive 91/414/CEE du Conseil, de sorte que I'Autorité européenne de sécurité des aliments

a procédé a un examen par les pairs, mais la procédure a été terminée (Anses, 2011).

Le rapport supplémentaire a été regu par ’EFSA en 2009. L’EFSA a distribué le
document additionnel les pays membres pour observations le 22 septembre 2009. L’EFSA a
rassemblé et transmis tous les commentaires recus au Conseil le 5 novembre 2009. Apreés
avoir examiné le rapport supplémentaire, les commentaires regus et, le cas échéant, le DAC,
la Commission a demandé a I’EFSA de mener un examen ciblé par les pairs dans domaines de
toxicologie des mammiferes, résidus et de 1’écotoxicologie et de présenter ses conclusions
sur I’hymexazol. Les résultats ont été tirés a partir de la base de 1’évaluation des utilisations
représentatives de I’HY comme fongicide sur la betterave a sucre et la tomate, telle que

proposée par le demandeur (EFSA, 2009).

Le Comité permanent de la chaine alimentaire et de la santé animale s'est réuni pour
examiner le projet de rapport d'évaluation, le rapport complémentaire et les conclusions de
I'Autorité. Sur la base de leurs considérations, la Commission et les Etats membres ont

élaboré leur rapport d'examen sur HY le 23 novembre 2010.

Deux autres études de toxicité pour le développement futur ont été déposées par le
demandeur en aoQt 2015, une étude de toxicité de la recherche de I’intervalle de dose chez le
lapin blanc de Nouvelle-Zélande gravide par administration de gavage par voie orale (l1A
5.6.2/06) et une étude sur les effets sur la croissance de I’embryon et feetus chez le lapin blanc
de Nouvelle-Zélande par administration de gavage oral (I11A 5.6.2/07). Ces recherches n'ont
pas été examinées dans le cadre du programme d’examen des pesticides, mais sont incluses
dans la proposition actuelle de CLH (CLH, 2017).




1.3.3. 1.2. Définition

L'ingrédient principal du fongicide systémique des semences de Golden Union
Agrochemical, le Tachigazol, qui est vendu en Algérie, est I'nymexazole. 1l est un membre de
la famille des triazines, avec la formule développée 5-méthyl-3 (2H)-isoxazolone et la forme
chimique brute C4H5NO?2. La structure chimique de ce compose est montrée dans I'image qui

I'accompagne. (Figure 05) (Tahar et al., 2017).

H,C O\

Figure 05 : Structure chimique de I'nymexazole (Tahar et al., 2017 ; Chunli et al.,
2023)

1.3.3.1.3. Propriétés de I’hymexazol

Le tableau 04 présente les caractéristiques physico-chimiques principales de la

substance active.

Tableau 04 : Caracteéristiques physiques et chimiques principales de la substance active
(Whetzel 1993a ; Ristorcelli 2002 ; Bates 2004 ; EFSA, 2010a)

Propriété Valeur

Classification Fongicide

No CAS 10004-44-1

Nom chimique Le" 3-hydroxy-5-méthylisoxazole; 5-
méthylisoxazol-3-ol "

Formule moléculaire C4H5NO2

Poids moléculaire 99,15

Forme Cristaux

Couleur Incolore

Odeur Iégere odeur spéciale

Point d’éclair Sans objet, le point de fusion > 40 °C.

Point de fusion/congélation 83,9-84,9°C

Densité relative de 0,551 g/mla22°C

Solubilité dans I'eau 58.2g/L (pH 3, 20)

Pureté minimale de la substance active telle | 985 g/kg

que fabriquée




Tableau 04 : Caracteéristiques physiques et chimiques principales de la substance active
(Suite)

Propriété

Valeur

Pression de vapeur (température de I’état,
pureté de 1’état)

0,182 Pa a 25 °C (99,75 %) (extrapolée a
partir de mesures & 303 — 323 °K)

Constante de la loi de Henry

1,4 x 10* Pa - m® - mol?

solubilité dans ’eau (99,1 %) : 65,1 g/l a
20°C

pression de vapeur (99,75 %) : 0,0925 Pa a
20 °C

Inflammabilité : (pureté de I’état)

Pas trés inflammable. (99.96 %)

Propriétés explosives :(pureté de I’état)

Non explosif. (99.96 %)

Propriétés comburantes : (pureté de 1I’état)

Non oxydant. (99.96 %)

Etat de la substance & 20 °C et 101,3 kPa

Solide cristallin blanc jaunatre

Valeur du Ph

6-9

Point d'éclair

non inflammable

Pression de vapeur

0,182 Pa a 25 °C, extrapolée a partir de
mesures a 303 - 323 °K (n = 4)

Point d’ébullition

La substance se décompose avant 1’ébullition.

Tension de surface

72,1 mN/m a 20 °C (solution de 1 g/l).

Solubilité dans I’eau

65,1 g/l a 20 °C, eau non tamponnée
58,2g/1a20°C,PH3
67,8 g/la20°C,PH9

Coefficient de partage noctanol/eau (Kow)

Log Pow = 0,48 a 25 °C, non tamponné.
"PH4:logKow=101a25°C"
"PH7:logKow<023a25°C"
"PH9:log Kow<0,3a25°"

Stabilité des solvants organiques et
connaissance des produits de dégradation
associés

Solvant, solubilité :

"acétone 730 g/l a 20 °C (99,1 %) "
"dichlorométhane 602 g/l a 20 °C (99,1 %)"
" acétate d’éthyle 437 g/l a20 °C (99,1 %) "
"hexane 12,2 g/l 220 °C (99,1 %) "

" méthanol 968 g/l a 20 °C (99,1 %)"

" toluene 176 g/l a 20 °C (99,1 %)"

Constante de dissociation.

K, = 5,92 & 20 °C

Viscosité

Sans objet, ’hymexazol est a 1’état solide

1.3.3.1.4. Caractéristiques générales et mode d’action

Le fongicide systémique HY a été lancé dans les années 1960 comme agent pour réduire

les maladies des semis, améliorer la vigueur et augmenter la résistance au froid dans le riz.

L’hymexazol, un fongicide a large spectre, s’est avéré efficace pour combattre les maladies

des plantes provoquées par Pythium, Aphanomyces cochlioides (Payne et William, 1990),

fusarium (Myresiotis et al., 2012) et autres champignons tels que Mortierella sp. (Tsao et

Guy, 1977) et Rhizoctonia solani (Zhongyi et al., 2011). Il a donc été largement utilisé dans

la betterave sucriére (Harveson et al., 2007), les légumes (Katsube et Nekoduka, 2002), riz

(Liu et al., 2004) et etc. pour contrdler les semis et la pourriture des racines (Yongmei, 2017).
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L hymexazol appartient au groupe chimique hétéroaromatique et affecte les organismes
cibles en inhibant la synthése de I’ARN. Il présente un faible potentiel de toxicité pour les
mammiferes et les poissons, bien qu’il soit soluble dans I’ecau. De plus, il a la capacité unique
d’inhiber les espeéces d’Aphanomyces et de Pythium sans affecter les autres oomycetes, y
compris de nombreuses espéces de Phytophthora (Kato, 1990). En raison de ces propriétés, il
est largement utilisé dans les milieux sélectifs de Phytophthora pour inhiber Pythium dans les
dilutions du sol ou les isolements racinaires. L’HY est également le seul fongicide homologué

qui contréle a la fois Aphanomyces et Pythium (Harveson, 2007).

Des enquétes sur son mode d'action ont été menées sur Fusarium oxysporum et
Pythium spp. Sur Fusarium, il a été suggéré que I’HY interfére avec les synthéses d'ARN et
d’ADN. Sur Pythium, il a été suggeré que I'HY interfére uniquement avec la synthése de
I'ARN. L'HY affecte la croissance myc
élienne et la sporulation de Pythium mais pas les zoospores et la germination. A I'entrée dans
la cellule, I'HY transforme rapidement en glucosides. L'O-glucoside a une activité fongicide,
alors que le N-glucoside n’est pas fongitoxique. Le N-glucoside a été associé a certains effets
favorisant la croissance des plantes, tels que la stimulation du développement des poils
radiculaires latéraux chez les plantules (Ypema, 2003).

Bien que les deux agents pathogénes énumérés sur I’étiquette causent la pourriture
des racines, ce qui implique que I’HY devrait étre présent dans la plante apres la germination
pour la protection contre la maladie, une étude sur le métabolisme de la betterave a sucre
(MRID 42826314) sur la détermination de I’utilisation alimentaire / non alimentaire, trouve
des preuves substantielles que ’HY se métabolise rapidement (se dégrade) en CO2 dans la

plante et est ensuite incorporé dans les sucres (Tanja,2015).

L’hymexazol est homologué comme fongicide, mais il peut aussi servir de régulateur

du taux de croissance (Payne et William, 1990).
1.3.3.1.5. Comportement dans I'environnement et devenir
1.3.3.1.5.1.Sol

v Dans les incubations de laboratoire dans le sol dans des conditions aérobies dans
I’obscurité (quatre sols étudiés), ’HY présente une persistance faible a modérée ne
formant aucun métabolite majeur ou mineur non transitoire du sol.

v" A mesure que le pH du sol augmente, la mobilité de I’HY augmente.




v’ La dégradation de I’'HY aprés 7 jours dans le sol a 15, 20, 25 et 30 °C est en

moyenne de 3,3, 7,8, 15 et 24 %, respectivement et se poursuit dans le temps.

1.3.3.1.5.2. Eau

v" Lors d’incubations en laboratoire dans des systémes aérobies de sédiments naturels
(au total, trois systémes ont été étudiés), ’'HY a montré une faible persistance,
formant le métabolite principal 5-méthyl-2 (3H) oxazolone, et son métabolite étaient
principalement présents dans la phase aqueuse.

v Trés forte solubilité dans 1’eau.

v 1l existe une forte probabilité que les eaux de surface soient contaminé (flaque,
rosée, ruisseau etc.)et des milieux aquatiques, humides et ressources hydriques.

v Trés longue durée de vie dans I’ecau (Toxibees, 2023).
1.3.3.1.5.1. Air

v" Avec une constante de la loi de Henry de 1,4 x10* Pa.m®mol-‘et une pression de
vapeur de 0,182 Pa a 25 °C, on s’attend a ce qu’une proportion de I’HY appliqué
se volatilise, bien que les méthodes d’application pour les produits d’un traitement
des semences et d’un trempage entrainent une volatilisation plus faible que celle
résultant de I’application par pulvérisation a la surface du sol.

v La proportion d’HY appliqué qui atteindra la haute atmosphére ne devrait pas étre
soumise a un transport atmosphérique a longue distance, car sa demi-vie
atmosphérique calculée a la suite d’une dégradation oxydative photochimique est

nettement inférieure & 2 jours (0,64 heure) (EFSA, 2010b).
1.3.3. 1.6. Toxicocinétique de I'hymexazole
1.3.3.1.6.1. Absorption

Selon une étude menée sur des rats males, I’HY administré par voie orale unique était
rapidement absorbé, de I’ordre de plus de 95% de la dose (Utip et al., 2013).

1.3.3. 1.6.2. Distribution

L’hymexazole est largement présent dans les tissus corporels des rats, avec des
concentrations plus élevées dans le foie et les reins que dans le cerveau, les muscles et la
graisse corporelle qui a des concentrations plus faibles, principalement dans les 12 heures

suivant I'administration de 'hymexazole par voie orale (IPCS, 1990).




1.3.3.1.6. 3. Métabolisme

Largement métabolisé, principalement par conjugaison avec des acides glucuroniques et
sulfuriques pour former I’hymexazol-O-sulfate et 1’hymexazol-O-glucuronide (EFSA, 2010).
Le métabolisme de I’HY, 3-hydroxy-5-méthylisoxazole, marqué avec le C** en position trois
ont été examinés apres une administration orale unique a des rats males. L'HY était
rapidement absorbé et distribué dans les tissus. Pendant 24 heures, > 95 % de la radioactivité
totale était une partie dans les feces et une partie dans I'urine. Taux d’excrétion légérement

inférieur a forte dose et chez les femelles (Ando et al., 1974).
1.3.3.1.6. 4. Elimination

Chez le rat, I'nymexazole est éliminé de maniére presque équivalente par les feces et
I'urine. L’élimination urinaire représente 97%, 1’élimination fécale 0,89% et 0,86% dans 1'air
expiré. L'HY peut étre éliminée soit sous forme de " 3-(beta-D-glucopyranuronosyloxy) -5-
méthylisoxazole et 5-méthyl-3-isoxazolyl sulfate ", soit sous forme inchangée (Decourtye,
2004).

1.3.3.1.7. Effets toxicologiques d’hymexazol chez I’animal et ’homme

La recherche sur la toxicité environnementale de I’hymexazol a été limitée. L’HY est
tres dangereux pour les étres aquatiques. Un risque élevé a été identifié pour les invertébrés

aquatiques et les organismes vivant dans les sediments (Finland, 2010).
1.3.3. 1.7.1. Toxicité aigué sur ’animal

L’examen de 1’étude de I’EPA et I’évaluation des risques de PEFSA (2010) faisant état
d'une toxicité orale aigué et de contact chez les abeilles melliferes comme DL50 > 100
pg/abeille et CL50 >100 pg /abeille, respectivement, pour la technique HY, suggerent que le
risque pour les abeilles melliféres sur une base orale aigué et par contact devrait étre faible.

La toxicité de I’HY pour Tetrahymena pyriformis est la plus faible parmi les pesticides
testés, y compris la métribuzine, le clopyralide, le glyphosate et le bentazon (Saratovskikh,
2013).

Le DL50 oral des rats est de 1600 mg/kg, alors que celui des lapins est de 2000 mg/ kg.
Les cobayas en tirent une peau sensible car il est un peu irritant pour la peau et les yeux. Les
rats ont un taux élevé de HY CL50 dans l'air de > 0,65 mg/L, ce qui peut étre un signe de
toxicité (ARA, 2007).




1.3.3.1.7. 2. Toxicité chronique sur I’animal
La toxicité chronique d’HY résumée dans les pointes suivantes :

v" Les dommages causés par HY peuvent affecter les reins et le foie chez les rats. Apres
deux ans d'exposition, les doses commencant a 63 mg/kg de poids corporel par jour
chez les hommes entrainent ces lésions (Ando et al., 1974).

v" L’hymexazole n'est pas mutagéne dans ses effets. Les cellules de hamster chinois de
61,67 a 2,220 g/ml ont démontré des effets négatifs des altérations génétiques dans les
cellules germinales et les cellules de mammiféres (CEC, 2003).

v' Chez les rats administrés jusqu'a 61 mg/kg/jour, une étude n'a révélé aucun effet
négatif sur les indices de procréation et seuls des symptémes de sensibilité chez les
jeunes ont été observés apreés une exposition prénatale et postnatale (Sanchez et
Goka, 2006).

1.3.3. 1.7.3. Toxicité sur la santé humaine

En ce qui concerne la toxicite aigué de HY chez I'homme, aucune information
particuliére n'est disponible. Aucune toxicité humaine n'a été détectée, selon le Dar, alors que
la santé des travailleurs de l'usine était surveillée. L’HY de qualité technique est fabriqué au
Japon depuis plus de 30 ans depuis son lancement en 1970. De méme, une préparation
« Tachigaren» 70 WP (70 % p/p d’hymexazol comme seule substance active) et
« Tachigaren » 30 L (30 % p/p d’HY comme seule substance active) est formulée au Japon
depuis plus de 30 ans. Il n’y a eu aucun symptdme li¢ a I’'HY, a '"Tachigaren' 70 WP ou a

‘Tachigaren' 30 L.

Aucun cas clinique ou incident d’empoisonnement de la population générale n’a été
signalé et il n’y a aucun rapport de la littérature ouverte concernant les cas cliniques et les

incidents d’empoisonnement (CLH, 2017).
1.3.3.1.8. Effets écotoxiques

Il'y a une pénurie d'informations sur I'éco-toxicité des poissons, des oiseaux et d'autres
créatures. Les poissons avaient un CL50 de 460 et 165 mg/L aprés 48 heures,
comparativement a un LD50 oral d'un oiseau de 1085. D'autres especes avaient des

concentrations mortelles de 28, 29 et 15,7 ppm, respectivement, dans leur corps (Hill, 1989).

'
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Il. L’escargot helix aspersa
I1.1. Introduction

Les invertébreés terrestres sont des éléments essentiels des écosystemes et sont essentiels
a la structure, aux fonctions et aux services fournis par le sol (Gonzalez et al., 2020).
L'herbivore et 1’escargot Helix aspersa, I'un de ces invertébrés est important pour de
nombreux écosystémes. Il peut par conséquent étre la cause des transferts de contamination
dans la chaine alimentaire tropicale puisqu'il est la cible de plusieurs prédateurs, y compris les
oiseaux, les mammiféres et les invertébrés. C'est pourquoi l'influence de la pollution sur de
nombreux processus physiologiques et comportementaux est de plus en plus évaluée a l'aide

de ce gastropode terrestre (Ait-Hamlet, 2019).
I1.2. Histoire et origine

Les escargots font partie de l'alimentation humaine depuis le début des temps. Les
coquilles découvertes par les archéologues dans les cavernes ou vivaient nos ancétres sont la
preuve que les escargots étaient auparavant récoltés pour la consommation a cette période
(Jean-Claude, 2019).

Dédale a utilisé un fil de soie pour connecter une coquille spirale pour lui permettre de
passer a travers une fourmi dans l'ceuvre grecque du quatriéme si¢cle Christinger. La ""Guerre
contre la Jugurtha™ de Salluste raconte I'histoire d'un soldat encerclant un fort avec des
écharpes et apportant de l'eau a un camp a travers une breche, grace aux adeptes des

escargots.

Au premier siecle apres Jésus-Christ, les escargots étaient consommeés comme nourriture
a Rome et en Grece, affirme André. Ce sujet est abordé par Varron dans son livre "Rural
Agronomy Treaty".

Il reste inconnu ce qui a déclenché I'apparition d'Helix Aspersa et comment elle s'est
propagée. Pallary (1901) évoque l'espéce dans "presque tous les déplts quaternaire de
I'Afrique du Nord", tandis que Taylor (1910) liste les endroits ou I'espéce a été découverte
sous forme fossile ou sous-fossile, en fonction des sources publiées : les dépbts quaternaires a
Villefranche-sur-Mer datés par Caziot au Pleistocéne moyen, les falaises de Toga a Bastia en
Corse Caziot (1911) et Maury (1912) ont trouvé I'hélice aspersa dans les dépéts argilosables

de Montalban et le Petit Piol, avec des restes de coquilles marines du Pliocene supeérieur.

'
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Taylor (1910) remet en question l'existence de I'espéce dans les iles britanniques avant
I'Holocéne, mais affirme qu'elle a été découverte en Angleterre dans des débris de cuisine du

Néolithique. Selon Evans (1972) seuls les Romains ont introduit I'espece en Angleterre.

Morel (1974) a récemment découvert un Helix aspersa dans des sables limoneux

interstratifiés prémindéliens dans les formations quaternaires des quartiers ouest de Nice.

Les marins espagnols et portugais qui se ravitaillent a La Rochelle et accumulent une
réserve de "viande fraiche " & bord connaissent bien 1’escargot Heélix aspersa " Petits-gris ".
Les habitants actuels des Antilles, les escargots, ont probablement leurs origines a cette

époque et a ce lieu.

Une espece de snail de mer est Helix aspersa. Les informations géologiques concernant
le bassin mediterranéen oriental sont manquantes, il n'est donc pas clair si l'espéce s'est
répandue dans toute la Méditerranée au cours du Pleistocéne inférieur ou moyen ou s'il a été

principalement trouvé dans les nations du bassin médiéval occidental (Henry, 1977).
I1.3. Etymologie et terminologie

Le nom francais "escargot”, probablement dérivé du mot espagnol “caracol”, a été utilisé
pour la premiére fois en France par des marins d'Espagne et du Portugal a La Rochelle. Les
termes "hélice” (en relation avec l'architecture de sa coquille), "limon" et "colimagon"

doivent étre ajoutés a cette description.

Les espéces des escargots connues sous le nom d'Helix aspersa, parfois appelées "Petit-
Gris", "Z'gargou”, ou "Boujaghlel" en Algérie, sont trés répandues sur le front méditerranéen
d'Alger. L'Afrique du Nord et I'Europe sont incluses dans sa gamme écobiogéographique. En

1774, le scientifique danois Otto Friedrich Muller a écrit une description de I'espéce.
I1.3.1. Noms communs et vernaculaires de I’Escargot Petit-Gris en algerie

v "Z’gargou" S5 ,'S’gargou™’ SR , ""Babbouch™ (&g, "'Boujaghlel”
Daa s "Boujaghlelou” sl si et "Boukrar' 85! (en arabe dialectal algérien
et langage populaire).

v "Avellarousse™ w3l " Aarousse”, "Averjeghlellou™ ou ""Ajaghlel" &,
nom de la coquille, et par extension celui de I'escargot (en kabyle).

v "Ajoughlel” ou "Bouchkham™ (en chaoui).

v "Al-halazoune" o3, ""Al-bazzague' @34 (en arabe littéraire).




I1.3.2. Noms communs de ’Escargot helix asperca dans d’autres pays et régions

Le petit gris est connu sous le nom de (Jean-Claude, 2019) :

v
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"hélice chagrine "', " luma " ou "' limat **, " tapada '* (en Provence).

"* cagouille "' (en Bordeaux - Charentes).

"carago " (en Marseille).

"luma "'(en Poitou), il est possible que le mot "luma" provienne de I'ltalie (de

Lumace).

"* cacalan ""(en Provence).
"cantareu "'(en Nice).
""casaraulau " (en Languedoc).
" casaulada ' (en Roussillon).

I1.3.3. Noms de ’Escargot helix asperca avec d’autres langues

v' "Escargot Petit-Gris, Escargot des jardins, Cagouille ou Luma (en francais

RN NERN

littéraire et langage populaire)™.

"Brown Garden Snail (en anglais)"'.

""Caracol comun de jardin (en espagnol)™.

"Braun garten schnecke (en allemand)™.

""Grigiolina dei giardini (en italien)™.

I1.3.4. Terminologies propres a I’escargot

Le tableau suivant montre une explication détaillée de certaines terminologies propres a

I’escargot :

Tableau 05 : Explication de certains termes (Zaafour, 2013).

Terminologies

Explication

" Une escargotiere™

Le terme " escargotiere " peut s'appliquer a
une variété de choses, y compris un endroit
ou les escargots sont conservées et nourries,
un plat particulier avec de minuscules
alvéoles dans lequel les escargots sont
insérés avant de les cuire ou une collection
d’un amas de coquilles des escargots

trouvées dans un dép6t ancien.

27
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Tableau 05 : Explication de certains termes (Suite)

Terminologies

Explication

""Un mollusque (embranchement des
Mollusca)"*

- Molluscum est un mot latin scientifique et
Mollusca est un mot latin classique.

""Un gastéropode ou gastropode, (classe des
Gastropoda)"

- Un gastér est un mollusque qui habite dans
l'eau salée, les eaux douces, ou d'autres
environnements humides et a un large pied
moyen musclé et souvent une coquille
dorsale spirale.

""Un pulmoné (sous-classe des Pulmonata)"*

est une espéce de mollusque gastropode
terrestre qui respire par un poumon, Yy
compris le Scarlet, la Limace et le Limne.

Un escargot comestible, qui tire son nom du

"L’héliciculture" mot grec pour spirale
La plupart des mollusques et des
"I a coguille” brachiopodes ont un squelette exterieur fait

de calcaire dur appelé conchylium, qui est
produit par une partie du manteau.

""Le manteau (Chez les mollusques)**

Un pli du tégument appelé le mantellum, qui
est dérivé du mot latin pour "mantum",
couvre la masse viscérale et sécréte souvent
une coquille qui ne reste pas connectée.

Helix pomatia et Petit-gris (Helix aspersa
aspersa), deux especes bien connues des

"Helix"' )
escargots gourmands du genre Helix, avec
des coquilles enveloppées.
est le meurtre des escargots dans les vignes

"L’escargotage" ou les arbres.
(du mot né) un mollusque juvénile
"Naissain™ nouvellement élevé (shrimp, oysters, or

molds).
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11.4. Présentation et classification de I’espéce Helix aspersa

Le gastropode pulmonaire mollusc Helix aspersa (Figure 06) est un membre de la
famille des helicidae, sous-famille des helicinae, et de l'ordre des stylommatophores

(Beaumont et Cassier ; 1998).

Comme il est décrit par Bonnet et al. (1990), I'Helix aspersa escargot est classé comme

suit :

- Regne : Animalia

- Embranchement : Mollusca
- Classe : Gastropoda

- Sous-classe : pulmonés

- Ordre : Stylommatophora

- Sous-ordre : Helicina

- Super- : Helicoidea

- Famille : Helicidae

- Genre : Hélix

- Espéce : Hélix aspersa

- Sous-espece : aspersa (Barker, 2001) Figure 06: Escargot Helix aspersa
(Ali et Dehri, 2021).

11.5. Morphologie de I’escargot Helix aspersa
11.5.1. La coquille

C'est un tube en calcaire en forme de spirale avec un fond concave. Le sommet ou le
sommet du cone, est composé des plus anciennes tours. Selon Daguzan (1983), les tours se
rejoignent pour créer une tige de suture. Selon les critéres de mesure et de description
indiqués dans (figure 07), l'ouverture de la coquille est limitée par le péristome apres le
dernier tour (Stiévenart et Hardouin, 1991).

La coquille globulaire et spirale (Larba, 2014) helix aspersa présente une vaste
diversité de couleurs et de formes, avec deux groupes principaux : en général, les coquilles

sombres et les colorations lumineuses (Taylor, 1910).

Un tiers du poids frais d'un escargot est composé de la coquille, qui est composée de
98% de carbonate de calcium, de calcite et d'aragonite en termes de minéraux (Chevalier,
1992).
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Figure 07 : Criteres de description et de mensuration de la coquille de helix aspersa (Henry,
1977).

11.5.2. Le pied

Un tiers du poids des escargots est composé des composants organiques et minéraux de
sa coquille. Un cadre de protéines constitue la portion organique, tandis que le carbonate de
calcium constitue une portion minérale. Le pied de Helix aspersa fournit un appui au corps et
permet de progresser par reptation. Le cceur, le systeéme génital, les reins, les hépatopancréas,

les soles pédiculaires et musculaires, et le systeme digestif sont parmi les viscéraux.
Une téte et deux ensembles de tentacules forment le pied (Figure 08) :

Les tentacules de contact avant sont de petite taille, tandis que les tendons arriere de 1'ceil sont

énormes en taille.

Au sommet du pied, vers le bord de la coquille, il y a deux ouvertures qui peuvent étre
identifiées comme I'entrée respiratoire et I'anus (Mebirouk, 2017).

orifice respiratoire
-
coquille — grand tentacule

tete ¥ portant les veuwx

¥._petit tentacule
tactile

orifica génital —

Figure 08 : Morphologie externe de I’escargot (Kerney et al., 2006).




11.5.3. Anatomie de I’escargot Helix aspersa

La figure 09 montre toute l'anatomie de 1’escargot Helix aspersa, y compris tous les

organes et systémes.
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Figure 09 : Anatomie d’un escargot (Cazin, 2014).

11.5.3.1. Systeme digestif
L'anus est ramené vers l'avant par une boucle formée par le tube digestif. L'cesophage,
I'estomac, les intestins, les glandes salivaires, le bulbe buccal, la radule et I'hépatopancréase
créent une double circonvolution qui se termine dans I'anus (Thompson, 2005).
11.5.3.1.1. Intestin
L'intestin se développe de la lumiere a la périphérie et a une forme tubulaire avec un

diamétre constant et des pliures élevées, elle est formée :

v/ Composant une couche alternante de cellules revétues, cellules ciliées et

cellules glandulaires dans un simple épithélium prismatique.




v’ une tunique peu épaisse faite de tissu conjonctif.
v' Comprend une couche de fibres musculaires lisses qui est sous-développée
(Sandrine et Henri, 2011).

11.5.3.1.2. Hépatopancréas

L'hépatopancréase, un organe considérable dans la masse viscérale, se compose de deux
lobes reliés par un canal hépatopancréatique et est entouré de tissu conjonctif et de fibres
musculaires lisses. De nombreux tubules sont disposés I'un a coté de l'autre pour créer son

enveloppe, avec des lacunes pour la circulation hémolymphale.

Un épithélium droit et élevé constitue la paroi des tubules hépatopancréatiques. Il est

composé de trois types de cellules, chacune ayant une morphologie distincte :

v Les cellules sécrétoires sont responsables de la digestion extracellulaire
des nutriments et sont chargées de créer les enzymes digestives qui sont
pompées dans la lumiere des tubules.

v les cellules absorbant qui effectuent la digestion intracellulaire en
phagocytosant les particules alimentaires a partir de la lumiére des tubules.

v" les cellules basales qui permettent la régénération d'autres types de cellules
(Sandrine et Henri, 2011).

11.5.3.2. Systeme nerveux

Helix aspersa a un systéeme nerveux sympathique composé de nodules oraux et
cérébroidiens reliés par des cordes nerveuses et un systéeme neuronal central logé dans la
région cérébrale composé d'un collier double périphérique esophagien compliqué (Pirame,
2003).

11.5.3.3. Systeme circulatoire et respiratoire
Les composantes de son systeme circulatoire et respiratoire sont les suivantes :

v Le ceeur qui a un seul oreillette et un ventricule.

v Helix aspersa ainsi que d'autres mollusques terrestres et marins, produisent
du sang ou de I'némolymphe comme liquide physiologique. Un systeme
veineux et une artere sont utilisés pour circuler I'hnémolymphe. 1l y a deux
aortes qui la conduisent dans le réseau artériel. Les hémocytes, une sorte de
cellule, et I'némocyanine sont tous les deux présents (Sanchez et al., 1998 ;
Adamowicz et Bolaczek 2003).




v" Le poumon est un compartiment fait d'épithélium pallial qui est irrigé par
les arteres pulmonaires et dans lequel I'air est circulé par des mouvements
de contraction du pneumostome (Sandrine et al., 2003).

v" L'hémocyanine est un membre de la famille des protéines métalliques qui
ressemble a une protéine et fonctionne comme un transporteur d'oxygéne
(Markl, 2013).

11.5.3.4. Appareil reproducteur

L'appareil complexe de l'escargot (figure 10) comprend a la fois les organes males et
femelles, tels qu'une glande génitale, un canal hermaphrodite pour I'évacuation des gametes,
une glande albumine pour les réserves de vitelline, et un ovispermidukt pour le mouvement

des spermatozoides et des ceufs d'une main. Tous ces organes sont exclusifs a I'escargot.

wvihinice geiiiai

‘, Glandes

— multifides

Muscle
rétracteur
du pénis

Glande
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hermaphrodite
Glande de Ovotestis (glande
I'albumine hermaphrodite)

Figure 10 : Schéma de I’appareil génital de I’escargot (Djatita, 2019)
Le systéeme génital est séparé en deux voies :

La voie méle, qui contient le spermatophore et le conducteur de sperme, et la voie
féminine, qui comprend le vagin et la poche qui sécrete le dart de calcaire pendant
I'accouplement. Pour une reproduction saine, les deux voies sont nécessaires (Sandrine et al.,
2003).




11.5.3.4.1. Reproduction

L’escargot Helix aspersa, un animal hermaphrodite, nécessite un accouplement pour la
reproduction et l'auto-fertilisation. 1ls sont dans la phase masculine pendant I'accouplement, et
leur maturité sexuelle est influencée par le climat et la température. L'accouplement prend

plusieurs heures et la mise prend 12 a 48 heures, ce qui donne 80 a 140 ceufs.
11.5.3.5. Appareil excréteur

Le rein unique, également connu sous le nom d'organe de Bojanus, est un organe
triangulaire de couleur gris-jaune situé entre le cceur et le rectum. Il est composé de deux
parties : une bonne partie excrétrice et une vessie d'accumulation a partir de laquelle un canal
urinaire mince mene a un orifice d'excrétion située entre I'anus et le pneumostome (Popple et
Tribune, 2002).

11.6. Différents types de glandes d’Helix aspersa sécrétant le mucus

Huit glandes unicellulaires qui sécrétent du mucus a travers des lacunes entre les
cellules épidermiques ont été découvertes par Marie en 1961 au pied de la plante Helix
aspersa et au bord du manteau. Il existe au moins huit types distincts de mucus, mais les trois
variétés les plus courantes sont le mucus de protéines, le calcium carbonate granule mucus et

les sécrétions pigmentées contenant des flavones.
11.7. Activités physiologiques des escargots
11.7.1. Activité journaliére

La température négative et les circonstances hygrométriques peuvent interférer avec les
activités quotidiennes de I'escargot, qui sont fortement liées a la photopériode. 9 °C et 80%
d'’humidité relative sont les conditions idéales (Chevalier, 1992). Aprés le coucher du soleil,
les escargots entrent dans leur phase d'activité de 6 heures, qui dure jusqu'au matin et est

suivie d'une période d'inactivité plus courte, moins de 18 heures (Agro-service., 2004).

11.7. 2. Activité saisonniére

L'incapacité de contrdler la température corporelle, selon Daguzan (1981), caractérise
I'escargot comme un poikilotherme. Il s'adapte aux fluctuations de chaleur saisonniéres via les
trois étapes physiologiques de I'estivation, I'hibernation et I'activité. Alors que I'hibernation

réduit le métabolisme pendant les mois plus froids, les étivations ralentissent la vie dans les

'
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saisons chaudes et seches. Les augmentations de la reproduction adulte, du développement

juvenile et de l'activité motrice se produisent au printemps et a l'automne.

11.7. 3. Estivation

L'animal se déplace lentement ou semi-lentement dans des climats d'été chauds et secs,
se retirant entierement a l'intérieur de sa coquille fermée en utilisant du mucus et des
minéraux de calcaire. Bien que la respiration et le rythme cardiaque restent normaux pendant

I'estivation, les réserves d'eau et d'énergie s'épuisent rapidement (Sandrine et al., 2003).

11.7. 4. Hibernation

Il faut un certain temps a un escargot pour ouvrir sa coquille en hiver parce que
I'animal devient lent et secrete du mucus. Ils dépendent de leurs stocks de glycogene puisque
leur métabolisme ralentit lorsqu'ils hivernent. Jusqu'a 30% de leur poids peut étre perdu par

les escargots, mais au printemps, ils le retrouvent rapidement (Gomot, 1989).

11.7. 5. Alimentation

Les plantes de jardin peuvent étre endommagées par I'Helix aspersa, une espece
phytophage, coprophage, detritivore et parfois cannibale. Dans ses intestins, il a des microbes
qui aident la plante a étre digérée. Les bactéries mangent le mucus dans les intestins
lorsqu'elles hivernent (Charrier et al., 2006). Sur de grandes feuilles ortie, le petit gris mange

la nuit (Iglesias et Castillejo, 1998).
11.7. 6. Croissance des escargots

Les phases infantiles, juvéniles, sexuelles et adultes de croissance nulle sont les quatre
étapes du développement des escargotes. Les voies génitales non différenciées sont présentes
dans la phase infantile, tandis que les voies sexuelles structurées et la gamétogénese active
sont présentes dans la période juvénile. Alors que la phase adulte, qui a une croissance
négligeable et pése entre 6 et 14 g, permet la reproduction et le développement des glandes

voisines féminines, la période de maturité sexuelle.

Apreés avoir traversé un processus de croissance normal qui comprend le pallier, I'été et
I'nibernation, les escargots atteignent généralement la maturité sexuelle dans le deuxieme ou
le troisieme été apres la naissance. La temperature, I'hnumidité, la lumiere et la composition du
sol et de la nourriture sont quelques-unes des variables qui affectent le developpement. Dans

la nature, les escargots peuvent vivre de 6 & 7 ans en moyenne (Lalmi et Lazreg, 2016).




11.8. Toxicologie et Eco-toxicologie des escargots
11.8.1. Transfert des polluants chez I’escargot

Les escargots integrent plusieurs sources de contamination qui sont accessibles par
diverses voies d'exposition a l'interface sol-plante-atmospheére (figure 11) :
Respiraton i Dépéts sec

A~ et hurmides

Voie orale :

; ; veégétal
B |
. A<

ﬂ Ruissellement

'l - ~ - -
Voie orale - sol Transfert sol-végétaux

Figure 11 : Différentes voies des contaminations d'Hélix aspersa (Brooks & White,
1995)

v' digestion par la consommation alimentaire.
v La peau des contaminants du sol diffusant a travers I'épithélium du pied.
v’ Inhalation de produits chimiques dangereux et/ou de particules dair pendant la

respiration (Belhouari, 2012).
11.8.2. Intéréts de I’utilisation de I’escargot en écotoxicologie

La recherche souligne I'importance que revétent les indicateurs de bioaccumulation pour
résister a de grandes concentrations de polluants et que les especes de bioindicateurs d'impact

sont sensibles aux modestes changements environnementaux (Franzle, 2006).

De nombreuses especes des escargots terrestres, telles que Helix aspersus (Snyman et
al., 2003), Lymnaea stagnalis (Mahmoud et Desouky, 2006), Potamopyrgus antipodarum et
Lymneea luteola L (Sangita et Khangarot, 2010 ; Panget et al., 2012).

En plus d'étre soumis a des essais pour la toxicité des pesticides, le genre Helix, lorsqu'il
est cultivé dans des conditions favorables, peut servir de biomarqueur de la contamination
terrestre. L'utilisation de ce type d’escargots dans la recherche toxicologique a augmenté
récemment, par exemple I’étude d’Ait-Hamlet et al (2019) sur I’effet du thiaméthoxame et de
la téfluthrine sur le méme genre Helix. Selon Zouaghi et al (2020), la toxicité du mélange

insecticide sur les escargots Helix aspersa entraine des perturbations physiologiques du poids
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et du diametre de la coquille et de nombreux changements métaboliques. Bakkouche et Said
(2021) ont egalement étudie la toxicité de la deltaméthrine sur helix aspersa ; L’exposition a
détecté des troubles physiologiques, biochimiques et histologiques. Attendu que la toxicité de
I’acétamipride et de la téfluthrine a été étudiée sur la méme espece par Benbouch et Bendiaf
(2022). Cependant, en ce qui concerne 1’insecticide bifenthrine, sa toxicité a été étudiée sur E.

Fetida (Chang et al., 2016).

La plupart des études actuelles ne tiennent pas compte de la bioaccumulation des
fongicides organiques chez les invertébrés terrestres, probablement en raison de leur analyse
complexe. La majorité des études disponibles concentrent sur les vers de terre, montrant, par
exemple, la bioaccumulation du tébuconazole, du furalaxyl, du pentachloronitrobenzene et du
tolclofos-méthyl chez E. fetida (Svobodova et al, 2018). Le carbendazime et le prochloraz
peuvent induire des changements morphologiques dans la paroi corporelle et le tractus gastro-
intestinal de méme espéce (Liu et al, 2012).
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I11. Stress oxydatif
I11.1. Introduction

Hans Selye a initialement proposé l'idée du stress oxydatif cellulaire dans les années
1930 (Selye, 1936). Il décrit comment un organisme réagit a un stimulant ou a un stressor,
perturbant son état d'adaptation (Selye et Fortier, 1949). Depuis lors, cette idée a été
largement utilisée, avec des définitions plus modernes mettant l'accent sur la surcharge de

I'environnement sur les mécanismes réglementaires d'un organisme (Grandjean, 2005).
111.2. Définition

Le stress oxydatif, souvent appelé stress oxydant, se développe lorsque le rapport entre
les pro-oxydants et les antioxidants est déséquilibré. Ce déséquilibre provoque des dommages
oxydatifs aux constituants cellulaires tels que les lipides, les protéines et les acides nucléiques

et augmente la probabilité de mutation cancéreuse (Almasiova et al, 2012).
111.3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques avec des électrons uniques dans une
orbite extérieure qui augmentent leur réactivité par oxydation (Halliwell, 1989). Elles ont
généralement une courte durée de vie de quelques millisecondes ou nanosécondes et sont

identifiées par un point qui désigne I'emplacement de I'électron libre (Goto et al, 2008). .

Il existe trois méthodes qui peuvent produire des radicaux libres (Chavan et Melinkeri,
2013) :

v L'ajout d'électrons libres a un non-radical : NR + e— R’
v Chaque fois qu'un non-radical perd un électron : NR —e"— R’

v’ séparation homolytique de liaison covalente
111.3.1. Type des radicaux libres

Les espéces réactives tombent principalement dans deux grandes catégories, selon Sies
(1991) :

v’ especes qui réagissent a I'oxygene (ERO).

v" ERN est I'acronyme de Nitrogen Reactive Species.
111.3.1.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERO ou ROS Reactive Oxygen Species)

Les "espéeces réactives d'oxygene" (Figure 12) sont des dérivés d'ozygéne qui sont tres
réactifs en raison d'une partie de leurs électrons étant dans un état énergétique excité. Certains




de ces dérivés ont un électron non couplé, qui est un radical libre (Tsumbu et al., 2012). Les
radicaux libres d'oxygéne peuvent étre trouvés dans le monoxyde (102), le peroxyde
d'hydrogene (H.03), et I'anion de superoxydes (O2"), ainsi que dans les produits chimiques

réactifs non-radicaux oxydants.
111.3.1.1.1. Anion superoxyde (O2")

Selon Birben et al. (2012), I'oxygene moléculaire est donné un électron pour créer
I'anion de superoxyde. Au fur et & mesure que les électrons traversent la chaine respiratoire,
ce radical est le premier a se développer (Siein, 2014). La NADPH oxydase, I'oxydase de
xanthine, les cyclooxygenases (COX), les lipo-oxygénases, les synthases d'oxyde nitrique
NOS, le réticul endoplasmique lisse (cytochrome P450), et les enzymes de la chaine de
transport d'électrons dans les mitochondries sont parmi les nombreuses enzimes qui facilitent

ce processus (Cai et Harrison 2000).
111.3.1.1.2. Radical hydroxyle (OH)

Les radicaux libres d'oxygene les plus réactifs, les hydroxyliques, peuvent interagir avec
les protéines, I'ADN, les glucides et les nucléotides pour former des lésions nécrotiques.
(Favier, 2003). Les réactions suivantes peuvent résulter de la réduction de le H>O; et produire
un radical hydroxylique (OH) :

v H,0; + Fe>—»0OH + HO +Fe*® (Réaction de Fenton)
v H20.+ O - HO + 02+ OH"  (Réaction de Haber-Weiss)

Pour la cellule et ses parties constituantes, c'est 'ERO le plus nocif. Il possede une
réactivité tres élevée associée a un potentiel oxydatif trés élevé tout en ayant une durée de vie

trés courte et étant incapable de passer les membranes (Robineau et al., 2012).
111.3.1.1.3. Oxygéne singulet (*O2)

Il a la méme structure électrique que l'oxygéne, mais il est "arrangé" différemment
puisque les électrons précédemment incompatibles de la couche extérieure ont maintenant
formé un couplage. Cela correspond a une version excitée d'O2. Elle n'est donc pas radicale.
Son état « excité » lui donne un potentiel oxydant plus fort que I'oxygéne (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003).

111.3.1.1.4. Radical peroxyde d’hydrogéne (H20z2)

Le radical d'oxydation rapide H>O. est plut6t stable. Il est capable de traverser les

membranes lipidiques. Il peut encore réagir avec des métaux de transition (fer et cuivre) pour
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oxyder certaines macromolécules biologiques. Bien qu'il ne soit pas un radical libre, H20,
peut produire des radicaux extrémement réactifs (Saoudi et al., 2011). Il est produit par un
processus de démutation dans le peroxyzome, les microsomes et les mitochondries (Ramirez
et al., 2008).

v 02"+02"+2H" — H0,+0; Réaction de dismutation
111.3.1.1.5. Les radicaux peroxyl ROO

La "deuxiéme vague" de I'ERO implique la production d'acides gras polyinsaturés, qui
sont produits par deux étapes primaires: la réaction 1 et la réaction 2, qui impliquent la liaison
d'une molécule d'oxygene et la perte d'un atome dhydrogene, peut-étre par un radical

hydroxylique.

v RH+HO — R +H0 Réaction (1)
v' R +0; = ROO Réaction (2)

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe* : Cu) Glutathion peroxydase
= Radical Peroxyde Radical Eau
Oxygene superoxyde d’hydrogéene hydroxyd
o, > O HO ———» OH —————=HZO
- e Z s e (+2H) S + e +e {(+H) S

Réduction tétravalente

= N O,+4e +4H — 2H,0
de oxygene

0,- Anion superoxyde 1 O,+1e—0;

Peroxyde .- - N
H,0, d*hydrogine 2 0, 0, (+2H) —=H,0,+0,

3 H,0,+ Fe®™ — "0OH = Fe¥ = OH"
"OH Radical hydroxyle 4 H,0,+H,0, —>2H,0+0,
5 H,0,+ 2GSH — 2H,0 = GSSG

RO, Radical peroxyle 6 R-+0,— RO,
RO.H Hydroperoxyde 7 RO, + RH— RO_H + R~
RO Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* — RO" + Fe™ + OH-

Figure 12 : Etapes de la réduction de 1I’oxygene et la formation des intermédiaires

partiellement réduits sont détaillées (Migdal et Serres, 2011).

Le tableau 06 donne un résumé des caractéristiques des espéces d'oxygene réactif.

'
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Tableau 06. Caractéristiques des espéces réactives de 1’oxygéne (Tessier et Marconnet,

1995).
Noms Symboles | Caractéristiques
Oxygéne moléculaire 02 Bi-radical, stable, faible pouvoir oxydant
Radical anion superoxide 0," Radical peu réactif, stable, non toxique, oxyde les

catécholamines, peut former HO:

Oxygeéne singulet 10, Non radical, trés réactif, trés instableface a des
molécules riches en électrons

Peroxyde d’hydrogéne H20, Non radical, stable, faiblement toxique, antiseptique,
peut former HO:

Radical hydroxyle HO" Trés réactif, peu diffusible, initiateur principal de la
Lipoperoxydation altére protéines, ADN

111.3.1.1.6. Role physiologique des especes réactives oxydantes

Les radicaux libres (FRs) jouent un réle crucial dans la santé des cellules et des tissus
en sauvegardant et en régulant les cellules, en préservant I'équilibre du redox, et en aidant a la
production d'ADN, d'hormones stéroidiennes, des acides biliaires, d’acides gras insaturés, de
processus dépendants de la vitamine B12 et de la biosynthése mitochondriale. 1ls jouent un
réle important dans la maturation des réponses immunitaires et médient une variété de

processus de signalisation et de transcription (Migdale et Serres, 2011).
111.3.1.2. Les espéces réactives a I’azote (ERN).

La famille ERO est complétée par des especes d'azote réactif (ERN), qui sont des
produits du métabolisme de I'oxygene et participent aux phénomenes de stress oxydatif.
L'enzyme NO-synthase, qui libere du monoxyde d'azote (NO), produit des ERN lorsqu'elle est
active. Ces derniers produiront des dérivés des radicaux libres d'azote (ERN) sous diverses

formes (Haleng et al., 2007).
111.3.1.2.1. Oxyde nitrique (NO* ; monoxyde d'azote)

Le monoxyde nitrique est un radical libre omniprésent qui est produit a partir de I'arginine
par des enzymes de synthase d'oxydes nitriques (NOS) (Figure 13) (Arora, 2002). Parce qu'il
s'agit d'un gaz, I'oxyde nitrique se diffuse facilement a travers les membranes. Afin de créer
des espéces oxydantes, il est probable qu'elles interagissent avec d'autres radicaux libres :
NOs peroxynitrite (Kalender et al., 2010).




H2N NH2 HQNYN —0OH O NH2
NADPH H ‘/zNADPH
‘NO
HZO 02
H3N COO H3N CO0 H3N cCOO0
L-Arginine N°-Hydroxyarginine L-Citrulline

Figure 13 : Réaction de formation du NO a partir de lI'arginine (Bédard, 1998).
111.3.1.2.2. Dioxyde d’azote (NO2)

Il s'agit d'un polluant atmosphérique résultant de I'interaction entre le radical peroxyle et
le NO

v" NO + O, -2 NO~

Les acides gras insaturés sont attaqués par le NO2e, qui les transforme en nitrates ou en
cis. L'acide arachidonique est transformé par les lipoxygenases en radicaux libres, qui sont
ensuite utilisés comme messagers intracellulaires et extra-cellulaires. Les espaces entre les

membranes aprotiques peuvent retenir le NO2e (Sisein, 2014).
111.3.1.2.3. Peroxyde nitrite (ONOO")

Un produit d'oxygéne connu sous le nom de peroxynitrite est trés toxique et, en plus de
I'oxydation du LDL, endommage également gravement les tissus. Selon Ghafourifar et
Cadenas (2005), les ONOO non radicaux ont une courte durée de vie. Il est capable d'oxyder
les proteines et les bases d'azote dans les fils d'’ADN avec un degré élevé de ressemblance a
I'oxydation des radicaux hydroxyles (Monocada, 1993). La peroxynitrite est produite lorsque

I'anion de superoxyde et le NO réagissent
v' NO + O2"— ONOO"

Le tableau 07 présente les nombreuses caractéristiques des especes d'azote réactif.




Tableau 07 : Caractéristiques des especes réactives de I’azote (Tessier et Marconnet, 1995).

Noms Symboles Caractéristiques

Monoxyde d’azote NO- trés diffusible, capable d’endommager de

nombreuses molécules organiques

Dioxyde d’azote NO2 déclencheur de la peroxydation lipidique

Peroxyde nitrite ONOO tres toxique, non radicalaire est instable, tres graves

en plus de ’oxydation des LDL

Les radicaux libres se présentent sous une variété de formes avec différents modes

d'action. Le processus de leur formation est décrit dans la figure suivante (figure 14) :

Mécanismes de production des ROS ET RNS

oxydases Irradiation UV ]

Peroxyde Oxygéne singulet
d’hydrogéne
superoxyde
dismutase Arginine
Cycles redox/
cr mitochondrie

Acide hypochloreux

Radical superoxyde Monoxyde d'azo

Radical hydroxyle Peroxynitrite

Figure 14 : Différentes espéces réactives de I’oxygene (ERO) et de 1’azote (ERN) et leurs

mécanismes de productions (Boubali, 2017).
111.3.1.3. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres oxygénés sont produits en raison du métabolisme aérobie, ou le
corps a besoin d'O2 pour I'énergie pendant les réactions respiratoires oxydatives. Une petite
partie de l'oxygéne s'échappe dans l'eau dans les mitochondries, potentiellement en

provenance de sources endogeénes ou exogéniques (Beaudeux et al., 2006).
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111.3.1.3.1. Origine endogéne

En raison du métabolisme aérobie, ou l'oxygene est nécessaire pour I'énergie, des
radicaux libres oxygénés (EROs) sont créés. Les ERO sont produits lorsqu'une petite quantité
d'oxygeéne échappe a la réduction en eau dans les mitochondries. La source principale est
I'oxydation des molécules réduites du cycle de Krebs dans la chaine respiratoire
mitochondriale (Carriere et al., 2006). 1l semble que la fuite d'électrons est causée par les
complexes de chaine mitochondriale I et 11l (Figure 15). En conséquence, avant les activités
de l'oxydase de la membrane NADPH, la fuite d'électrons des mitochondries semble étre la
source prédominante d'EROs dans la cellule étant donné la forte activité de la chaine

respiratoire chez les espéces aerobies (Tessier et Marconnet, 2015).

o, |mo )
H+ N A S

ADP + Pi ATP
H+

Figure 15 : Origine de la production des ERO au niveau de la chaine respiratoire
Mitochondriale (Cyril, 2011).

L'oxydase de xanthine est essentielle pour la synthese de I'ERO, alors que les oxydases
de NADP (H) dans la paroi vasculaire produisent I'O2. Pendant une réponse inflammatoire,
les neutrophiles et les macrophages peuvent oxyder I'acide arachidonique, et la synthase NO
aide également a produire de I'ERO (Valko et al., 2006).

111.3.1.3.2. Origine exogene

Les radicaux libres exogenes sont produits lorsqu'ils sont exposés a des environnements
toxiques, tels que les rayons UV, l'oxyde d'azote et le NO2, et I'ingestion d'alcool. Ces
radicaux peuvent oxyder le métabolite de I'éthanol, I'acétaldéhyde, et stimuler la production
d'anions de superoxyde (Robineau et Mercier, 2012), y compris dans certains médicaments

anticancéreux et antibiotiques (Basdevant et al, 2006).
111.4. Consequences du stress oxydant

Des faibles quantités d'EROs peuvent contribuer a la signalisation cellulaire, tandis que
des niveaux élevés peuvent nuire aux protéines, aux lipides et aux acides nucléiques (Droge
2002).




111.4.1. La peroxydation des lipides

Les ERO attaquent les lipides des membranes cellulaires et sous-cellulaires, déclenchant
des processus de peroxydation qui générent des composes réactifs qui, lorsqu'ils interagissent
les uns avec les autres, deviennent auto-soutenus sans antioxydants (Figure 16) (Chaudhary
et al., 1996).

En outre, les lipides peroxydés ont le pouvoir de durcir la membrane, de réduire sa
capacité a passer certaines molécules a travers elle, et méme de faire perdre son intégrité
(Davies 2000). Différents lipides réagissent difféeremment a la peroxydation. En fait, les
acides gras monoinsaturés ou saturés sont moins susceptibles de subir cette peroxydation
qu'ils ne le sont (Hulbert et al., 2007). Selon la "théorie du pacemaker membranaire”, qui
prétend que les organismes vivant longtemps sont moins sensibles aux lipides de membrane a
la peroxydation, la composition de la membrane affecte les dommages moléculaires
biologiques (Buttemer et al., 2010).

/\/\/‘—"\/:\/— — oo

srachidonate l
— — — cCOoOOM
=
radical arnschidonylo
o réaction en
AR a Ve =it chainc
raciical diene conjugué radicalairc

pentane Hydroxynonensal Isoprostanes

Produits terminaux

Figure 16 : Réaction en chaine induisant la peroxydation des acides gras et leur devenir
(Favier, 2003).

111.4.1.1. Conséquences de la peroxydation lipidique

v Une violation de l'intégrité des structures de membrane est I'un des effets de la
peroxydation des lipides, qui est causée par I'action combinée des métabolites
primaires et secondaires.

v Dysfonctions a l'intérieur de la cellule.
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v"modifications de la composition structurelle des lipoprotéines.
v' Une augmentation des dommages cellulaires, principalement due aux

métabolites secondaires
111.4.2. Oxydation des protéines :

Les ERO modifient la structure et la fonctionnalité des protéines qu'ils ciblent, y
compris les enzymes, les récepteurs et les proteines de transport cellulaire, ce qui a un impact

sur tous les mécanismes cellulaires (Favier, 2011).
111.4.2.1. Conséquences des dommages oxydatifs des protéines

Les protéines qui ont subi des dommages oxydatifs changent de structure, ce qui affecte
les processus cellulaires et entraine des inhibitions enzymatiques, des changements dans la
spécificité du ligand-récepteur, la dénaturation des épitopes antigéniques, des troubles
métaboliques, la formation de produits de glycation avancés, des états pro-inflammatoires et

I'accumulation de tissus.
111.4.3. Dommage de ’ADN

En particulier dans les cellules nucléaires et mitochondriales, I'ADN, en particulier la
guanine (Grandjean, 2005), est vulnérable a I'oxydation, ce qui entraine une attaque radicale
qui peut produire des fractures, des aberrations chromosomiques et peut-étre favoriser la
carcinogenese et le vieillissement des tissus (figure 17) (Favier, 2011).

< lllll/lll( e
chaine simple \_’\\ ;

brin

Pontage
ADN-protéine

modification de la
base

Adduit de déri
d’oxydation
lipidique
SJormation
* site abasique coupure de
chaine double
brin

Figure 17 : Les différents dégats pouvant altérer la molécule d’ADN (Wallace et al., 2008).
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111.4.3.1. Conséquences des dommages de ’ADN

Alteration de la fonction mitochondriale, création d'espéces mutagenes et mise en ceuvre des

systemes de réparation.
111.4.4. Oxydation des glucides

Les protéines peuvent se décomposer ou devenir glyquées a la suite de la libération de
cétolaldehyde, H202, et OHe de 1'oxydation du glucose dans des conditions physiologiques et

en présence de traces de métaux (Barnoud et al., 2007).
111.5. Systéeme de défense antioxydant

L'organisation utilise des mécanismes de défense efficaces contre la surproduction des
ERO (Halliwell, 1990), tels que les systéemes antioxydants qui retardent ou bloguent
I'oxydation a faibles concentrations et sont classées selon leur mode d'action, leur emplacement
cellulaire et leur source (Delattre et al., 2005). Il existe une variété de méthodes pour

protéger contre le stress oxydant (Figure 18).

Stratégie 1:
e ]

L recycler / | Stratégie 3: Stra’tégle 4:
\7 renforcer protéger réparer
7 L
Radicaux -1 i;
7 . . <
0", HQO®, etc.
o i ) L Attaque [Emmm) DOMMaees
. T bi . oxydatifs
> iomolécules

\Espéces réactives (R*, ROO", etc))
non radicalaires

(*0,, HO", HOCI, etc.)

Stratégies de lutte par les antioxydants contre le stress oxydant :

1- Piéger les radicaux libres : SOD, acide urique, bilirubine, vit E, vit C,...

! ‘ 2- Inactiver les espéces réactives / chélater les métaux: GPx, CAT,
Stratégie 2 : I . L .
inactiver / bilirubine, acide a-lipoique, protéines de transport,...
chélater 3- Protéger les biomolécules : CoQ10, vit E, caroténoides, ...

4- Réparer les dommages oxydatifs : PON 1.

5- Recycler ou renforcer d’autres antioxydants : CoQ10, vit C, métaux.

Figure 18 : Stratégie de la lutte des antioxydants contre le stress oxydant (Grandjean, 2005).

Les enzymes et les molécules simples font partie des mécanismes de défense utilisés par
les étres vivants pour reguler la génération d'espéces réactives. Alors que les antioxydants non
enzymatiques sont obtenus par l'alimentation ou la médecine, les antioxidants a base

d'enzymes sont créés par le corps (figure 19) (Dabelstein et al., 2007).
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Figure 19: Familles d’antioxydants naturels (Kelly, 2017).
111.5.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Les enzymes produites par les bactéries et agissant comme antioxydants sont incluses
dans cette catégorie. Nous pouvons inclure la catalase, le superoxyde dismutase (SOD), et le
glutathion peroxydase (GPx) (Kelly, 2017). La thiorédoxine (Trx), les paraxonases et les

peroxyrédoxines (Prxs) sont d'autres enzymes.
111.5.1. 1. Glutathion peroxydase (GPx)

Avec une affinité plus faible pour le H202 et une carence en sélénium, I'enzyme
tetrameérique glutathion peroxydase (GPx) dégrade I'H20-, qui est présent dans le cytosol, la
matrice mitochondriale, et le citosol (Mullenbach et al., 1988). L'isoforme GPx-4, qui est
exclusive aux membranes cellulaires, participe a la décomposition des peroxydes lipidiques
en oxydant le GSH et en réduisant le SGSS par la glutathion-réductase (Pincemail et al.,
2007).

v 2GSH + H,0- — GSSG + HyO»
111.5.1.2. Catalase

La catalase (CAT) est une protéine concentrée dans le foie et les érythrocytes,
principalement située dans les peroxyzomes. Il est efficace dans le stress oxydatif élevé,
protégeant les cellules de la production de le H2O. (Tsan et al., 1990), due a l'activité des
SOD ou des oxydases (Reichel, 2010).

v 2H,0,m 2 H,0 + 0O,




111.5.1.3. Superoxydes dismutases

Plusieurs protéines metalliques, telles que Cu/Zn-SOD, Mn- SOD2, et Cu / Zn-sOD3,
protégent contre le stress oxydatif en démettant O2e-superoxyde en peroxyde d'hydrogene et

en oxygene (Pincemail et al., 2007).

v 20"+2H — H202 + O2
111.5.2. Systemes antioxydants non enzymatiques
111.5.2.1. Antioxydants non enzymatiques liposolubles

Ils se trouvent en circulation dans les lipoprotéines plasmatiques et les membranes
cellulaires parce qu'ils sont liposolubles. Les caroténoides, la vitamine E et l'ubichinol

peuvent tous étre trouvés dans ce groupe.
111.5.2.1.1. Vitamine E (a- tocophérol)

La forme la plus active de vitamine E, qui a huit dérivés, se trouve chez I'homme et
protége les membranes cellulaires contre la peroxydation des lipides des especes réactives
(Yang et McClements, 2013).

111.5.2.1.2. Caroténoides (Vitamine A)

Une classe de caroténoides connue sous le nom de vitamine A, parfois appelée
rétinoides et provitamines A, est utile pour repérer les peroxyles RO et les radicaux
hydroxyles, ainsi que pour réduire les chaines de peroxydation des lipides et protéger contre

les dommages causés par les rayonnements UV (Gardés-Albert et al., 2013).
111.5.2.1.3. Ubiquinol (Coenzyme Q10)

Les radicaux libres sont neutralisés aprées leur production et empéchés d'oxyder les
lipides par la coenzyme Q10 (co-factor). Les anions hydroxy et le peroxyde d’hydrogéne sont

capturés par le glutathion endogene de tripeptide de soufre (Yehye et al., 2015).
111.5.2.2. Antioxydants non enzymatiques hydrosolubles

Dans le cytosol, le plasma et les médias extracellulaires, ces antioxydants sont disperses.
L'acide alpha-lipoique, l'acide urique, le glutathion, la bilirubine, la vitamine C et le

gluthathion sont tous présents.




111.5.2.2.1. Acide ascorbique (vitamine C)

L-acide ascorbique, souvent connu sous le nom de vitamine C, est un antioxydant soluble
dans I'eau (Koolman et R6hm, 2004), qui piége les ERO, inhibe I'oxydation dans le plasma et

les fluides extracellulaires, et renouvelle la vitamine E (Duarte et al, 2007).
111.5.2.2.2. Glutathion

Gréace a son réle de cofacteur de I'enzyme GPX, le glutathion de tripéptide protége les
lipides, les protéines et les acides nucléiques contre I'oxydation, surtout en période de stress
oxydatif. En outre, il soutient les processus de régénération de la vitamine E et de vitamine C
(Douris et al., 2009).

111.5.2.2.3. Acide urique

Le sous-produit du métabolisme des purines est l'acide urique. Le radical d'urate est
créé lorsque l'acide urique réagit avec des oxydants, et il peut ensuite étre réduit par
I'ascorbate (Stocker et Keaney, 2004).

111.5.2.2.4. Oligoéléments

Alors que le selénium et le fer agissent comme catalyseurs de GPx et de catalase,
respectivement, les oligo-éléments tels que le cuivre, le zinc, le manganése, le nickel et le
ferro sont des co-facteurs essentiels pour les enzymes antioxydantes et les caractéristiques

antioxidantes (De moffarts et al., 2005).
111.5.2.2.5. Bilirubine

En raison de sa capacité a neutraliser le peroxyde d'hydrogene H202 et les radicaux
peroxyles ROO, qui sont ensuite transformés en biliverdine oxydée, la bilirubine, un produit
de décomposition hémisphérique, posséde des caractéristiques antioxydantes (Neuzil et
Stocker, 1993).

111.5.2.2.6. Polyphénols

Les diterpenes, les flavonoides, les stilbenes, les tocoferols, les phénols simples et les
acides phénoliques sont quelques-uns des produits chimiques phényliques (Brset, 2006), qui
ont une action antioxydante (Zhu et al., 2012). En plus dagir comme agents réducteurs,
donneurs d'hydrogéne et éliminateurs d'oxygéne, les polyphénols sont bien connus pour étre
en mesure d'inhiber I'oxydation des lipides insaturés (Inra et Anses, 2013). Certains d'entre

eux ont méme le potentiel de chélation des métaux (Proestos et al., 2013).




I11.6. Les agents toxiques et la production endogene des ERO

La création d'espéces reactives d'oxygene peut étre influencée par un certain nombre de

substances dangereuses, notamment :

v’ Les produits chimiques comprennent les métaux, les solvants et les drogues.

v L'ionisation et le rayonnement UV sont des exemples d'agents physiques.

Lorsqu'il s'agit de certaines maladies, le stress oxydatif peut étre la cause principale

(dans le cas du cancer), le déclencheur (en cas de la maladie d'Alzheimer), ou la cause

secondaire (in the case of diabetes).
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IV. Huile essentielle d’écorce d’orange
IV.1. Introduction

Dans la famille des Rutaceae, le genre Citrus comprend les oranges, les mandarines, les
citrons verts, le citron, les grenades et les cedres (Chao et al., 2017). Les oranges sucrées sont
classées en quatre groupes, le plus populaire étant I'orange ombilical (Handaji et al., 2013).
Ils sont largement cultivés dans le monde entier, avec Guangzhou étant la plus grande zone de
production d'orange naval en Chine (Zhang et al., 2018). L'industrie de la consommation et
de la transformation d'agrumes genére des sous-produits tels que les pates, les fraises et les
crustacés, qui sont utilisés pour la production d'aliments pour animaux, de fibres et de
carburant (Lagha-Benamrouche et al., 2017). Ces coquilles sont riches en composés
biologiquement actifs, y compris la vitamine C, les composés phénoliques, les flavonoides et
les huiles essentielles, qui ont été étudiés pour leurs propriétés antimicrobiennes,
antifongiques, anti-inflammatoires et antioxydantes (Hosni et a I., 2010 ; Rafiq et al., 2018).
Il convient de noter que les composés de la peau d’orange ont suscité de grands intéréts de
recherche dans le monde entier, en raison de sa composition chimique et de leur biodiversité
(Shirisha et al., 2019 ; Smeriglio et al., 2019 ; Limei et al., 2022).

IV.2. Les variétés d’orange

L'orange, Citrus sinensis est I'espéce la plus importante du genre en raison de ses
nombreux hybrides et variantes (Tableau 08) (Nicolosi et al., 2000).

Tableau 8 : principales variétés d’orange (Ferhat et al., 2010).

Les groupes | Lesoranges blondes Les oranges Les oranges Les oranges sans
blondes Navals Sanguines acidité
Les -Salustiana, - Hamlin | - Washington - Double fine - Impérial
principales | _pamouti - Thomson amélioree - Réal
variéteés
- Valencia Late -Moroet Tarocco | ) jmq

IV.3. Orange (Citrus sinensis variété Thomson navel)
IVV.3.1. Historique

Le mot "orange" est apparu pour la premiére fois au 13°™ siécle. En Asie du Sud-Est, en
Méditerranée et en Europe, elle s'est rapidement répandue (Hellal, 2011). Au XVe siecle, les

Portugais I'ont amené en Europe du Sud, ou il est rapidement devenu la norme. En raison de

'
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sa popularité, le narangi a été rebaptisé bortugal dans les nations arabes. Les Européens ont

également contribué a I'expansion mondiale de I'orange (Akrouf, 2022).

Il est difficile d'établir la date exacte de I'entrée de la pomme d'orange en Algérie, mais
son développement et sa plantation généralisée sont fondamentalement emblématiques de la
période coloniale (Mutin, 1969). Selon Trabut (1905), I'étude de plusieurs plants d'orange et

de mandarin cultives en Algérie lui a permis d'identifier un certain nombre de races.

Hardy introduit pour la premiére fois I'espece de mandarin en 1850 (Trabut et Mares,
1906) ; les variétés souhaitables pourraient étre ameéliorées par la transplantation. Le
clementine, qui tire son nom de son frere Clément, est une nouvelle espece qui a été
découverte au tournant du siecle et qui va continuer a devenir un succes. C'est une croix entre
un Mandarin et un Bigaradier "Granito" fruit.Prés d'Oran a Messerghin, cette espece a été
identifiée et évoluée en 1902 (Badaoui et al., 2022).

1VV.3.2. Nomenclature

v L'orange doux est son nom commun.

v" Citrus sinensis est son nom scientifique, la variété Thomson naval.
1V.3.3. Systématique

Selon Praloran (1971), Citrus sinensis (I'orange) variétéThomson est un membre de la
famille des Rutaceae (figure 20). Classé comme suit :

v " Reégne : Plantae"

v "Classe : Magnoliopsida "
v "Ordre : Sapindales "
"Famille : Rutacées”

"Genre : Citrus "

NS NEEN

"Espeéce : Citrus sinensis Thomson"




Figure 20 : Orange Thomson navel (originale, 2019).

1V.3. 4. Description botanique et morphologique

Les arbustes d'agrumes sont des arbres verts et durables de différentes longueurs et
feuilles (Ferhat et al., 2010). lls ont des feuilles ovales-lancéolées, longues, coriacees,
cireuses et sont souvent divisées en trois folioles. Les fleurs blanches peuvent étre trouvées
seules ou en groupes, tandis que le fruit peut étre sphérique ou allongé et pése jusqu'a un

kilogramme (Figure 21) (Teuscher et al., 2005).

La couche extérieure du fruit, le "flavedo”, se compose d'un mesocarpe extérieur et de
I'épicarpe, qui sont jaunes quand immatures et orange ou rouge quand mdres. Il contient des
poches sécrétoires remplies d'huiles essentielles qui se rompent sous pression (Bruneton,
2001), Le mesocarpe intérieur est poreux et varie d'épaisseur. Dupont et Guignard (2007)
ont constaté que I'endocarpe, I'épiderme intérieur, produit des poils chauds et gonflés qui
donnent a la pulpe d'orange un godt agréable. La pulpe, jaune, orange ou rouge, est composée

de sacs de jus de membrane, divisés en segments, certaines variétés étant sans noix (figure

22). Chaque segment contient 2 a 4 graines (Jhaet al., 2019).

Figure 21 : Description morphologique d’orange Thomson naval (Metoui et al, 2014).

A : Arbre, B : Feuilles, C : Fleurs, D : Pépins, E : Fruits, F : Fruit (coupe transversale), E : Fruit (coupe

longitudinale)




Cette recherche est axée sur la variété d'orange Thomson Naval (Synonymes Bahia), qui
a une diversit¢ de formes et de couleurs de fruits. L’orange Thomson naval, selon
Jacquemond et al. (2009), est descendu d'une mutation précoce du Washington Naval qui a
été amené en Californie en 1891. Les fruits n'‘ont pas de paille et varient en taille de 100 a plus

de 200 g. lls ont une teinte orange et sont simples a éplucher.

Cuticule
Flavedo (épicarpe)

Albedo (mésocarpe)

Sac a jus
Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)
Pépin

Carpelle (Segment)
Membrane Carpellaire

Figure 22 : Coupe transversale d’une orange variété Thomson Naval (Bousbia, 2011).
1VV.3.5. Composition chimique des écorces d’orange

La composition chimique de I'écorce d'orange est influencée par divers facteurs, y
compris la variété, et est affectée par les conditions méetéorologiques et environnementales. La
composition globale de I'écorce d'orange de Thomson Naval est présentée en grammes par
100 grammes de base séche dans le Tableau 9 (Ghanem et al., 2012).

Tableau 09: La composition chimique pour 100 g de 1’écorce d’orange Thomson Naval
(Ghanem et al., 2012).

Constituantes Quantités g
Fibres 41,64
Glucides 15,01
Protéines 1,79
Lipides 1,66
Caroténoides 0,04
Phénols 1,89
Vitamines 0,15
Huiles essentielles 0,6
Eau 3,14
Minéraux 3,45
Vitamine C 0,145

(55 )



L'écorce d'orange est riche en eau, en protéines, en glucides, en minéraux, en acides gras
essentiels, en fibres, en caroténoides et en vitamine C (Ramful et al., 2010). L'écorce
d'orange navale contient des composants phénoliques, tels que les flavonoides et les acides
phényliques, qui possedent des propriétés antioxydantes (Rafiq et al., 2016). La dégradation
de la chlorophylle et la synthese accrue des caroténoides, qui sont provoquées par la
disparition du chloroplast et le développement du chromoplast, font que la couleur des jeunes
oranges passe du vert au jaune orange au fur et a mesure de leur croissance (Meléndez-
Martinez, 2007). Les caroténoides et les antocianiens sont responsables de la couleur de
divers types d'orange sanguin, y compris I'orangée maltaise, qui est principalement attribuée

aux pigments carotéiques (Tableau 10).

Tableau 10 : Composition en caroténoides des écorces d’orange (ug/g bs) (M’hiri et al,

2015).
Compositions Lutéine Zeaxanthine B- p-carotene
cryptoxanthine
Quantités 29,30 27,70 0,76 50,30

Un régime riche en caroténoides peut réduire le risque de maladies cardiovasculaires, de
détérioration musculaire, de cancer et de dommages a la peau causés par les coups de soleil
(Aust et al., 2001).

IV.3.6. Utilisation de I’écorce d’orange

La recherche a, en fait, démontré que 1’écorce d’orange représente une ressource
potentiellement précieuse qui pourrait étre transformée en une variété de produits a valeur
ajoutée. Traditionnellement, le moyen le plus pratique d’utiliser la peau d’orange est de traiter

I’ensemble de la matiére premiére sans différencier les constituants individuels (Can, 2020).
IV.3.6.1. Utilisation alimentaire

Les écorces d’orange ont été utilisées dans les aliments. Cependant, la demande globale
d’écorces d’orange est insignifiantes, car les applications n’ont pas été largement explorées et

reconnues (Godishala et al., 2019).

La cuisson et les compositions alimentaires utilisent de I'écorce d'orange (Bousbia et al.,
2009), une fibre naturelle contenant des composants bénéfiques (Fernandez-Lopez et al.,
2004). Alors que la pectine est employée dans de nombreuses entreprises agroalimentaires
pour ses qualités d'épaississement, de texture, de gelage et de stabilisation, les fibres de peau

d'agrumes offrent une variété de fonctions utiles (Hawthorne et al., 2000).




I1 convient de noter que les écorces d’orange séchées pourraient également étre utilisées
dans des applications de formulation alimentaire, industries laitieres, de boissons, de

patisseries et de confiserie, par exemple (Farahmandfar et al., 2019)
IVV.3.6.2. Utilisation en produits pharma et parapharmaceutiques

Avec une connaissance croissante de la peau d’orange, en particulier de sa composition
chimique, il est maintenant possible d’améliorer davantage la valeur de ces déchets agro-
industriels importants en explorant leur application potentielle dans 1’alimentation, industries
pharmaceutiques et cosmétiques (Lagha et al, 2013). Pectine et ses extraits d’ecorce d’orange
sont utilisés dans le pharmaceutique pour fabriquer des médicaments (Piriyaprasarth et
Sriamornsak, 2011), savons, parfums et autres cosmétiques (Lohrasbi et al., 2010), et pour
créer solutions pharmaceutiques, réduire cholestérol (Wang et al., 2014), et combater le

cancer (Maxwell et al., 2012).
IV.4. Huiles essentielles de Citrus sinensis

A T’heure actuelle, de nombreuses études portaient principalement sur 1’extraction
d’ingrédients actifs de 1’écorce d’orange navel (Guo et al., 2012 ; Yang et al., 2009 ; Lux et
al., 2019). Parmi les plus importants de ces principes actifs sont les huiles essentielles.

IV.4.1. Historique

L'histoire des huiles essentielles remonte & 2000-3000 av. J.-C., les Egyptiens produisant
I'essence de cedre par distillation seéche et utilisant des essences aromatiques aux propriétés
antibactériennes. La technologie de distillation s'est améliorée au IXe siecle sous l'influence
arabe, et Avicenna est créditée du développement de la distillerie entre 980 et 1037, lorsque
les Egyptiens ont utilisé I'essence de terebentine et les huiles distillées. Aprés cela, pendant les
croisades du Xllle siecle, la connaissance des huiles essentielles s'est répandue en Europe.
Ensuite, les pharmaciens ont joué un réle majeur dans le développement des techniques de

fabrication et la compréhension de ces extraits (Fillatre et al., 2011).

Le mot "huile essentielle™ ne provient pas de sa fonction, malgré son potentiel d'aider
considérablement a la survie d'un organisme.Une idée fausse commune est que les huiles
essentielles sont appelées huiles « essentielles » pour mettre en évidence leur importance dans
la survie biologique de 1’organisme. Cependant, le terme « huile essentielle » a en fait son
origine du mot « quintessence », le rendu anglais de Quinta Essentia. Ce terme signifie le
cinquieme élément de la constellation alchimique antérieure, utilisée pour les huiles

essentielles au début du XVI° siecle par le pionnier médical suisse, Bombastus Paracelsus

(57)




von Hohenheim. A I'époque, Von Hohenheim pensait que I'huile essentielle était la forme la
plus concentrée et la plus pure du principe médicinal de toute plante, produite par
hydrodistillation du tissu végétal. L'utilisation du terme « quintessence » par von Hohenheim
est le reflet du paradigme aristoléen, qui décrit la matiére comme étant composée des cing
éléments : terre, feu, eau, air et esprit. La quintessence (littéralement la cinquiéme essence)
était considérée comme la derniére ; L'esprit ou la force vitale de la plante, qui pourrait étre
retiré et contenu par le processus de distillation. L'utilisation du terme moderne « spiritueux »
pour décrire diverses liqueurs, en particulier celles produites par la distillation, est a nouveau

le reflet de cette anciens concepts (Nicholas et Graham, 2015).

Le commerce des parfums a commencé en 1754 avec la découverte de I'eau de Cologne
par un marchand italien. Les produits synthétiques ont été introduits au X1Xe siécle a mesure
que l'industrie grandissait. L'aromathérapie a connu une montée en popularité au XXe siécle
lorsque les chimistes francais René-Maurice Gatte Fossé et Sevelinge ont confirmé qu'elle
possédait des propriétés antibactériennes dans les domaines de la chimie et de la médecine
vétérinaire, respectivement (Fouche et al., 2000). Le Dr Jean Valnet a utilisé des huiles

essentielles pour soigner les blessures pendant la guerre de 1939-1945.

Depuis la publication en 1964 du premier livre sur l'aromathérapie, "Aromatherapy,
Treatment of Diseases by Plant Essences”, les huiles essentielles ont été utilisées pour des
raisons thérapeutiques. En 1975, l'aromatologue francais Franchomme a mis l'accent sur
I'importance du chimiotype de I'espece. Il y a maintenant 3 000 huiles essentielles disponibles,
dont 300 sont vendues aux industries des ardbmes et des cosmétiques. Les huiles essentielles
sont utilisées depuis cinquante ans dans diverses industries (Zhiri, 2006), y compris
I'aromathérapie, l'agroalimentaire, les cosmétiques, les produits pharmaceutiques et

I'agriculture comme insecticides naturels (Fillatre et al., 2011).
1V.4.2. Définitions

Une variété d'autres noms est donnée a Il'huile essentielle. Il s'agit notamment de
I'essence, de I'huile parfumée, de I'huile volatile, de I'huile éthérique, de I'huile aréthole ou de
I'nuile aromatique. Ce dernier terme « aromatique » est un autre terme qui génére beaucoup de
confusion. Bien que le terme « aromatique » dans l'utilisation moderne décrit la qualité de
dégager un ardbme qui est agréable ou odieux au nez, un composé aromatique ou une fraction,
dans le langage de la chimie, a un arrangement chimique qui entraine la délocalisation des

électrons, produisant une plus grande stabilit¢ moléculaire. Ainsi, les huiles essentielles

'
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peuvent étre un mélange d’aromatique et d’aliphatiques composés (non aromatiques), qui

contribuent tous a I'aréme percu (Jose-Luis, 2016).

Habituellement les huiles essentielles trouvées dans les petites gouttes entre les cellules,
les huiles essentielles sont des composés inflammables et parfumés ou des combinaisons qui
sont créées dans le cytoplasme. Il s'agit d'un mélange d'arémes ou de composés sans odeur et
sans arbme, avec des substances parfumees qui ont des avantages sociaux potentiels (Sonwa,
2000).

Les huiles essentielles sont définies par ['Organisation internationale de
normalisation (ISO) comme des produits végétaux produits par des méthodes de distillation
mécanique, seche ou a vapeur, avec des modifications physiques qui ne modifient pas

sensiblement leur composition (Turek et Stintzing, 2013).

Cette définition peut étre étendue a I'exposition a froid du zest ou de I'écorce d'agrumes
résultant de la participation d'eau a des processus mécaniques qui libérent le produit des

alvéoles oléiferes.

Les huiles essentielles sont des liquides volatils solubles dans I'alcool, I'éther et les
huiles végétales et minérales, principalement insolubles dans de I'eau. Ils sont classés en six

classes en fonction du maquillage chimique (Funk et Wagnalls, 2004).
IV.4.3. Localisation

Les EHS sont créés et conservés dans des structures végetales telles que les poils
sécréteurs, les poches, les canaux et les cellules d'huile essentielle. Ils peuvent également étre
transportés par des poches de carburant dans l'espace intracellulaire. L'évaporation de ces
gouttes et I'oxydation de l'air sont entravées par des membranes contenant des esters et des

groupes de peroxyde (Bruneton, 2009).

Les fleurs, les feuilles, les crustacés, le bois, les racines, les rhizomes, le savon, les
boutons, les fruits ou les graines ne sont que quelques exemples des différents organes ou les
essences végétales peuvent étre trouvées. Les especes d'agrumes construisent des dépbts de
cellules sécrétatrices en se divisant radialement et tangencialement pour former des poches
schizolysigénes qui stockent les huiles essentielles dans le mesocarpe du fruit (Bruneton,
1999).

'
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IV.4.4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

De grandes marges dans les constantes et les composants découlent des propriétés

physico-chimiques des huiles essentielles, qui varient selon des aspects tels que l'origine, le

climat, les techniques de récolte et les procédures d'extraction (Valnet, 1984).

v

v
v
v

AN

A des températures normales, ils sont souvent liquides.

contrairement aux huiles fixes, elles sont volatiles.

souvent ils n'ont pas de couleur.

A l'exception de trois huiles, le cannabis, le géranium et le sassafras, leur densité
est en moyenne inférieure a 1.

Ils ont souvent des indices de réfraction élevés et des pouvoirs de rotation.

Selon Paris et Hurabielle (1981), ils sont solubles dans les huiles fixes, les alcools

et la plupart des solvants organiques, mais insolubles dans I'eau.

Selon la recherche de Hamdani et Allem (2017), les caractéristiques physicochimiques

des huiles essentielles d'orange sont énumérées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles d’orange (Hamdani et

Allem, 2017).
Huiles Indices physiques Indices chimiques
essentielles
PouUVOir Densité (20°C) Indice de Indice Indice
rotatoire réfraction (20°C) d’Acide d’Ester
+94° 0,855 1,475 2,24 12,25

Citrus sinensis

IV.4.5 Compositions chimiques des huiles essentielles

Sur le plan chimique, les HEs sont des mélanges de structure extrémement complexe,

pouvant contenir plus de 300 composés différents. Les composants principaux peuvent

constituer jusqu'a 85% de I’huile, tandis que d'autres composants sont présents seulement

comme trace (Burt et al., 2004).

Selon Burt et al. (2004) les HEs, composés de plus de 300 produits chimiques et d'une

composition structurelle complexe, peuvent représenter jusqu'a 85 % de I'huile. Les HEs se

composent de deux familles principales de produits chimiques : les terpenes du métabolisme

de l'acide mevalonique et les dérivés du phénylpropane de la voie acide et comprennent




potentiellement des produits chemiques contenant du soufre ou du nitrogéne (Bakkali et al.,
2008). Avec un squelette d'hydrocarbures, les HESs peuvent effectuer une variété de taches de
chimie organique. Les terpenes et les terpenoides les plus courants sont les alcools, les
composés carbonylés, les esters, les phénols et les dérivés de l'azote et du soufre (Bouhali,

2015). Le tableau 12 montre la composition de 1'huile essentielle de 1’ecorce d'orange.

Tableau 12 : Composés aromatiques des huiles essentielles des écorces d’orange (Farhat et

al., 2011)
Substance aromatique Orange
Monoterpénes a-pinéne 0,21-0,45
B-pinéne 0,04-1,82
Sabinéne 0,10-0,60
Myrcene 0,03-2
Limonéne Terpinéne 94,88-97,3
Terpinoléne 0,02-0,22 <0,1
Sesquiterpenes Valencéne 0,09-0,20
o, —copaene 0,01-0,05
B-elemene 0,01-0,06
Composés B-sinensal <0,1
carbonylés Nootkatone <0,1
Décanal 0,18-0,60
Nonanal 0,10-0,20
Alcools Linalol 0,04-1
a —terpinéol 0,02-0,50
Terpinéne-1-ol-4 0,01-0,20
Esters Acétat de néryles <0,1
Acétate de géranyle <0,1

Les substances les plus importantes trouvées dans les peaux dagrumes sont les
hydrocarbures monoterpéniques, le limonéne étant le plus répandu. Pinéne, myrcéne,
terpinéne, -pinene et sabinéne sont d'autres substances importantes. Valence, -copaene et -
element sont des hydrocarbures de sesquiterpene. Les aldehydes, les alcools, les esters et les

substances carbonylées sont également présents dans les huiles essentielles (M’hiri, 2015).

Les techniques énumérées ci-dessous peuvent étre utilisées pour identifier les différents

composants d'une huile essentielle, qualitativement et quantitativement:

v" Couplage CPG/SM
v spectrométrie de masse

v chromatographie de phase gazeuse




1\VV.4.6. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont stockées dans le flavedo, la couche extérieure de
I'écorce d'orange, qui abrite de nombreuses petites glandes (Torre et al., 2019). L’écorce est

traitée pour libérer ces huiles essentielles en utilisant :

v’ soit une pression froide directe ou une extraction de jus qui se produit
simultanémen (Dugo et al., 1997; Oreopoulou et Tzia, 2007 ; Yeoh et al.,
2008 ; Sahraoui et al., 2011).

v soit la distillation a I'eau ou a la vapeur (Gamarra et al., 2006 ; Gamiz-Garcia
et Castro, 2000).

Afin d'extraire le HES des plantes, la distillation par vapeur d'eau et I'nydrodistillation
sont aujourd'hui les approches les plus importantes (Kulisic et al., 2004). D'autres méthodes,

cependant, ont été créées :

v L'utilisation de fluides supercritiques pour I'extraction (Fellah et al., 2006).
v’ Extraction de solvants organiques (Lin et al., 2010).

v’ Extraction assistée par micro-ondes (Chemat et al., 2006 ; Sahraoui et al., 2008).
IV.4.7. Facteurs influencant la qualité des huiles essentielles

En raison de variables inhérentes et externes, les huiles essentielles ont une composition
et un rendement trés variés. Les facteurs qui sont intrinseques comprennent I'espéce, le type
de clone, l'organe, la maturité et la période de récolte (Besombas, 2008). La composition des
essences est influencée par des éléments extérieurs, y compris la géographie, les circonstances
édaphiques et le climat (Olle et Bender, 2010). La quantité et la teneur en huiles essentielles
sont également influencées par des facteurs liés a la culture, y compris les dates de plantation
et de récolte, les pratiques phytosanitaires, l'utilisation d'engrais et les méthodes de collecte
(Aprotosoaie et al., 2010).

IV.4.8. Activités biologiques des huiles essentielles

Au cours des dernieres années, les activités biologiques (p. ex. activités antioxydantes,
anti-inflammatoires, anti-age, antibactériennes, antifongiques et anti-aflatoxigenes) des HE
d’ecorce d’orange ont été précisées (Barreca et al., 2017 ; Celano et al., 2019) qui sont
fortement liés a divers constituants de ces huiles volatiles, notamment les hydrocarbures, les

alcools, les esters et les aldéhydes (Geraci et al., 2017). Par consequent, le probléme des

'
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écorces d’orange gaspillées pourraientt étre transformé en un actif, si des procédures
potentiellement commercialisables telles que 1’extraction d’HE se produisent (Farahmandfar
etal., 2019).

IV.4.8. 1. Activité antioxydante

Plusieurs processus sous-tendent l'activité antioxydante des polyphénols, qui est une

composante cruciale de la défense de I'organisme contre les LPR :

v" Absorption UV : Rutin et naringenin ont une fonction de protection solaire qui
empéche la surproduction de RLs (Tripoli et al., 2007).

v' Les cytophlavonoides régulent l'expression des genes de la catalase, le
glutathion peroxydase et le sous-peroxyde dysmutase, renforcant l'activité
antioxydante de la superoxydesmutase et de la catalase.

v Les polyphénols d'agrumes ont été démontrés dans les essais pour étre
capables de chélater les métaux, principalement le fer, et de neutraliser les LR
(Del-Rio et al., 2004).

v' Des études expérimentales ont lié les flavonoides d'agrumes a des taux
sanguins plus faibles de lipoprotéines LDL de faible densité, qui ont subi
moins d'oxydation (Gonzalez-Molina et al., 2010).

1VV.4.8.2. Activité anti-inflammatoire

Ils sont capables d’inhiber les kinases et phosphodiesterases essentiels pour 1’activation
et la transduction du signal cellulaire. Ils ont également une incidence sur I’activation de
certain nombre de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris les
lymphocytes T et B (Manthey et al., 2001).

1V.4.8.3. Activité antiallergique

Les agrumes contiennent de la quercétine, de I’hespéridine et de la diosmine, qui
agissent comme des inhibiteurs de [I'histamine, prévenant les réactions allergiques et

I'inflammation (Gonzalez-Molina et al., 2010).
1VV.4.8.4. Activité antimicrobienne et antivirale

Les flavonoides d'agrumes ont une action antibactérienne significative, comme l'ont

montré plusieurs études expérimentales :




v" La quercetine et I’hespéridine inhibent I’infectiosite et la réplication de I’herpés
simplex, le poliovirus, le virus parainfluenza et le virus syncytial (Tripoli et
al., 2007).

v L'hisperidine, aglycone de I'hispéridine expose une activité antimicrobienne

modérée contre le salmonella typhi et salmonella typhimurium.
IV.4.8.5. Activité anti-cancer

Parce qu'ils sont considérés comme des agents antiproliférants et cytotoxiques, les
flavonoides, qui sont présents dans plusieurs plantes, sont riches en métabolites secondaires

qui sont efficaces dans la prévention et le traitement du cancer.
IV. 5. Toxicité des huiles essentielles

Malgré leurs effets positifs, les huiles essentielles ne devraient étre utilisées qu'a
modération en raison de leur composition chimique compliquée, ce qui les rend
potentiellement dangereux a des concentrations excessives (Hammer et Carson, 2011). La

simplicité d'utilisation des produits peut attirer les clients (Bernadet, 1983).

Les huiles essentielles d'agrumes, qui contiennent des furocoumarines (Smith et al.,
2000) et provoquent une rougeur de la peau lorsqu'elles sont exposées aux rayons UV, sont
phototoxiques en raison de leurs qualités photosensibilisantes, mais I'ingestion de ces huiles

n'entraine aucun risque de toxicité (Robert et Lobstein, 2005).
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I. Choix stratégiques et démarche expérementale

Cette section présentera les chois clés qui ont influencé le programme de recherche

décrit dans cette thése.
I.1. Objectifs détaillés et justification de la démarche expérimentale

Cette recherche utilise l'escargot Hélix aspersa comme modeéle bioindicateur pour
évaluer la toxicité unique et combinée d'un fongicide (Hymexazole) et un insecticide

(Bifenthrine), et I'impact protecteur des huiles essentielles d'orange.

L'étude a examiné l'impact de divers facteurs sur le comportement et les caractéristiques
morphophysiologiques de Helix aspersa, y compris BF, HY, HEO et leurs combinaisons, et a

identifié des biomarqueurs sensibles aux niveaux cytosolique et mitochondrial.

L'utilisation nouvelle d'huiles essentielles d'écorce d'orange pour protéger les escargots
Helix asperca contre la toxicité a long terme des pesticides (Bifenthrin, Hymexazole, seul ou

en combinaison) est ce qui distingue cette recherche des autres.
I.2. Choix du modele biologique

Nous avons opté, dans cette étude, pour le choix d’un gastropode terrestre Helix aspersa

qui est un bioindicateur pleinement satisfait pour les raisons suivntes :

v" Facile a recueillir et a cultiver et.

v Organisme sédentaire, largement répandu et largement dispersé géographiquement.
v’ Tres tolérant aux changements environants.

v’ Bénéficie d’une durée de vie raisonnable.

v Posséde une taille d'organe (hépatopancréas) suffisante qui permet une analyse

totale satisfisnte.
1.3. Choix des pesticides et des doses

Dans notre stratégie d’étude, une étape importante consistait a spécifier les pesticides et
les mixtures qui seront évalués. Aprés avoir étudié des criteres relatifs a la composition
chimique, le mécanisme d'action, les objectifs physiologiques et/ou cellulaires, la possibilité
d'exposition du consommateur et la toxicité aigué et chronique des pesticides, nous avons opté

pour :

'
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v L’utilisation de la Bifenthrine, un insecticide qui présente un risque tres élevé de
dommages a long terme. Le facteur de persistance dans les tissus est assez elevé, et
elle est tres toxique pour les invertébres.

v L’utilisaion de I’Hymexazole un fongicide qui présente un risque grave
d'intoxication chronique pour les invertébrés aquatiques, les algues et les organismes

vivants dans les sédiments.

Afin d'évaluer I'exposition des invertébrés aux pesticides sélectionnés, nous devons
choisir les doses appropriées. Nous nous sommes donc ispirés des doses utilisées dans des
études antérieures. En absence de toute étude utilisant les deux pesticides choisis sur
I’escargot, nous nous somme permi d’extrapoler les doses effectuées sur les rats aux
escargots. Nous nous sommes dons consentis d’utiliser les doses suivantes pour une

exposition sub-chronique de 90 jours

v la Bifenthrine : selon les études toxicologiques et écotoxicologiques traitant la
bifenthrine, nous avons choisi la dose de 0,83 mg/g/2j (Beausoleil et al., 2009).
v" I’Hymexazole : la dose (90 ug/g/2jour) a été choisie. Cette dose a été déduite a

partir des données trouvées dans EFSA (2010).
I.4. Choix des huiles essentielles de I’écorce d’orange
L’écorce d’orange Thomson naval est :

v" Riche en métabolites secondaires, en particulier des flavonoides et des huiles
essentielles, qui sont riches en composés phénoliques.

v Abondant en vitamine C et une source de produits chimiques physiologiquement
actifs.

v Abondante et facile a récolter.

v" Riche en fibres de pectine et de mélase destinées a l'alimentation animale.

Les HEO sont d’un grand intérét pour plusieurs domaines, nous avons choisi une seule

dose qui est de 0,151ul/g/2j, Cette dose a été utilisée par Omoniwa et al. (2014).
1.5. Choix de mode de traitement par injection

Nous avons opté pour que ’adminisration des différents traitements soit faite par injection.
Pour cela, nous avons utilisé une microseringue pour injecter les escargots au niveau cété du
pied (Burton et al., 1987 ).




1.6. Choix de I’organe

L’organe utilisé dans ce travail de these est I’hépatopancréas. En effet, le foie est un
organe crucial pour le metabolisme, I'accumulation, la biotransformation et I'excrétion de
divers xénobiotiques et joue un rdle dans la décomposition et I'absorption de différents
composés chimiques. D'autre part, I'exposition aux pesticides peut entrainer des changements
cytologiques extrémement graves dans I'hépatopancréase, qui est un organe vital pour la

désintoxication des polluants.

'
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I1. Etude physiologique et comportementale
11.1. Introduction et objectif d’étude

L'un des problémes environnementaux les plus importants aujourd'hui est la question
des produits phytosanitaires (pesticides, hydrocarbures aromatiques polycycliques, etc.) en
raison de leur rétention dans I'environnement naturel et de leurs effets. Lorsque les polluants
ont un impact negatif sur les processus physiologiques d'un invertébré, il peut modifier un
certain nombre de processus critiques au niveau individuel (Forbes et Forbes, 1994). Ces
impacts sont le résultat de changements dans leur mode de vie (exercice, nutrition,
comportement, etc.), ainsi que des changements de leurs processus cellulaires, tissulaires ou
métaboliques ou encore par des modifications physiologiques (poids de la masse corporelle,

poids et qualité de la coquille etc...) (Notten et al., 2006).

Les objectifs de cette section étaient d'établir I'élevage afin de préparer les individus aux
essais dans des circonstances soigneusement réglementées, suivis d'une étude sur les effets
des différents traitements sélectionnés sur le comportement des escargots et sur certaines

caractéristiques morphométriques.

11.2 Matériels et méthodes
Les expérimentations effectuées dans cette étude ont été accomplies dans le Laboratoire
des molécules et applications bioactives (LMBAA), du département de Biologie appliquée au

niveau de I’Université de Tébessa.
11.2.1. Matériels
11.2.1.1. Matériel végétal

Les oranges (originaires de ’est de 1’Algérie) ont été achetées au marché de la
commune de Tébessa au cours du mois de Novembre 2019. Des fruits mdrs et sains ont été
sélectionneés. L'identification de I'espece Citrus sinensis (variété Thomson Navel) a été faite
par Mme Hioun (botaniste travaillant a I'Université de Tébessa) sur la base de critéres
descriptifs (présence de graines, nombril, peau, couleur). La peau d'orange a €té coupée en
petits morceaux et sechée a lI'ombre pendant 15 jours a température ambiante (Figure 23 et
24).




Figure 23 : L’écorce d’orange Thomson est coupée en petits morceaux (photo originale,
2019).

Figure 24 : Photographies des écorces d’orange Thomson naval
(A) : Fraiches (B) : Seches (photo originale, 2019).

11.2.1.2. Matériel biologique

Le mollusque gastropode Petit-gris, appelé Helix aspersa, membre de la famille des
Helicidae, a été utilisée dans I'étude. L’escargot Helix aspersa sont adultes avec un poids
moyen de 14 g (x 0,35 g) (Figure 25), ont été recueillis d'un emplacement non traité dans la

région d’annaba. Ensuite, pendant trois mois, ils ont été acclimatés dans un environnement de




laboratoire avec un éclairage idéal (18 heures de lumiére toutes les 24 heures, 20 °C et 80-95

% d'humidité). Au total, 80 escargots ont été utilisés dans notre expérimentation.

Figure 25 : Escargots Helix aspersa (photo originale, 2019).

Ils sont répartis dans des boites de plastiques transparents, avec couvercle perforé (pour
I’oxygénation), et nourris de nouvelles feuilles de laitue fraiche, et chaque boite a une éponge
humide pour garder I'numidité (Figure 26). Les boites sont nettoyées régulierement trois fois

chaque semaine et I’alimentation a été renouvelée quotidiennement.

Figure 26 : Elevage des escargots dans le laboratoire (photo originale, 2019).

11.2.1.3. Matériel chimique

La substance chimique utilisée est:

v La bifenthrine (BF) : (C23H22CIF302) ; est proposé comme une substance
cireuse beige sous le nom de commerce TRISTAR continental 10 % EC. Une

variété de parasites agricoles peut étre contrblée a l'aide d'insecticides

pyrethrinoides.




v" L’hymexazol (HY): (C4H5NO2) ; SNAKE continent 30% SL, apparait
comme une substance cireuse jaune-blanc. Ingrédient actif d'un fongicide
vendu sous le nom de Tachigazol en Algeérie. Les triazines sont sa famille

chimique.
11.2.1.4. Matériel d’extraction

Le Tableau 13 ci-dessous représente les différents matériels et les instruments utilisés

pour la procédure d’extraction.

Tableau 13 : Liste d’appareils, verreries et produits utilisés pour 1’extraction.

Appareil Verreries et Autres Solvant et Soluté
Balance (Scout Pro) Eprouvette de 500 ml Eau distillé
Hydro-gllsg\llleljlte:rr .de type Bécher de 50 ml Acétone
ger: Flacon en verre des 5
Chauffe-ballon ml
Ballon en verre pyrex 2000 Pissette
ml
Une colonne .
Entonnoir

Un réfrigérant
Un collecteur Papier aluminium

1. 2.2. Méthodes
11.2.2.1. Extraction et analyse de I’huile essentielle d’orange Thomson naval
11.2.2.1.1. Extraction

L'hydrodestillation a été utilisee pour éliminer les huiles essentielles de I'écorce
d'orange. L'approche la plus simple et la plus populaire est celle-ci. L'équipement de type

Clevenger est utilisé pour I'nydrodestillation (Figure 27).

Figure27 : Procédé d’hydro-distillation (photo originale, 2019).




Le ballon en verre pyrex est utilisé pour insérer 100 g d'écorce d'orange séchée avec
1200 ml d'eau distillée. Chacun de ces composants a un but distinct. Suite a l'installation et a
la fermeture du montage, le chauffe-ballon est allumé avec le meilleur réglage de chauffage
pour permettre une extraction stable a un rythme prévisible et bien contr6lé. La condensation
se produit dans la colonne remplie de réfrigérant. Le condensateur recoit la vapeur qui est
infusée avec de l'huile essentielle. La durée prévue du processus d'extraction est de trois
heures (jusqu'a ce que nous puissions obtenir plus d'HE). En raison de la densité et de la
couleur différente de I'nuile essentielle par rapport a I'nydrolat (eau aromatique), elles peuvent
étre séparées les unes des autres. Il est récupéré par décantation, puis séparé de lui, et stocké
dans des flacons bruns qui sont hermétiqguement scellés et maintenus dans un endroit sombre,

froid (4 °C) loin de la lumiére.

11.2.2.1.2. Protocole de I'extraction

1- Pesage 2- Hydrodistillation

4- Séparation

5- Conservation

——

]
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11.2.2.1.3. Détermination des rendements des huiles essentielles

Le poids du HEO extrait par rapport au poids de la biomasse végétale qui doit étre
traitée, selon la recherche Bouhali, (2015), est le rendement de HEO. En suivant la formule

ci-dessous, le rendement est déterminé et représenté en pourcentage (%) :

R (%) = Pueo/ Pmv x100

R : Le rendement des huiles essentielles (%).
Pueo : Poids de ’HEO extraite (Q)
Pwmv : Poids du matériel végétal traité (g)

11.2.2.1.4. Analyses de la composition chimique des huiles essentielles d’orange Citrus

sinensis

Au niveau de [I'Institut national dagronomie d'Alger (El-Harrach) a utilisé la
chromatographie a phase gazeuse combinée a la spectrométrie de masse ont été analysée les
huiles essentielles d'orange de Citrus sinensis (variété Thomson navel). L'analyse a été
effectuée sur un chromatographe a phase gazeuse Chrompack CP 9002 avec controle
électronique de la pression, une phase stationnaire et un détecteur d'ionisation de flamme
réglable a 280 °C. La phase mobile était composée d'hélium qui coulait a une vitesse de 1,3
ml/min, et l'injecteur était programmé pour fonctionner a une température de 250 °C. La
source était a 230 °C, et l'interface a 280 °C.

I1. 2. 3. Méthode de traitement

Aprés une période de 20 jours, nous avons commencé un traitement quotidien pendant
90 jours. Pour chaque traitement nous avons choisi 10 escargots, les solutions préparées sont
délicatement injectées une fois, jour par jour sur le c6té du pied de I'escargot en utilisant une

microseringue (figure 28). Les animaux témoins recoivent I'eau distillée.




Figure 28 : Injection des escargots Helix aspersa (photo originale, 2019).

Les 80 escargots utilisés dans notre expérimentation sont divisés en 8 lots :

Remarque :

pesticides.

v

v
v
v

Lot n°1 : témoin a été injecté par I'eau distillée (20 ul/g/2)).

Lot n°2 : Bifenthrine (0, 83 mg /g/2j) de poids corporel.

Lot n°3 : traités par ’hymexazole (90 g/g/2j) de poids corporel.

Lot n°4 : traités par huiles essentielles de 1’écorce d’orange avec une dose de
(0,151ul/g/2j) de poids corporel.

Lot n°5 : traités par la mixture bifenthrine (0,83 mg /g/2j) + huiles essentielles
de I’écorce d’orange (0,151ul/g/2j).

Lot n°6 : traités par la mixture hymexazole (90 ng/g/2j) + huiles essentielles
de I’écorce d’orange (0,151ul/g/2j).

Lot n°7 : traités par I’hymexazole (90ug/g/2j) + bifenthrine (0,83 mg /g/2j) de
poids corporel.

Lot n°8 : traités par la mixture (bifenthrine +hymexazole + huiles essentielles

de I’écorce d’orange) avec les mémes doses.

I'huile essentielle de I’écorce d’orange a ét¢ administrée 30 minutes avant les

——
| —
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I1. 2. 4. Dissection de ’escargot pour le prélevement des organes

Les escargots ont subi un je(ne de 48 heures aprés avoir recu une thérapie de 90 jours
afin de nettoyer leurs systemes digestifs. Pour empécher la ré-ingestion des matieres fécales,
les boites de jelne ont été nettoyées avec de l'eau artificielle. Aprés avoir été tués par
congélation a -20 °C, les animaux sont disséqués pour extraire I'népatopancréas et ensuite

nettoyés dans de I'eau saline (Figure 29).

Figure 29 : Etapes de la dissection des escargots et Prélévement d’hépatopancréas
(photo originale, 2019).

I1. 2. 5. Observation des effets comportementaux

L'objectif de la recherche était d'examiner les effets nocifs des pesticides testés ainsi que
leurs effets protecteurs sur le comportement de Helix aspersa. Selon [l'activité et

I'emplacement géographique des animaux, les observations ont indiqué divers
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comportements, tels que manger ou fuir de la nourriture. En outre, des changements de
mouvement et de couleur ont été observés. Ces indicateurs sont visibles a I'ceil humain,
comme lorsqu'une boite est ouverte et que son couvercle est placé sur la paillasse. Les
résultats sont présentés sous forme d'observations quotidiennes pour chaque comportement
par rapport aux concentrations de pesticides et d'huiles essentielles d'orange par rapport au

contréleur.
11.2.6. Mesures des parameétres physiologiques
De nombreux facteurs biométriques sont pris en compte, notamment :

v' La mortalité : apres un traitement toxique et préventif, les escargots Helix aspersa
subissent une surveillance quotidienne de la vitalité et les personnes décédées sont
retirées du site d'essai. La mort d'un escargot est souvent simple a repérer : le pied-
plat, jaune se dégage fréquemment du corps et le socle pédiose n'est attaché a aucune
surface. L'odeur désagréable des escargots est également un indicateur. En cas de
doute, le pied est stimulé avec une aiguille, le manque de réaction entraine la mort de
I'individu.

v Le poids frais de I'escargot (tissus mous + coquille) : avant et pendant le traitement
(12 semaines), le poids frais des escargots (tissu doux et coquille) est évalué
quotidiennement a l'aide d'une échelle de précision.

v" Le poids frais de la coquille, le poids frais de I’hépatopancréas: en utilisant la
méme échelle que précédemment, les poids de la coquille fraiche et des glandes
digestives sont calculés. Apres que les animaux aient été tués et que 90 jours de
traitement pesticide et HEO ont passe, ils sont pesés.

v' Le diametre et la longueur de coquille : les coquilles des escargots sont mesurées
chaque deux jour pendant 12 semaines, pour sassurer qu'elles n'endommagent pas

leurs marges.




I1. 2. 7. protocole expérimental

[

]

I

.

10 10 10 10 10 10 10 10
escargots escargots escargots escargots escargots escargots escargots escargots
BF+HEO
Témoin
(0,83 mg /g +0,151 pl/g)
(20 pl/g/2))
Traitement HY+HEO
90ug/g +0,151 pl/
BE (90pa/g ul/g)
(0,83 mg /g/2j)
BF +HY
(0,83 mg /g +90ug/g)
HY
(90pg/g/2j)
BF+HY+HEO
(0,83 mg /g +90ug/g +0,151
HEO ul/g)
(0,151ul/g/2))

|

Durée du traitement 90 jours

¥

Pesée des escargots

Mesure du diameétre et
de longueur de coquille

L

Mesure du poids
frais de
I’hépatopancréas.

——
| —
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I1. 3. Analyse statistique

Les résultats ont été indiques comme la moyenne de dix répétitions (déviation standard
moyenne), et pour une visualisation plus facile, ces données ont été représentées sous forme
de graphiques et d'histogrammes dans Office Excel 2010. En évaluant la variance a un facteur
(ANOVA), les moyennes et la déviation standard sont déterminées pour chaque groupe
expérimental a un seuil significatif de p < 0.05. Les résultats des tests sur les doses
biochimiques et les activités enzymatiques et non enzymatiques ont été comparés entre les
groupes étudiés en utilisant le test ‘t’ de Student, ce qui a révélé les différences entre les deux
groupes. Le programme de traitement et d'analyse des données MINITAB version 18 a été
utilisé pour tous les calculs.

Nous avons fait deux comparaisons :

> Les groupes traités (BF, BF+HEO, HY, HY+HEO, BF+HY et BF+HY+HEO) contre
le groupe témoins :
v' "> différence significative (p < 0,05)".
v' " ** - différence hautement significative (p < 0,01)".
v' xRk différence tres hautement significative (p <0,001)".
> Les groupes traités (BF+HEO, HY+HEO, BF+HY+HEQ) par rapport au groupe traité
(BF, HY, BF+HY) :
v' " A différence significative (p < 0,05)".
v' " B : différence hautement significative (p < 0,01)".
v " C: différence trés hautement significative (p <0,001)".

- Avec p > 0,05 = la différence n’est pas significative.




11.4. Résultats

11.4.1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles d’écorce d’orange

Thomson naval

L'huile essentielle d’écorce d’orange Thomson naval était un liquide jaune clair avec un
rendement de 1,05 % (figure 31), réalisée au niveau du laboratoire a l'aide de I'extraction par

hydrodistillation.

- / ‘ Couche huileuse
. —
- Couche aqueuse

Figure 31 : Huile essentielle d’écorce d’orange Thomson naval (photo originale, 2019).

La figure 32 décrit un total de 24 composants, qui représentent 96,42 % de I'huile. La
majeure partie de la composition chimique des HEO de la Thomson Naval est composée de
composés d'hydrocarbures, dont le limonéne, le linalol et le myrcéne sont les plus répandus.
Limonen a la concentration la plus élevée, a 89,19 %, tandis que les deux autres ont la plus
faible, a 1,32 % et 1,57 %, respectivement. Terpen (0,03 %) et Nonanal.0,04 % de 4-ol était
la proportion la plus faible. (Tableau 14).
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Figure 32 : Chromatogramme CPG/SM de I’HEO Thomson naval




Tableau 14 : Composition chimique des huiles essentielles d’écorce d’orange Thomson naval

Nom de composé

Pourcentage (%)

a-thujene
a-pinéne
Sabinene
Myrcene
Phellandrene
a- carene
a-terpinene
Limonene
y-terpinene
Octanol
Terpinolene
Linalol
Nonanal
Terpen.4-ol
Citronellal
Alpha-Tepéneol
Citral
Nerol
Neral
Géraniol

Citronellylacetate
geranylacetate

[3-caryophyllene

a-humulene

Tr
0,42%
0,41%
1,57%
0,42%
0,26%

0,07%

0,13%
0,08%

0,08%

0,03%
0,04%
0,33%
0,08%
0,43%
0,26%
0,24%
0,57%
0,10%
0,15%
0,16%

0,08%

——
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11.4.2. Effet sur le comportement

Les escargots exposes au Bifenthrine (BF) et I’'Hymexazole (HY) et leur mixture ont

montré une série de symptémes :
v' Diminution d’activité locomotrice :

Nos résultats montrent que les escargots traités par ’'HEO (0,151 ul/g), BF+HEO et
HY+HEO et BF+HY+HEO, a la premiere semaine de l'injection, ils ne se déplacent pas
beaucoup par rapport aux escargots temoins et passent la majorité de leur temps au sommet
des boites. Tandis qu’on, enregistre I'absence d'une activité motrice apres les premiéres heures
de l'injection pendant la période expérimentale chez les lots traités par la BF (0,83 mg /g) et
I’HY (90 ug /g) et leur mixture (BF+ HY), puis elle revient progressivement & son état normal

comparant au groupe traité uniquement par 1’un des deux pesticides et la mixture avec I’HEO.
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Figure 33 : Effet des différents traitements sur la diminution d’activité locomotrice des

escargots (photo originale, 2019).
v" Diminution le taux de prise de nourriture :

Les escargots traités par HEO, (BF+HEO), (HY+HEO), (BF+HY+HEOQO) ne sont plus
attirés par la nourriture. Apres une période d'exposition de deux semaines, la quasi-totalité
des escargots consomme moins des feuilles de laitue que les escargots de contréle. Méme
encore, la majorité des traitements BF, HY et BF/HY tout au long de l'essai ont eu une

activité comparable aux escargots témoins.




v" Changement de la couleur de coquille :

Apreés que le temps de traitement ait termine, nous avons qu’il y a une diminution de la
dispersion des pigments noirs chez les escargots traités par la BF et ’HY et leur mixture (BF+
HY), par rapport aux escargots témoins. Aucun changement de la couleur chez les lots traités
par HEO, (BF+HEO), (HY+HEO), (BF+HY+HEO) par rapport au témoin. Bien qu'il y ait un
leger changement dans la couleur des coquilles dans le groupe qui est injecté avec le mélange
HEO, BF et HY.

Figure 34 : Effet des différents traitements sur la couleur de coquille des escargots
(Photo originale, 2019).

v’ perturbation de I’orientation :

La toxicité par leur mixture (BF + HY), (BF+HEO), (HY+HEO), (BF+HY+HEOQO) peut
perturber ’orientation et la capacité de déplacement chez les escargots, tandis qu'aucun

changement enregistré chez les restes groupes

11.4.3. Effet sur les parametres physiologiques

En utilisant les procédures décrites ci-dessus, des données morphométriques (estimation
de la mortalité, poids frais de 1’escargot, hépatopancréas et coquilles) ont été recueillies

aupres de tous les escargots de traitement analysés et témoins.




11.4. 3.1. La mortalité

Seulement 5 escargots sur les 80 qui ont été testées sont morts tout au long de I'essai,

soit 6,25 % d'entre elles. Selon le tableau 15, il y avait 3 décés : 1 au cours des 15 premiers

jours de traitement dans le groupe BF+HEO, 2 dans les 30 jours suivants de traitement au

groupe HEO, et finalement 2 aprés 40 jours de thérapie dans le groupe BF+HY+HEO.

Tableau 15 : Mortalité des escargots enregsitrée a la fin de la période de traitement

Périod , oy
Cexposition | Débutde | 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | go | Mortalite
Pexpérience | Jours | Jours | Jours | Jours | Jours | Jours | &l
Groupe
Groupe T 0 0 0 0 0 0 0 0
Groupe BF 0 0 0 0 0 0 0 0
Groupe HY 0 0 0 0 0 0 0 0
Groupe HEO 0 0 2 0 0 0 0 )
Groupe 0 1 0 0 0 0 0 1
BF+HEO
Groupe 0 0 0 0 0 0 0 0
HY+HEO
Groupe 0 0 0 0 0 0 0 0
BF+HY
Groupe 0 0 0 2 0 0 0 2
BF+HY+HEO
Mortalité 0 1 ) 5 0 . . -
Totale
[ 8]




11.4. 3. 2. Le poids frais moyen des escargots

Les graphiques 35 et 36 illustrent I'impact des insecticides, de I'huile essentielle d'écorce
d'orange et de leurs mélanges sur le développement du poids moyen et le poids frais moyen

des escargots au fil du temps.
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Figure 35 : Evolution poids corporelle chez les escargots témoins et traités.

" xx% o différence trés hautement significative (p < 0,001) ; A : différence significative
(p <0,05)".
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Figure 36 : Evolution de gain du poids corporels chez les escargots témoins et traités.
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En conséquence du traitement, nos résultats indiquent que les lots qui ont recu par la
bifenthrine et I’hymexazole et leur mixture révelent une réduction du poids corporel et
diminution du gain de poids comparativement au lot témoin. On note une différence tres
hautement significative (p<0,001) apres 1’exposition a BF, HY et BF+HY par rapport au
témoin et aux lots pesticides + HEO. Par ailleurs, une différence significative (p<0,05) a été
observée chez les lots traités par BF+HEO et HY+HEQO par rapport au témoin. Aucun
changement significatif n’a été constaté chez les lots traités par HEO et BF+HY+HEO par
rapport au témoin. A partir de la premiére semaine d'exposition, il y a eu une augmentation
notable du poids corporel lorsque I'huile essentielle d'orange Thomson Naval a été donnée aux
groupes exposeés aux deux pesticides et a la combinaison, par opposition au groupe traité avec

un seul des deux.
11.4.3. 3. Le poids frais moyen de I’hépatopancréas

La figure 37 montre comment le poids relatif (PR) des hépatopancréas a changé au fil
du temps dans les groupes des escargots témoins, et traités par des pesticides ou de pesticide

plus HEO.
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Figure 37 : Evolution du poids moyen de I’hépatopancréas des escargots témoins et traités.
" okEk - différence trés hautement significative (p < 0,001) ; *: différence significative
(p <0,05) ; B : différence hautement significative (p <0,05); C : différence trés hautement

significative (p < 0,001) ".




Lors de la comparaison du poids relatif de I'hépatopancréas entre le groupe traitée par
I’HY et le groupe de contrdle, ainsi que le lot HY+HEO-traité, il y a eu un changement
statistiquement significatif (p < 0,05).

Concernant les lots traités par BF, BF+HY, Le poids proportionnel des hépatopancréas
dans les deux lots est tres significativement différent (p < 0,001), comparant au témoin. Aussi
bien, on trouve une différence assez remarquable (p<0,01) comparant par les lots recevant

pesticides plus HEO.

Par contre, les résultats ont montré que ’addition de ’HEO a des escargots exposés aux
pesticides a un effet correcteur, qui a été exprimé par une réduction des poids relatifs
d’hépatopancréas chez les escargots exposée par rapport aux escargots non traités. En

comparaison avec les ttmoins, il n'y a pas de changements perceptibles.
11.4.3.4. Le poids frais moyen de la coquille

La figure 38, qui compare les escargots témoins et testées, et montre I'évolution du

poids frais moyen de la coquille au fil du temps.
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Figure 38 : Effets de BF, d’HY, HEO et de leurs mixtures sur le poids frais moyen coquillére

des adultes de I’escargot Helix aspersa.

" *k* - différence trés hautement significative (p <0,001) ; A : différence significative (p <
0,05)".




L’évolution de ce poids par exposition des escargots au BF et au HY, et leurs mixtures
montre par rapport aux escargots de contrdle, un déclin trés substantiel (p<0,001) s'est
produit. En plus remarquée une différence trés hautement significative (p <0,001) comparant

avec les lots injectés par pesticides plus HEO.

Les lots HEO et BF+HY+HEO traités n‘ont montré aucune différence perceptible par

rapport au non traites.
11.4.3. 5. Le diamétre de coquille

La figure 39 montre comment la présence de BF, HY, HEO et de combinaisons a affecté

le développement du diametre D de la coquille de I’escargot Helix aspersa.
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Figure 39 : Evolution de diameétre de la coquille chez les escargots témoins et traités.

" kxk - différence trés hautement significative (p <0,001) ; A : différence significative
(p=0,05)".

Nos résultats montrent une baisse assez considérable (p < 0,001) aprés 1’exposition a
BF, HY et BF+HY par rapport au témoin et aux lots pesticides + HEO. En outre, dans les lots
traités avec BF+HEO et HY+ HEO par rapport a I'essai, une différence significative (p <0,
05) dans les diamétres D a été observée. En comparaison avec les lots non traités, il n'y a pas
de différence perceptible entre les lots traités avec HEO et BF+HY+HEO.
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11.4.3.6. La longueur de coquille

L’effet des deux pesticides et huile essentielle d’écorce d’orange et de leurs mixtures sur

La longueur de coquille des escargots est présenté dans la figure 40.

L’évolution des longueurs L de la coquille des escargots traités par le BF, HY et la
mixture (BF+HY) montre une réduction trés hautement significative (p <0,001) par rapport
a celui des escargots témoins pendant 90 jours de traitement et aux lots BF + HEO, HY+HEO.
Toutefois, lorsque les escargots sont exposés a HEO et a leurs combinaisons (BF+ HY+
HEO), le développement de ces longueurs est considérablement réduit (p< 0,05) par rapport

aux lots de controle.
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Figure 40 : Evolution de longueur de la coquille chez les escargots témoins et traités.

" ok** . différence trés hautement significative (p <0,001) ; A : différence significative
(p<0,05)".
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11.5. Discussion

En tant que marqueurs écologiques essentiels de la pollution métallique et organique, des
invertébrés, tels que les gastéropodes pulmonaires, ont été utilisés pour évaluer la qualité des

écosystemes dans le milieu aquatiques et terrestres (Hamdi-Ourfella et al., 2014).

Notre recherche examine les conséquences de la pollution sur le développement et la
physiologie de I'Helix aspersa, un composant vital qui joue un rdéle important dans de

nombreux écosystemes (Gomot et Kerhoas, 2000).

La littérature manque de recherches toxicologiques sur la combinaison (BF + HY) de
pesticides, et les études montrent que I'impact d'un mélange ne correspond pas toujours aux
effets des substances individuelles (Padhi et al., 2008). Cela rend difficile de prédire I'impact
global de I'exposition des gastropodes aux pesticides en raison des nombreuses relations entre
les éléments (Lodovici et al., 1994). La comparaison de nos résultats avec ceux de la
littérature va se faire, si possible, avec les travaux réalisés sur les pesticides de la méme

famille et sur d’autres modéles biologiques proches des escargots.

11.5.1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles d’écorce d’orange

Thomson naval

Le rendement en huiles essentielles des écorces d’oranges Thomson naval, obtenues par
I'nydrodestillation a lI'aide de matériaux végétaux était de 1,05%, ce qui est proche de celui
obtenue par Farahmandfar et al. (2019) ; A partir de I'écorce d'orange de méme espéce de
Thomson Naval, Hosni et al. (2010) ont rapporté un rendement d'huile essentielle de 1,20 %

et 1,49 %, respectivement.

En revanche, un teneur est diminué comparée a celle rapportée par Jeannot et al. (2005)
et Fuselli et al. (2008). Ces derniers ont produit des rendements d'huile essentielle pour
I'écorce d'orange ameére et I'ecorce d'orangée sucrée qui ont varié de 0,25 a 0,57 % et de 0,06
a 0,8 %, respectivement. Aussi, un rendement de 0,79 % a été enregistré pour les huiles
d'écorce d'orange de Colombie (Blanco Tirado et al., 1995). Le rendement des citrus HES
varie de 1 a 3 % selon l'espece (Rega et al., 2003). Les rendements de HES peuvent étre
directement influencés par des variables telles que la saison de recolte, le climat,
I'emplacement géographique, la génétique des plantes, la fraicheur, le temps de séchage et la
technique d'extraction (Vekiari et al., 2002).

La spectroscopie des huiles essentielles de Thomson Naval a révélé la présence de 24

composants (tableau 14), dont 93 % des principaux composants de 1’écorce d’agrumes sont

(8]



des hydrocarbures (Njoroge et al., 2009). D’autres produits chimiques sont présents a 1’état
de traces, qui soutiennent les principaux composants de I’huile essentielle Thompson Naval
Orange, qui sont principalement des hydrocarbures. D’apres 1’échantillon que nous avons
analysé au cours de cette étude, 1’extraite des huiles essentielles de 1’ecorce de Thomson
Naval est constituée de : limonéne (89,19 %), le Myrcéne (1,57 %), le Linalol (1,32 %),
géraniol (0,57 %), Citral (0,43 %), a-pinéne (0,42 %), a-phellandrene (0,42 %), sabinene
(0,41 %), citronellal (0,33%), carene (0,26 %), nerol (0,26 %), Neral (0,24 %), B-
caryophyllene (0,16 %), geranylacetate (0,15 %), y-terpinene (0,13 %), citronellylacetate
(0,10 %) terpinolene (0,08 %), octanol (0,08 %), Alpha-Tepéneol (0,08 %), a-humulen
(0,08 %), a-terpinene (0,07 %) , Terpen.4-ol (0,04 %), Nonanal (0,03 %)

Les diverses ¢tudes effectuées dans 1’Algérie ou dans différents pays sur la
caractérisation des huiles essentielles d’écorce d’orange Citrus sinensis ont avancé I'idée que

cette huile essentielle a une diversité chimique (Tableau 16).

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles d’orange Citrus
sinensis a partir de la plante récoltée en turque a été effectuée par Kirbaslar et al. (2009), qui
ont identifiés les composés majoritaires suivants " Limonene (91.6 %), myrcene (1.3 %),
sabinene (1,0 %) and a-pinene (0,9 %), p-caryophyllene (0,1 %), a-copaene (0,1 %), octanal
(1,4 %), decanal (0,2 %), geranial (0,2 %), linalool (0,4 %), a-terpineol (0,1 %), geraniol
(0,1 %), geranyl acetate (0,1 %) and neryl acetate (0,1 %). L'huile essentieclle de I’espece
récoltée en Tunisie, est riche en Limonene (96,0-97,3 %), B-pinene (1,45-1,82 %), verbenone
(0,17-0,36 %), linalool (0,04-0.22 %), B -sinensal (0,04-0,09 %), a-copaene (0,04-0,05 %),
B-elemene (0,02-0,06 %), et o -sinensal (0,02-0,04 %) " (Hosni et al., 2010).

L'huile essentielle récupérée dans I'étude du Espina et al, (2011) contient " Limonene
(85,5 %), cis- limonene oxide (1,.03 %), myrcene (0,92 %), 8-dien-1-ol (0,75 %), carvone
(0.65 %), linalool (0.47 %) and sabinene (0.43 %), (E)-patchenol (0.41 %) and valencene
(0.34 %) " sont les principaux constituants. On remarque également Limonene a (95.35 %),
B-myrcene a (2.48 %), o —terpineol a (0.42 %) et a-pinene (0.49 %) dans 1’étude de Murthy
et al. (2012) en Etats-Unis.

Nos conclusions sont principalement appuyées par celles faites sur la variété Citrus
sinensis par Sovoboda et Greenaway en 2003. La composition chimique de HEO est
principalement composé de " limonéne (93,6 %) et de B- myrcene (2,0 %), et de composés
minoritaires tels que le décanal (0,82 %), sabinéne (0,7 %), a-pinene (0,4 %) et PB-
phellandréne (0,3 %) ".




Tableau 16: Composition d'huile essentielle de Citrus sinensis rapportée dans la littérature.

L'origine de la plante Les composants majeurs | Pourcentage Réferences
Limonene 91,6 %
myrcene 1,3% Kirbaslar et al,
Turkey sabinene 1,0 % (2009)
a-pinene 0,9 %
B-caryophyllene 0,1%
a-copaene 0,1%
octanal 1,4 %
decanal 0,2%
geranial 0,2%
linalool 0,4 %
a-terpineol 0,1%
geraniol 0,1 %
geranylacetate 0,1%
neryl 0,1 %
acetate
Tunisia Limonene 96,0-97,3 % Hosni et al, (2010)
B-pinene 1,45-1,82 %
linalool 0,04-0,22 %
verbenone 0,17-0,36 %
a-copaene 0,04-0,05 %
B-elemene 0,02-0,06 %
B —sinensal 0,04-0,09 %
Spain Limonene 85,5 % Espina et al, (2011)
cis-limonene oxide 1,03 %
myrcene 0,92 %
8-dien-1-ol 0,75 %
carvone 0,65 %
linalool 0,47 %
sabinene 0,43 %
(E)-patchenol 0,41 %
Valencene 0,34 %
Limonene 95,35 % Murthy et al, 2012
Etats-Unis B-myrcene 2,48 %
a-terpineol 0,42 %
a-pinene 0,49 %

La présence des chimiotypes D-limonen, geraniol, linalol, citral, citronellal, terpineol et

decanal, ainsi que I'environnement de la plante, son héritage génétique, son age et d'autres




facteurs, peuvent tous contribuer a des variations dans la composition chimique des huiles
essentielles de Citrus sinensis, tant quantitativement que qualitativement. En outre, la maturité
du fruit a une influence significative sur la composition chimique de l'huile essentielle
(Hellal, 2011).

11.5.2. Mortalité

Selon la recherche, la mortalité des escargots apres l'exposition au bifenthrine, a I'
hymexazole, HEO et a des combinaisons était de (6,25 %), ce qui était inférieur a (9,61%0) de
I'expérience Bourbia (2012) mais plus élevé que Schuytema et al. (1994) (13 %).

La mortalité réellement enregistrée (6,25%) était supérieure a celle observée dans
I'expérience menée par de nombreux auteurs (5%) Gomot (1997), (4,3%) Scheifler et al.
(2002). L'espece testée et sa susceptibilité aux composés testés affectent en fait la mortalité

des escargots.
11.5.3. Réponses comportementales

En premier lieu, nous avons noté des modifications de comportement chez les escargots
traitées par la BF, I’HY, et leurs mixtures BF + HY. En plus remarquée I’effet préventive

d’HEO et leurs associées avec les pesticides (BF+HEO), (HY+HEO), (BF+HY+HEO).

Il est possible que les pesticides BF et HY et leurs mélanges aient un effet nocif et
toxique sur ce type de gastéropodes observé par le comportement locomoteur et nutritionnel
des escargots adultes, Helix aspersa. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Salmi
(2017) qui a travaillé sur la toxicité des CdSe, Novaluron et mixture CdSe/Novaluron sur
Helix aspersa. Rodrigues et al. (2010) ont étudié un impact inhibiteur du thiaméthoxam sur
le comportement locomoteur des rats. Les effets du carbamate sur le comportement des
insectes ont été étudiés par Bingham et al, en 2008 selon la méme hypothese. Le
développement des escargots est également fortement influencé par la qualité de
I'alimentation (Viard et al., 2004). Par exemple, dans cette étude, les escargots temoins
nourris avec les feuilles de laitue donnés un facteur de croissance plus élevé que ceux traités
avec BF, HY ou BF+HY (Ait-hamlet et al., 2019).

Cette étude a aussi montré que le BF, ’HY et leurs mixtures (BF+HY) sont capable de
Changement de la couleur de coquille. Ces résultats sont également conformes a ceux de
Reddy et Fingerman (1995), qui ont étudié les effets physiologiques du Cd sur le crab

Ucapugilator apres 48 heures d'exposition directe a 10 mg/L de Cd. (forte dose). Ces auteurs




ont montré que cette pollution a entrainé une réduction considérable de la dispersion du

pigment noir dans les mélanophores (cellules contenant les pigments noirs).

L'utilisation du comportement des animaux comme indicateur de I'exposition sublétale a

des polluants toxique devrait étre reconnue. (Felten et al., 2008 ; Al kadissi, 2012).

Dans cette recherche, nous n'avons trouvé aucun changement sur le comportement
d’Helix aspersa traité par HEO, BF +HEO, HY+HEO, BF+HY+HEO.

11.5.4. Réponses physiologiques

Les escargots traités par ingestion au bifenthrine, hymexazole, et leurs mixtures
(BF+HY), apparaissent une diminution du gain de poids corporel durant les trois mois de

traitement et une réduction du poids frais moyens.

Cette perte de poids est le premier signe de toxicité probable. Ces resultats sont
cohérents avec ceux de Grara et al. (2015) qui ont étudié I'impact des nanoparticules ZnO sur
Helix aspersa et I'étude de Bouaricha, (2013) sur la toxicité du biopesticide Emamectine
benzoate sur les escargots Helix aspersa, qui a également souligné une diminution du poids
frais des escargots. En conséquence, a partir de la troisieme semaine de traitement, les
insecticides (tiaméthoxam, tefluthrine), ainsi que leurs mélanges, empéchent les escargots de
pris du poids. Selon Coeurdassier et al. (2001), il a également été démontré que le
diméthoate réduisait le développement et la survie des escargots d'une maniere dose-
dépendante. Simkiss et Watkins (1991), par exemple, ont fait une hypothese selon laquelle
Helix aspersa est capable de détecter des quantités élevées de zinc dans son alimentation, ce
qui entraine une réduction du taux d'ingestion d'aliments fortement contaminés. Des
conclusions similaires ont été tirées par Viard et al, (2004) en présence de contamination au
plomb : la quantité excessive de plomb dans le sol, que les escargots peuvent ressentir, limite
leur taux d'apport et donc ralentit partiellement leur développement. Les phénomenes de
toxicité, cependant, pourraient également étre a blamer pour cette inhibition de la croissance.

Des raisonnements similaires peuvent étre utilisés pour I'étude de Gomot-Devaufleury
et Bispo (2000), qui a mis l'accent sur les effets du pentachorophenol, du trichlorophénol et
du naphtaléne sur le développement de Helix aspersa et Helix maxima et a souligné une
inhibition de la croissance chez Helix aspersa a la dose la plus faible. Dans la méme veine,
Aussi Belhaouchet (2012) a étudié la toxicité de Spinosad sur les escargots Helix aspersa et a
découvert une réduction du poids frais des escargots. Selon Schuytema et al. (1994), qui ont

testé la toxicité des aminocarbures, du méthylparathion et du paraquat, la diminution




significative du poids total des escargots traitées qu'ils ont observée est liée au type et a la

dose du pesticide utilise, qui est la méme direction que notre travail.

Nous avons constaté que les animaux traités consommaient moins de nourriture que les
contrbles, ce qui aide a expliquer la perte de poids. Par conséquent, il est évident que le
contaminant en question croit que l'incapacité a manger découle d'un phénomene soit de

toxicité dangereuse ou répulsion (Swaileh et Ezzughayyar, 2001).

Les escargots exposés a ces pesticides ont pris du poids dans notre expérience lorsque
I'nuile essentielle d'écorce d'orange Thomson Naval a été ajoutée. Cela pourrait étre provoqué
par la suppression par les antioxydants de I'accumulation de radicaux libres, ce qui a été
soutenu par une augmentation de la consommation diététique quotidienne. Ces resultats sont
en accord avec ceux de Messarah et al. (2012) et Mossa et al. (2014), qui ont utilisé

différents antioxydants.

Apres 90 jours de thérapie avec BF, HY, et leurs combinaisons, la recherche a découvert
que le poids de I'népatopancréas a augmenté. Ceci est provoqué par l'accumulation de tissus et
I'nypertrophie dans I'organe cible détoxifiant. Selon Zama et al. (2005) et Bitri et al. (2007),
I'nypertrophie hépatique résulte de I'empoisonnement par I'hexachlorobenzéne dans le
Meriones unguiculatus. La recherche a révélé que le poids de I'népatopancréas a augmenté
suite a l'affirmation de Simons et al. (1995) selon laquelle une augmentation du poids relatif

des organes chez les souris est un signe de cytotoxicité des pesticides.

La présence d'’hormones de croissance et de leurs mélanges (BF, HY) dans les coquilles
des escargots diminue en raison de l'inhibition de la synthese. Ceci est similaire a une
diminution de 30 % de la masse de coquille des escargots exposés au sol artificiel contaminé
par le cadmium (Gimbert et al., 2008). La majeure partie de la coquille est composée de
chonchioline et de carbonate de calcium, qui sont cruciaux pour la croissance de coquille.
(Heller et al., 1983). Cette diminution du poids de la coquille est cohérente avec les études
antérieures montrant une diminution dose-dépendante dans le poids des coquilles dans les
escargots traitées avec des métaux lourds (Grara, 2011). La recherche a révélé que BF, HY et
leurs mélanges réduisaient considérablement le poids des coquilles des mollusques. Les
résultats suggerent que la modalité (Salama et al., 2005 , Radwan et al., 2008) et la durée de
I'exposition (Coeurdassier et al.,2001 , Rorke et al., 1974) aux pesticides sont les causes de
la réduction de la croissance. Chez Lymnea stagnalis, toutefois, une intoxication persistante

par le carbaryl et le lindane entraine également une diminution du développement de la




coquille (Bluzat et Seuge 1979). Différentes solubilités, objectifs biologiques, ou d'autres

éléments peuvent étre la cause des variations de croissance (Bourabia et al., 2019).

Nos résultats, d'un autre cété, montrent que donner de I'huile essentielle d'écorce
d'orange au groupe qui avait recu BF, HY, ou la combinaison de ces traitements a amélioré le
poids, la longueur de la coquille, et du poids relatif des hépatopancréas. Cette amélioration
peut étre attribuée a l'action préventive de I'huile essentielle d’écorce d’orange Thomson

Naval contre la toxicité de ces pesticides et de leur combinaison.




11.6. Conclusion

Les HEO sont des substances aromatiques, d'une composition chimique complexe,
L'analyse chromatographique des huiles essentielles d’orange Thomson naval par CPG/SM a
identifié 24 composants avec le limonéne comme constituant majoritaire suivi par le Myrcéne

et le Linalol.

L'impact des pesticides sur I'environnement augmente de jour en jour et pour analyser
les effets toxiques des pesticides sur les invertébrés terrestres, en particulier les escargots

Helix aspersa, il est nécessaire de créer des procédures appropriées.

Ces changements comportementaux, variations du poids frais moyen des escargots, ainsi
que ceux de I'hépatopancréas et de la coquille, peuvent étre causés par la toxicité des
insecticides BF, HY et de leurs combinaisons. Ces pesticides affectent également la
composition biochimique des tissus, la composition minérale de la coquille, et les réserves
d'énergie accumulées dans cette espece de snail. En effet, I'huile essenticlle d’écorce d’orange
Thomson naval protége le poids frais moyen et 1’hépatopancréas d’escargots Helix aspersa

contre les effets néfastes induits par ces pesticides.
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I11. Etude de stress oxydatif
I11.1. Introduction et objectif du travail

Les probléemes de santé liés aux pesticides et leur potentiel de nuire gravement aux
personnes ont suscité un intérét accru pour la toxicologie environnementale (Bigot, 2009).
Les programmes de surveillance de I'environnement devraient inclure I'analyse des réactions
biologiques aux contaminants chimiques comme outil de diagnostic. Ces signes peuvent

servir de systemes d'alerte précoce pour les contaminants (Bourbia, 2013).

L'objectif principal de cette partie était de déterminer la teneur de 1’hépatopancréas
d’Helix aspersa en protéines, glucides et lipides et de doser certains biomarqueurs
enzymatiques et non-enzymatiques relatifs au stress oxydant aprés une exposition a
I'nymexazole, la bifenthrine et de leurs mélanges. Le dexiéme objectif était d’évaluer l'effet
protecteur de I'huile essentielle d'orange Thomson naval a I’égard de 1’exposition a ces deux
pesticides (BF et HY).

111.2. Matériel et méthodes
111.2.1. Préparation des échantillons

Huit échantillons soigneusement choisis a parir de chaque groupe d’escargots (voir les
sections 11.2.3. et 11.2.7) sont utilisés pour le dosage des métabolites a la fin du troisiéme mois
de traitement.

111.2.2. Parameétres étudiés :

Les gastropodes réagissent biochimiquement et physiologiquement aux polluants. Neuf
biomarqueurs biochimiques ont été dosés apres sacrifice et dissection des escargots, en

extrayant I'népatopancréas, et en le subdivisant en petits morceaux :

v/ " Métabolites (protéines, lipides, glucides)"
" Malondialdéhyde (MDA)"

" Glutathion (GSH)""

" glutathion peroxydase (GPx)""
"Glutathion-S-transférase (GST)"".

" Catalase (CAT)"

" Acétylcholinestérase (AChE)""
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111.2.3. Extraction et dosage des métabolites

La méthode de Shibko et al. (1966) a été utilisé pour extraire les différents métabolites
hépatiques (protéines, glucides et lipides) (figure 42). Les échantillons sont broyés a ultrasons
dans 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 %, puis centrifugés pendant 10 min a 5000
tours/min. Le surnageant | sera utilisé pour mesurer les glucides, tandis que le culot | sera
ajouté a 1 ml d'un mélange éther/chloroforme (1/1, v/v). Le surnageant 11, qui sera utilisé pour
mesurer les lipides, est récupéré par une deuxiéme centrifugation (5000 tours/min, 10 min).
Ensuite, on retrouve le culot 1l dans 1 ml de NaOH (0,1N). La technique de Bradford (1976)
a été utilisée pour mesurer la teneur en protéines totales des hépatopancréas en utilisant un
mélange de 4ml de bleu brillant de coomassie (BBC) avec de 0,1 ml de I'hnomogénat. La
solution BBC a été préparée commoe suit : 50 mg de BBC aditionnée a 25 ml d'éthanol a 95
%. Suite a une agitation de 2 heures, 50 ml d'acide orthophosphorique (85 %) a été ajoutée.
Ensuite, une quantité d'eau distillée a été ajouté afin de compléter le volume jusqu’a 500 ml.
L'absobance a été mesurée a une longueur d'onde de 595 nm. La plage d'étalonnage a été

réalisée a I'aide d'une solution de référence de Serum d’Albumine Bovine (BSA).

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin
(1959). Le processus consiste a mélanger 100 ml de supernageant avec 4 ml de réactif
anthrone. Un chauffage a 80°C pendant 10 minutes a été réalisé. Une coloration verte
commance a se développer. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a teneur des
glucides dans 1’échantillon. L'absorbance a été mesurée & 620 nm contre une gamme de blanc.
Le réactif anthron est réalisé en mélangeant 75 ml d'acide sulfurique concentré, 25 ml de I'eau

distillée et 150 mg d'anthron.

La teneur en lipide totaux a été estimée en aoptant la technique developpée par
Goldsworthy et al. (1972). Cette méthode utilise le réactif sulfo-phoshpho-vanillinique ou un
aliquotes de 100ul des extraits lipidiques ou de la gamme étalons a été utilisé. Un (01) ml
d’acide sulfurique concentré a été additionné apres que le solvant soit totalement évapore.
Apres agitation, les tubes sont placés dans un bain a sec a 100°C pendant 10minutes. Une
fois refroidis, 200ul de ce mélange ont été ajouté a 2,5ml de réactif sulfo-phoshpho-
vanillinique. Trente (30) minutes apres (a I’obscurité), la densité optique a été estimée a une
longueur d’onde de 530nm grace a un spectrophotometre. Un complexe de coleur roses est
formé suite a la réaction des lipides avec ’acide sulfurique a chaud et en présence de vanilline
et I’acide orthophosphorique. Le réactif a été préparé en dessoulvant 0,38g de vanilline dans

55ml d’eau distillée aditionnée a 195ml d’acide orthophosphorique (85%).
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Figure 41 : Principales étapes d’extraction des métabolites: (glucides, lipides, et protéines) de
I’hépatopancréas chez les adultes de 1’escargot Helix aspersa selon Shibko et al. (1966)
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111.2.4. Dosages des indicateurs du stress oxydant

La technique de Bradford (1976) a été adoptée pour estimer la teneur totale en

protéines des échantillons biologiques apres trois mois d'exposition aux divers traitements.
111.2.4.1. Dosage de la peroxydation lipidique (MDA)

La peroxydation des lipides (LPO) a été déterminée en détectant des produits chimiques
réagissant avec l'acide thiobarbitrique (TBARS), y compris l'aldéhyde (MDA) et les lipides
hydroperoxydes (Benaicha, 2021). Le marqueur le plus fréquemment utilisé en peroxydation
lipidique est le Malondialdéhyde, également connu sous le nom de MDA. La concentration de
MDA est liée a la dégradation des membranes cellulaires et peut étre utilisée comme

biomarqueur du stress oxydatif (Funes et al., 2006 ; Ladhar-Chaabouni et al., 2007).
111.2.4.1.1. Principe

Afin de doser le MDA, nus avons suivi la technique d'Esterbauer et al. (1992). Le
dosage est basée sur la condensation de MDA avec de l'acide thiobarbitrique dans un milieu
acide et chauffé. La conséquence de la réaction est la production d'un complexe de couleur
rose entre deux molécules d'acide thiobarbiturique, qui peuvent é&tre détectées par
spectrophotométrie d'absorption a 530 nm (Figure 42).
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Figure 42 : Principe du dosage du malondialdéhyde.
111.2.4.1.2. Mode opératoire
Le protocole expérimental est le suivant :

v " Prélever 375ul de I’homogénat (surnageant)".
v "Ajouter 150 ul de la solution TBS (tris 50mM, NaCI150 mM pH 7.4)".
v "Ajouter 375 ul de la solution TCA-BHT (TCA 20 %, BHT 1 %)".
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"Vortex et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min".

"Prélever 400 pl du surnageant”.

"Ajouter 80 pl du HCL 0.6 M".

"Ajouter 320 pl de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM)".

"Mélanger et incuber au bain-marie a une température de 80 °C pendant 10

AN N NN

minutes."
111.2.4.1.3. Calcul de la concentration de MDA

La loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L) a été utilisée pour déterminer la concentration de
MDA.

DO.10°

C(nmol /mg de protéine) = m

Significations des acronymes et coefficients :

e "C : concentration en nmoles/mg de protéines "

e " DO : densité optique lue a530nm"

e "E : coefficient d’extinction molaire du MDA  empa = 1.56 x 105 M cm™’
e "L :longueur du trajet optique = 0.779 cm"

e "X concentration de I’extrait en protéines (mg/ml)"

e "'Fd : facteur de dilution : Fd = 0.2083".
111.2.4.2. Mesure du Glutathion (GSH et GSSG)

Le thiol libre non-protéinaire le plus répandu dans les cellules, le glutathion, existe en
équilibre entre deux formes : le gluthathion réduit (GSH) et le glutathion oxydé. (GSSG).
Dans la lutte contre le stress oxydatif, le glutathion est un agent de défense antioxydant vital
(Zaafour, 2014).

111.2.4.2.1. Principe

L'approche la plus utilisée pour I’estimation de glutathion est la méthode colorimétrique
utilisant le réactif Ellman (DTNB) (Weckberker et al., 1988). Le GSH est utilisé pour couper
la molécule d'acide dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) de 5,5' par la réaction, ce qui libére

I'acide thionitrobenzoique (TNB), qui an une absorbance de 412nm. (Figure 43).

'
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Figure 43: Principe de dosage du glutathion (Weckberker et Cory, 1988).

111.2.4.2.2. Mode opératoire

v' " Les échantillons (200mg de tissu) sont mis individuellement en présence de 8 ml de
solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0.02 M. Le mélange mis
dans des glagons est broy¢ a 1’aide d’un pilon en porcelaine”.

v' " Une fois prépare, I’homogénat est déprotéinisé ; 0,8 ml de ce dernier auquel on

ajoute 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0,25%."

v' " Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

v " Centrifugé pendant 5min 21000 t/min."

v " Prélever 0.5 ml du surnagent".

v "Ajouter 1 ml de tampon tris-HCL + EDTA (0.02M), PH=9,6."

v' " Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0,01M dissous dans le méthanol absolu."

v/ " Laisser pendant 5min a température ambiante”.

v " Mesurer ’absorbance (A) a 412 nm."
111.2.4.2.3. Calcul de la concentration de GSH

Il est possible de calculer la concentration de GSH en nanomol par milligramme de

protéine (nmol/mg prot) en utilisant la formule ci-dessous :

GSH — DO x 1 x 1.525 d i
= 13100 x 0.8 x 0.5 /M8 de protéines

'
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Significations des acronymes et coefficients :

e " DO : densité optique".

e " 1:volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation. (0.8 ml
homogénat +0.2ml SSA)."

e " 1.525: volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au
niveau du surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris-EDTA+0.025 ml
DTNB)."

e " 13100 : coefficient d’absorbance (contenant le groupement-SH 8412 nm)".

e " 0,8: volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouvé dans 1 ml".

e " 0,5: volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml".
111.2.4.3. Dosage du Glutathion peroxydase (GPx)
111.2.4.3.1. Principe

L’activit¢ de GSH-Px a été mesurée en suivant la technique de Flock et Gunzler
(1984). La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace a 1’ajout de ’acide 5,5-
dithio-bis-2-dinitrobenzoique (DTNB), le groupe sulfhydryl (-SH) du glutathion réagit
spontanément avec le DTNB et forme un composé jaune, 1’acide 5-thio-2- nitrobenzoique
(TNB)

La glutathion réductase catalyse la réaction suivante :
GSSG+ NADPH+ H'_—__> 2 GSH + NADP

L'ajout de 5,5-dithio-bis-2-dinitrobenzoique (DTNB) permet une détection indirecte de
la formation de GSH :

GSH+ DTNB > GSTNB + TNB

L'activité de la glutathion-réductase peut étre mesurée en lisant I'absorbance a 412 nm
du TNB. Cela se traduit par la création d'une molécule de TNB pour chaque molécule de GSH

produite.
111.2.4.3.2. Mode opératoire
v/ " L’extraction de I’enzyme : 1’homogénéisation par le tampon phosphate (pH
=7,8)."
v " Centrifugation 10 min a 3000t/min.

v " Récupération de surnageant (extrait enzymatique).

'
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v' 0,2 ml de surnageant +0.4 ml de GSH (glutathion forme réduite) a 0,1 mM

(réaction enzymatique) + 0.2 ml TP (tampon d’extraction
" Incubation au bain-marie a 25°C pendant 05 min™.
" 0,2 ml d’H202 (1.3mM) pour initier la réaction."

" Laisser agir 10 min."

" Mettre le mélange dans la glace pendant 30 min."

" Centrifuger durant 10 min a 3000t/min."

NN N N N N R

DNTB (ImM)."

v Mesurer la densité optique a 412 nm pendant 05 min."

111.2.4.3.3. Calcule de P’activité de GPx

pH=7,8).

" Arréter la réaction par addition de 1 ml de TCA 1%(acide tri chloro-acétique)."

" 0,48 ml de surnageant et place dans une cuve+2,2 ml de TBS + 0,32 ml de

La détermination de ’activité enzymatique de la GPx se réalise par la formule suivante :

L’activite de la GPx = La quantité de GSH réduit disparue X

5

La concentration de protéine

La quantité GSH réduite qui sera oxydée (disparue) est déterminée comme sulit :

X — (DOe — DOb)x0. 04
B DOb

= quantitédeGSHréduitedisparue(oxydée) dans 0.2 extrait dans 1ml.

Significations des acronymes et coefficients :

e ' X =activité de GSH consommeée/min /mg de protéine”

e " DODb = densité optique de 1’échantillon™
e "' DOe = densité optique de I’étalon”
e "0.04 : concentration de substrat (GSH)"

111.2.4.4. Dosage de ’activité de le glutathion S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférases sont une famille d'enzymes multifonctionnelles

essentiellement cytosoliques qui participent au transport et a la biosynthése intracellulaire. En

présence du glutathion, un cofacteur, et des molécules réactives comportant des sites

électrophiles, elles catalysent des réactions de conjugaison (Chenikhar, 2019).

(
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111.2.4.4.1. Principe :

La technique de Habig et al. (1974) est utilisée pour quantifier I'activité de la glutathion
S-transférase (GST). Il est basé sur le processus de conjugaison entre le GST et un substrat, le
CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzéne), dans un cofacteur le Glutathion (GST). Le conjugateur
conduit a la synthese d'une nouvelle molécule; 1-S-Glutathionyl 2-4Di nitrobanzene,

permettant d'evaluer l'activité GST.
111.2.4.4.2. Mode opératoire

L'intensité de l'activité GST est directement proportionnelle a la valeur de la densité
optique mesurée. Dans 1 ml de tampon phosphate pH6, les échantillons sont homogénéisés.
L'homogénat est centrifugé pendant 30 minutes a 14000 t/min, et le surnageant récupére sera
utilise comme source d'enzymes. Le dosage consiste a mélanger 1.2 ml du mélange CDNB
(ImM) avec 200 ul du surnageant. A une longueur d'onde de 340 nm, la lecture des
absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes contre un blanc

contenant 200 | d'eau distillée, remplacant la quantité de surnage.
111.2.4.4.3. Calcule de P’activité de GST

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DOéchant/min — DOblanc/min)
9,6 X mg de protéine

GST (umol GST /min/mg de protéine) =

e " Do : densité optique de 1I’échantillon /min."
e " Do/min blanc : densité optique du blanc /min"

e " 9.6 coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM.Cm"
111.2.4.5. Dosage de ’activité de la catalase (CAT)
111.2.4.5.1. Principe

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’heme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de 1’hydrolyse du peroxyde

d’hydrogéne (H202) toxique pour la cellule en eau et en oxygéne (Aebi, 1984).
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L’activité de la CAT est mesurée a 240 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV/visible
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne

(H202).
111.2.4.5.2. Mode opératoire

En faisant réagir 200 pl d'H202 (500mM) sur 20 ul de I'nhomogénat dans un tampon
phosphate de 780 ul (100 mM) au pH 7,4. Les résultats ont été exprimés en umoles de H20>
par minute et par mg de protéines. Apres 15 s de délai, la lecture de I'absorbance se fait a 240

nm et la mesure dure 60 s.
111.2.4.5.3. Calcul de Pactivité de la CAT

L’activité de la CAT exprimée en micromoles de H2O; par minute par milligramme de

protéines (umol de H2O2/min/mg prot) selon la formule suivante :

ADO xd

Activits CAT —
ctivite C ex X X L x 0.02

e " A DO : variation de la densité optique par minutes, c’est-a-dire pour" :
v' " Al (Absorbance initiale) : 15s."
v' " AF (Absorbance finale) : 1min ; On fait : (Al - AF) x 4/3 par min."
e " d: dilution de I’échantillon au début"
e " g:coefficient d’extinction 0.043 mM* cm™",
e "L :largeur de la cuve (longueur du Trajet optique) en cm™

e ' X quantité des protéines en mg/ml."
111.2.4.6. Dosage de ’activité acétylcholinestérase (AChE)
111.2.4.6.1. Principe

La méthode d’Ellman et al. (1961), qui utilise l'acétylthiocholine comme substrat
artificiel et I'nydrolyse en acide acétique et en thiocholine pour produire le TNB, a été utilisée

pour tester l'activité de I'AChE.
111.2.4.6.2. Mode opératoire

Gréce a l'utilisation d'un broyeur ultra-turraxe, pour homogénéiser les tétes des escargots
témoins et traités dans 1 millilitre de solution détergente pendant une a deux minutes et cing
répétitions sont effectuées. L'homogénat est centrifugé pendant 5 minutes a 5 000 g. Le

surnageant est récupéré pour servir de source d'enzymes. Une fraction aliquote de 100 pl est
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utilisée pour mesurer l'activité AChE. 100 pul de DTNB et 1 ml de tampon Tris (0.1 M, pH 7)
sont ajoutés. Apres 3 a 5 minutes, 100 ul de substrat acétylthiocholine sont ajoutés pour
épuiser la réaction spontanée. Les absorbances sont mesurées a une longueur d'onde de 412

nm contre un blanc toutes les 4 mn pendant 20 mn.
111.2.4.6.3. Calcule de ’activité de I’AchE

L’activité AChE est calculée selon la formule suivante:

_ ADO /min y Vt d L6
=136 x 10% Vh/mg e protéines

" X : micromoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines "

e " A DO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat"
e " 1.36 x 10*: coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1)"

e " Vh: volume de ’homogénat (100 pL)"

e "Vt :volume total de la cuve (1 300 puL)"

e ''mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg."

111.3. Présentation des résultats et analyses statistiques
Les résultats ont été indiqués comme la moyenne de dix répétitions (déviation standard
moyenne), et pour une visualisation plus facile, ces données ont été représentées sous forme
de graphiques et d'histogrammes dans Office Excel 2010. En évaluant la variance a un facteur
(ANOVA), les moyennes et la déviation standard sont déterminées pour chaque groupe
expérimental a un seuil significatif de p 0.05. Les résultats des tests sur les doses
biochimiques et les activités enzymatiques et non-enzymatiques ont été comparés entre les
groupes étudiés en utilisant le test ‘t” de Student, ce qui a révélé les différences entre les deux
groupes. Le programme de traitement et d'analyse des données MINITAB version 18 a été
utilisé pour tous les calculs.
Nous avons fait deux comparaisons :
Les groupes traités (BF, BF+HEO, HY, HY+HEO, BF+HY et BF+HY+HEO) contre le
groupe témoins :
v' " * . différence significative (p < 0,05)".
v' " différence hautement significative (p < 0,01)".

v xRk différence tres hautement significative (p <0,001)".
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Les groupes traités (BF+HEO, HY+HEO, BF+HY+HEOQO) par rapport au groupe traité
(BF, HY, BF+HY) :
v' " A différence significative (p < 0,05)".
v/ " B: différence hautement significative (p < 0,01)".
v' " C: différence trés hautement significative (p < 0,001)".

- Avec p > 0,05 = la différence n’est pas significative.

'
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111.4. Résultats

Les effets des deux pesticides commerciaux Bifenthrine et Hymexazole et leurs
mixtures, ainsi I’évaluation des effets protecteurs d’huile essentielle d’orange sur les
indicateurs biochimiques du stress oxydant d’Hélix aspersa ont été estimes apres 12 semaines

de traitement.

111.4.1. Effet du traitement par la Bifenthrine, I’lhymexazole et huile essentielle d’orange

et leur mixture sur la composition biochimique de I’hépatopancréas.
111.4.1.1. Effet sur le taux des Protéines

La figure 44 représente les variations du taux des protéines totales au niveau de

I’hépatopancréas chez les escargots témoins et traités.
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Figure 44 : Taux des protéines totales au niveau hépatopancreatique des différents lots

d’escargots.

" #k% - différence trés hautement significative (p < 0,001) ; ** : différence hautement

significative (p < 0,01) ; A : différence significative (p <0,05)".

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (p <0,001) du taux

des protéines de 1’hépatopancréas chez les escargots traités par la BF, BF+HY et hautement
significative (p<0,01) chez les escargots traités par HY par rapport au témoin. On constate
que la co-exposition des pesticides et d’HEO diminue le taux de protéine d’une fagon non

significative chez les groupes BF, HY, et trés hautement significative (p<0,001) chez le
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groupe BF+HY comparant aux lots traités uniquement par le pesticide, alors qu’aucune

différence n’a été observée quand on les compare avec le groupe témoin.
111.4.1.2. Effet sur le taux des lipides d’hépatopancréas

La Figure 45 représente I’effet des deux pesticides commerciaux (BF), (HY) et I’effet
protecteur d’HEO sur les variations du taux de lipides au niveau de I’hépatopancréas d’Heélix

aspersa.
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Figure 45 : Taux des lipides totaux au niveau hépatopancreatique des différents lots

d’escargots.

" x*x - différence trés hautement significative (p < 0,001) ; * : différence significative (p <
0,05) ; A : différence significative (p < 0,05)".

Nos résultats mettent en évidence une augmentation trés hautement significative (p <
0,001) du taux de lipides chez les escargots traités par la BF, HY, BF+HY par rapport aux
témoins et au lots pesticides + HEO. Concernant 1’addition du ’HEO, on note une diminution
du taux du lipide par une variation significative (p<0,05) chez les lots traités par HY+HEO
par rapport au témoin. Les autres groupes n'ont présenté aucune différence significative du

taux des lipides, comparés au témoin.
111.4.1.3. Effet sur le taux des glucides d’hépatopancréas

Les variations du taux des glucides au niveau des hépatopancréas des escargots témoins
et traités sont représentées dans la Figure 46 qui montre que la teneur en glucides augmente
de facon trés hautement significative (p < 0,001) chez les lots de BF, HY, BF+HY dans

I’hépatopancréas des escargots traités par rapport aux témoins et au lot pesticides + HEO.

'

L 110



Par ailleurs, une réduction du taux de glucide est néanmoins observée en cas de co-
exposition au pesticide et I’HEO, significativement (p<0,05) chez le lot traité par HY par
rapport au groupe témoin. Aucun changement significatif sur le taux de glucide n’a été

constaté chez les autres groupes.
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Figure 46 : Taux des glucides totaux au niveau hépatopancreatique des différents lots

d’escargots.

"ok différence trés hautement significative (p < 0,001) ; *: différence significative (p <

0,05) ; A : différence significative (p < 0,05)".

111.4.2. Effet du traitement par la Bifenthrine, I’hymexazole et huile essentielle d’orange
et leur mixture sur les indicateurs du stress oxydant au niveau de

I’hépatopancréas chez Helix aspersa
111.4.2.1. Effet sur le taux de Malondialdehyde (MDA)

L’analyse statistique de 1’activité de Malondialdéhyde dans 1’hépatopancréas chez Helix
aspersa apres I’ingestion de BF, HY et leurs mixtures, extrait d’huile essentielle d’orange seul
et leur association (BF+HEO, HY+HEO, BF+HY+HEOQO) pendant 90 jours est représentée

dans la figure 47 ci-dessous.

On constate une augmentation significative du taux de malondialdéhyde (MDA) au
niveau hépatiqgue chez les escargots injectée par I’HY (p<0,05), BF+HY(p<0,01),
BF(p<0,001) par rapport aux rats témoins. On a trouvé une différence significative (p<0,05)
entre les lots traités par le pesticide HY et ceux traités par le pesticide + HEO, et trés
hautement significative (p<0,001) en comparant les escargots traités par BF+HY et le groupe

des escargots traités par BF+HY+HEQ. Par contre, I’administration du I’HEO a permis de
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réduire cette perturbation chez les escargots intoxiqués, ceci est illustré par une diminution
significative du taux du MDA chez les lots traités par la combinaison du BF, HY, BF+HY
plus HEO par rapport au lot traité par le pesticide seul ou bien en mixture, et on enregistre

aucune variation significative par rapport au témoin.
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Figure 47 : Variation de taux de MDA au niveau hépatopancreatique des différents lots

d’escargots.

" *E* - différence trés hautement significative (p < 0,001) ; ** : différence hautement
significative (p <0,01) ; *: différence significative (p < 0,05) ; A : différence significative (p
<0,05) ; C: différence tres hautement significative (p < 0,001)".

111.4.2.2. Effet sur le taux du glutathion réduit (GSH)
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Figure 48 : Taux des GSH au niveau hépatopancreatique des différents lots d’escargots.
"k différence trés hautement significative (p < 0,001) ; ** : différence hautement
significative (p < 0,01) ; A : différence significative (p <0,05) ; C : différence trés hautement
significative (p < 0,001)".
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Le taux du glutathion réduit (GSH) hépatique est diminué chez les lots traités par les
pesticides, avec une différence hautement significative (p<0,01) chez les escargots recevant la
BF et trés hautement significative (p < 0,001) chez les escargots recevant I’HY, et les
escargots recevant la mixture BF+HY par rapport au témoin. Ainsi nous constatons une
différence significative (p<0,05) entre les lots traités uniquement par le pesticide et ceux
traités par le pesticide + HEO, et trés hautement significative (p<0,001) en comparant les
escargots traités par BF+HY et le groupe des escargots traités par BF+HY+HEO.
Aucune variation significative chez les lots traitée par I’THEO par rapport au témoin (Figure
48).

111.4.2.3. Effet sur I’activité de GPx

L’activité de GPx au niveau de I’hépatopancréas chez les escargots témoins et traités
par BF, HY, HEO et les mixtures (BF+HEO, HY+HEO et BF+HY, BF+HY+HEO) est

illustrée dans la figure (49).
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Figure 49 : Variation de I’activité enzymatique hépatique de la glutathion peroxydase

(umol/min/mg protéine) au niveau hépatopancreatique des différents lots d’escargots.

" #* . différence hautement significative (p < 0,01) ; * : différence significative (p <0,05) ; B
: différence hautement significative (p <0,01) ; C : différence trés hautement significative (p
<0,001)".

Sur une durée de 90 jours de traitement, on constate une augmentation significative

(P <0,05) de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) au niveau hépatique
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entre les escargots des lots témoin et ceux des lots traités par BF, HY, hautement significative
(p < 0,01) chez les lot traité par la mixture des deux pesticide (BF+HY) et on enregistre
variation significative par rapport au HY+HEO hautement significative chez les lots injectée
par la BF+HY par rapport au témoin et la mixture BF+HY+HEO, et on enregistre aucune

variation significative par rapport au témoin.
111.4.2.4. Effets sur P’activité de la glutathion S-transférase (GST)

Les variations de I’activité de GST au niveau hépatopancréas chez les escargots témoins

et traités sont représentées dans la Figure 50.
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Figure 50 : L’activité de GST au niveau hépatopancreatique des différents lots d’escargots.

" #% - différence hautement significative (p <0,01) ; * : différence significative (p < 0,05) ;
B : différence hautement significative (p <0,01) ; C : différence trés hautement significative
(p <0,001)".

L’administration des pesticides étudiés pendant 90 jours chez les escargots, induit une
diminution de [D’activité enzymatique de le glutathion S-transférase (GST) au niveau
d’hépatopancréas par rapport aux escargots témoins. On note une différence hautement
significative (P <0,01) de I’activité de la GST chez le lot traité par HY, et chez les escargots
administres BF+HY comparant au lot témoin. Ainsi, on observe une différence significative
(p< 0,05) chez le lot traité par BF, et hautement significative (p< 0,01) chez les lots traités par
HY, BF+HY comparant aux lots traités par les pesticides associés au I’huile essentielle

d’orange.
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Ainsi, on observe une difféerence hautement significative (P < 0,001) chez le lot traité
par HEO, et chez les lots traités par BF+HEO, HY+HEQ par rapport a celle des escargots
témoins. Par ailleurs, nous avons enregistré aucune variation significative (p > 0.05) chez les

escargots recevant les combinaisons pesticides plus HEO par rapport au témoin.
111.4.2.5. Effets sur I’activité catalase (CAT)

L’évolution des taux moyen de la CAT hépatique chez les escargots traités et ceux des

témoins sont exposés dans la Figure 51.

Les activités de la catalase présentent une augmentation chez les lots traités par BF, HY,
BF+HY. L’analyse de la variance met en évidence une variation trés hautement significative
(P < 0,001) entre les escargots des lots témoin et ceux des lots traités par BF, HY, BF+HY
(p<0,001). En revanche, le traitement protecteur des escargots avec ’HEO augmenté d’une

maniere tres hautement significative (P < 0,001) par rapport au témoin.

La combinaison de ’'HEO avec les pesticides BF et HY, BF+HY provoque une
augmentation tres hautement significative (p<0,001) comparant par les groupes traités
uniquement par BF, HY, BF+HY. En revanche, le traitement protecteur des escargots avec
HEO normalise clairement 1’activité de cet enzyme, et on ne constate aucune variation

significative de leur activité par rapport au témoin.
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Figure 51: Variation de ’activité de la catalase (CAT) au niveau hépatopancreatique des
différents lots d’escargots.
" #k#E - différence trés hautement significative (p < 0,001) ; A : différence significative (p <

0,05) .
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111.4.2.6. Impact du BF, HY, HEO et leur mixture sur ’activité de ’acétylcholinestérase

L’activité spécifique de I’AChE (umol/min/mg de protéines) chez les témoins et traités

est représentée dans la figure 52.

L’exposition des escargots adultes Helix aspersa par injection aux pesticides (BF, HY,
BF+HY) a provoqué une diminution de I’activit¢ enzymatique de I’AChE comparant au
groupe témoin. Nos résultats révelent que I’administration du BF et leur combinaison par HY
provoque une variation trés hautement significative (p<0,001) par rapport aux non traités, et
hautement significative (p<0,01) comparant aux BF+HEO et BF+HY+HEO. Chez les lots
des escargots ayant recu I’HEO, on a observé une nette amélioration par 1’augmentation de
I’activité enzymatique de [’acétylcholinestérase (AChE), et n’est pas significativement

différente de ceux du lot témoin.
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Figure 52: Variation de I’activité de 1’acétylcholinestérase (uUM/min/mg protéine) au niveau
hépatopancreatique des différents lots d’escargots.

"oxEk . différence trés hautement significative (p <0,001) ; * : différence significative
(p £0,05) ; B : différence hautement significative (p < 0,01)".
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I11.5. Discussion

Avant datteindre I'hépatopancréas, l'organe qui détoxifie les xénobiotiques, les
pesticides pénetrent dans le corps de I'escargot de diverses maniéres (par la bouche ou par
injection) et passent par un certain nombre d'obstacles. L'un des organes les plus étudiés est
I'népatopancréas, qui joue un r6le crucial dans le métabolisme, I'accumulation, la

biotransformation et I'excrétion de plusieurs xénobiotiques (Odendaal et al., 2003).

Cette recherche, c’est appuyé en partie sur I'hépatotoxicité de la BF, HY et la mixture
BF + HY et d'autre part sur les propriétés hépatoprotectrices des huiles essentielles d'orange
(HEO) apres une exposition chronique par rapport a la recherche de (Zouaghi et al., 2020 ;
Bourbia et al., 2012). Ou ils ont étudié la toxicité de mixtures de pesticides sur un

bioindicateur de la pollution des sols Helix aspersa.

Il manque dans la littérature d'études toxicologiques sur la bifenthrine, I'nymexazole et
la combinaison (BF + HY), et certaines études ont montré que les effets d'un mélange ne
refletent pas toujours les résultats des substances prises individuellement, de sorte que les
données actuellement disponibles sont insuffisantes pour tirer des conclusions sur les résultats
de I'exposition des gastropodes aux pesticides (Padhi et al., 2008). En raison de la complexité
des interactions potentielles entre les composants du mélange, il est particulierement difficile
d'anticiper comment le mélange se comporterait globalement (Lodovici et al., 1994). Si
possible, des recherches sur les pesticides de la méme famille et sur d'autres modeles
biologiques liés aux escargots seront utilisées pour comparer nos résultats a ceux rapportés

dans la littérature.

Les organismes vivants tels que les escargots peuvent mettre en place des systémes de
défense qui leur permettent de tolérer le stress chimique engendré par les polluants
bioaccumulés (Amiard-Triquet et al., 2008). La réponse de ces organismes a la pollution des
sols peut étre mesurée a 1’aide de biomarqueurs tels que I’inhibition, 1’induction d’enzymes
comme par exemple : I’induction de dommages moléculaires, cellulaires (Coeurdassier et al.,
2001 ; Ismert et al., 2002 ; Regoli et al., 2006).

Les paramétres biochimiques et enzymatiques des organismes exposes a des
contaminants toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs, et ils peuvent étre un outil de
diagnostic important pour évaluer I'exposition et les effets des xénobiotiques (Forbes et al.,
1997 ; McLoughlin et al., 2000).

'

| 117



111.5.1. Effets des pesticides, 1'huile essentielle d’orange et de la mixture sur les

métabolites tissulaires

Les protéines sont des constituants organiques importants des cellules animales. lls
jouent un roéle essentiel dans le processus d'interactions entre les milieux intra et extra-
cellulaires faisant partie de la membrane cellulaire (Amutha et al., 2002), et ils sont requis
par un organisme dans la construction de tissus, la réparation des organites cellulaires et aussi
le métabolisme cellulaire (Yeragi et al., 2000). Sa synthése est considérée comme un
parametre biochimique de premier ordre puisqu'il est l'indicateur de stress le plus sensible et
le plus précoce. lls peuvent étre reflétés par un grand nombre de substances exogeénes,
principalement par la réduction du réticulum endoplasmique dans les cellules

(Deivanayagam et al., 2014).

Nos résultats montrent que 1’exposition aux deux pesticides, seuls ou en mixture, a
provoqué une diminution de la teneur en protéines totales chez les escargots traités comparés
aux escargots témoins. En réalite, les protéines jouent un réle clé dans la détermination de la
facon dont les cellules sont organisées. Ils fournissent comme une source supplémentaire
d'énergie pendant les moments de stress en cours (Padmaja et al., 1994). Les escargots ont
besoin de plus d'énergie pendant les situations stressantes pour se débarrasser de leur corps du
poison. Les protéines sont la source alternative d'énergie pour les escargots pour répondre a
une demande énergétique accrue lorsqu'elles ont un apport limité de lipides et de glucides
(Moussard, 1999). Etant donné que les pesticides (Bifenthrine et Hymexazole) et le mélange
testé ont eu un impact trés significatif sur la baisse des niveaux de protéines apres 90 jours, il
est possible que ces molécules aient des effets cytotoxiques, qui dépendent en grande partie de
I'interférence avec les taux de lipoprotéines et du taux de biosynthese. Plusieurs processus,
dont l'utilisation directe de protéines par les cellules pour satisfaire les besoins énergétiques,
ont été proposés par Padmaja et Rao (1994) comme des explications potentielles de la
diminution des prothéses tissulaires chez 1’escargot B. dissimilis (Muller, 1991) suite a
I'exposition aux pesticides. En outre, EI-Wakil et Radwan ont déja proposé que le stress
causeé par le pesticide testé pourrait étre un facteur dans la reduction des réserves de protéines

solubles dans I'népatopancréas des escargots.

Au contraire, certaines autres études ont montré une augmentation du taux de protéines
au niveau hépatique. Cette augmentation est obtenue par Bouaricha (2013), suite a
l'exposition d’escargot Helix aspersa et les paramécies, aux Emamectine Benzoate

(biopesticide). Ainsi Radwan et al. (2010) ont trouvées une forte augmentation de teneur en
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protéines totales au niveau de I’hépatopancréas a la suite du traitement de 1’escargot

Vermicula taeobania par un carbamate.

Dans la présente étude, I’utilisation des HEO a été associée a une diminution trés
hautement significative du taux des protéines comparé aux témoins. Ce résultat peut étre
expliqué par une sensibilité particuliére d’Helix aspera contre les HEO. En effet, certains
travaux présentés dans la littérature ont rapporté que cette espece parait sensible aux HEO
(Hamzi et Hamla, 2017).

Les résultats concernant 1’évolution du taux de lipides dans I’hépatopancréas mettent en
évidence une diminution du taux des lipides chez les escargots traités par HEO et la mixture
(BF + HEO, HY+HEO, BF+HY+HEO) comparativement aux témoins. Le méme effet a éeté
montré par les travaux de (Bourbia, 2013) aprés 1’application d’insecticides commerciaux a
base de thiaméthoxam (0-25 50-100 et 200 mg/L) sur Helix aspersa aprés six semaines de
traitement. Cette diminution est en concorde avec les résultats de (Padmaja et Rao, 1994). La
diminution dose-dépendante du taux des lipides aprés exposition de Helix aspersa peut étre
due au stress chimique causé par les composés testés. Selon (Aurousseau, 2002) les radicaux
oxygénés libres sont toxique via la dégradation des lipides. Ces résultats vont dans le méme
sens que ceux rapporté dans (Hélene, 2007) qui ont montré une diminution du taux des

lipides chez les ravageurs traités par les HEs de thym de sauge.

Nos résultats aussi montrent que le taux du lipide dans I’hepatopancréas chez les
escargots traités par BF, HY est plus élevé que celui des escargots témoins. Certains
pesticides causent des changements dans le métabolisme des lipides par I’inhibition des
serines hydrolases y compris les lipases. Ces lipases sensibles aux pesticides OPs, jouent un
role essentiel dans la régulation cellulaire, la nutrition et les maladies. Leur inhibition pourrait

perturber I’homéostasie lipidique (Quistad et al., 2006).

Parallelement nous avons mis en évidence une diminution du taux des glucides, chez les
escargots traités par la BF, HEO et leur mixture (BF+HEO) au niveau hépatique
comparativement aux témoins. Ce résultat est en accord avec ceux de Boucenna, (2015) et
Nzengue, (2008) également sur des Gastéropodes. Selon Padmaja et Rao (1994), la
diminution des niveaux de glycogene dans les tissus des escargots d'eau douce Bellamya
dissimilis (Mller) exposées a Endosulfan, Methyl parathion, Quinalphos et Nuvan peut étre
due a la nécessité d'utiliser du glycogen pour produire I'énergie nécessaire pour faire face a

I'nypoxie causée par ces pesticides.
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En raison de I'exposition aux insecticides OP et carbamate, de nombreux gastropodes
pulmonaires, y compris Biomphalaria alexandrina, Bulinus trincatus (Sharaf et al., 1975), et
L. acuminata (Mahendru et Agarwal, 1981; Singh et agarwal, 1989), ont montré une
diminution des stocks de glycogene. Baturo et al, (1995) ont noté une augmentation de
l'activité enzymatique d'hydrolyse des polysaccharides de L. palustris exposés a
I'nexachlorobenzene dans le mécosme et une diminution de la teneur en glycogéne dans la

masse viscérale et du manteau.

Par ailleurs, les résultats obtenus montrent une augmentation du taux des glucides chez
les escargots traités par I’hymexazole et les mixtures (HY+HEO, BF+HY, BF+HY+HEO) en
comparaison avec les témoins. Ceci peut étre expliquée par plusieurs hypotheses notamment
I’augmentation des réserves énergétiques, ou par des changements structuraux ou de
perméabilités des membranes cellulaires (Carpy et al.,2000). Cette augmentation s’accorde
avec les travaux de (Jumel et Lagadic, 2000) qui enregistrent une augmentation du glucose
d’une maniére significative pendant la période expérimentale chez les escargots traités avec le

pesticide Fluazifop-p-butyl.

Nos résultats montrent que 1’utilisation des huiles essentielles de 1’écorce d’orange
Thomson naval avec le pesticide HY n’a pas corrigé cette perturbation du taux des glucides.
Comme étant molécule antioxydante, il s’avére que ces composés chimiques augmenter d’une

maniere trés hautement significative le taux du glucide.

La perturbation des taux de protéines, lipides, et glucides peut étre expliquée par d’une part
I’induction de la synthése des protéines en rapport avec le phénomene de bioactivation /
biotransformation et d’autre part par la peroxydation lipidique générée par les ROS (Benbouzid,
2012) qui peuvent entrainer les dommages des macromolécules tels que les acides nucléiques,
lipides et protéines (Agrawal et Sharma, 2010). Nos résultats sont en parfait accord avec cités ci-
dessus puisque nous avons mis en évidence une perturbation du taux de tous les métabolites

confirmant ainsi la toxicité des deux pesticides testeés et leur mixture.

Ce phénomeéne pourrait étre considéré comme un biomarqueur précoce de I’exposition
aux polluants chimiques. Partant du principe que tout type de stress chimique peut provoguer
une libération de radicaux libres dans 1’organisme (Aurousseau, 2002), une altération des
composants cellulaires intervient lorsque [D’intensit¢é de ces phénomeénes augmente
anormalement. Tous les composants cellulaires peuvent étre touchés : lipides, proteines, et
donc les membranes dans leur ensemble (Haliwell et Chirico,1993), glucides et ADN
(Jaeschke, 1995 ;Meneghini, 1997).
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D'autre part, la co-exposition des pesticides et I'huile essentielle d’orange Thomson
naval a tendance de diminuer les taux des proteines, lipides, et glucides dans les groupes
préventifs, car cette plante possede une activité antioxydante basée sur le piégeage des
radicaux libres, ou la modulation du statut antioxydant, la régénération tissulaire ou le

maintien du métabolisme.
111.5.2. Effets des pesticides seuls et mixtes sur le statut redox

L’exposition aux pesticides peut induire un état de stress oxydant (SO) par : (1)
production accrue des radicaux libres qui s’accumulent dans la cellule, (2) altération des
mécanismes de défense antioxydante ; y compris la détoxication et les enzymes de balayage,
ou (3) augmentation de la peroxydation lipidique suite a I’interaction entre les ERO et les

membranes cellulaires ou sous-cellulaires (Abdollahi et al., 2004).

Les biomarqueurs constituent des indicateurs qui répondent de fagon précoce et sensible
a un dysfonctionnement et leur utilisation rend compte de la biodisponibilité des polluants et
des effets qu’ils engendrent sur les organismes et les populations (McCarthy et Shugart,
1990). Les biomarqueurs du stress environnemental mesurés dans cette étude sont Le taux de
malondialdéhyde (MDA), le taux de glutathion (GSH) et catalase (CAT) et la glutathion S-
transférase (GST), la glutathion peroxydase (GPx).

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
l'attaque des lipides polyinsaturés par des espéces réactives de I'oxygene générées dans
certaines conditions de stress, en particulier avec des contaminants organiques (HAP, PCB,
pesticides) et inorganiques (métaux de transition). Le taux de malondialdéhyde (MDA) est
souvent utilisé comme un indicateur de la peroxydation lipidique des membranes. En effet,
selon Bebianno et al. (2005) et Al-Mutairi et al. (2007) I’augmentation du taux de
Malondialdéhyde indique une peroxydation lipidique, cette derniere est suivie de
changements et d’une dégradation des structures membranaires, Il s’ensuit une perte des

récepteurs et des enzymes de la membrane (Pampanin et al., 2005).

Nos résultats ont mis en évidence, des teneurs tres hautement significatives de MDA au
niveau d’hépatopancreas chez Hélix aspersa traités par la BF, BF+HY. Ces résultats sont en
accord avec Dar et al. (2013) ; qui ont remarqué une augmentation de MDA apres la toxicité
au BF chez les rats, aussi Khan et al. (2013) a rapporté une augmentation significative du
niveau de MDA due a une lipo-oxydation lors d’un traitement par la BIF chez les rats. Au

contraire le taux de MDA était élevé d’une fagon non significative dans 1’hépatopancréas des
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escargots traités en comparaison avec les témoins (Geyu et al., 2014). Dans notre travail aussi
nous avons confirmé (chez les escargots traités par HY, HY+HEO, BF+HEO) ce phénomeéne
a travers la mise en évidence d’une augmentation significative du taux de Malondialdéhyde
(MDA). Ces résultats sont en accord avec ceux de Siwela et al. (2010) ont mis en évidence
une augmentation significative du taux du MDA chez I’escargot marin Lymnaea natalensis
exposé a des polluants environnementaux il en est de méme pour les travaux de Dutta et al.
(2012) ont montré une eélévation des niveaux de malondialdehyde, sous-produit de la
peroxydation des lipides, corrélée a une production d’EROs par les nanoparticules d’oxyde de
zinc placées sous illumination. Récemment, Zeriri et al. (2012) ont mis en évidence une
induction du taux de MDA chez les verres de terre exposés a un pesticide (le Métomyl).
Ainsi et au vu des resultats obtenus, les deux pesticides que nous avons testés est toxique et
cette toxicité a été mise en évidence a travers 1’induction de certains biomarqueurs de stress

que nous avons pu quantifier.

Dans la présente étude, le taux de MDA a été augmenté, tandis que I’activité de GSH a
été réduite dans le groupe traité par BF, HY et la mixture de ces derniers. La concentration
accrue de MDA dans les groupes traités peut étre attribuée a une production excessive de
ROS par les deux pesticides, ce qui peut avoir provoqué la diminution des activités des
enzymes antioxydantes (Akande et al., 2014). Les travaux menés par Banerjee (1999) ont

clairement démontré que les pesticides avaient une influence sur les enzymes antioxydants.

Le GSH joue un rdle central dans le processus de défense intracellulaire (Arrigo, 1999),
il neutralise le peroxyde organique, élimine les hydrocarbures par conjugaison au groupement
thiol (Adam et al., 2005). Le glutathion existe sous deux formes, oxydée GSSG et réduite
GSH (Kizek et al., 2004). Le rapport (GSH/GSSG) est un excellent indicateur dynamique du
stress oxydant. Dans les cellules non stressées, 99% du glutathion est présent sous sa forme
réduite GSH (Griffith et Mulcahy, 1999). Le glutathion réduit (GSH) c'est un piégeur direct
des radicaux libres, un cosubstrat nécessaire pour I’activité GPx et la GST. Une déficience en

GSH expose les cellules a un risque de dommage oxydatif (Droge, 2002).

Une réduction trés hautement significative des teneurs en GSH est enregistrée dans notre
étude chez les individus de Helix aspersa aprées exposition au bifenthrine, au hymexazole, a
I’huile essentielle d’orange et a leurs mixtures. La diminution du taux de GSH enregistrée
dans notre étude peut refléter le stress oxydatif causes par les deux pesticides testés et leurs
mixtures. En effet, le GSH est un antioxydant dont la diminution devrait contribuer a la

protection de I’animal de I’effet de chacun des composés testés. La forte diminution du taux
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de la GSH pourrait s’expliquer par une réaction/liaison directe du pesticide avec le glutathion
(Galaris et al., 2002). Parmi les travaux confirment les résultats obtenus et aide a mieux
expliquer la relation entre la diminution du taux de GSH et le niveau de contamination. Selon
Dar et al. (2011) le taux de GSH dans le sang a diminué de maniere significative dans groupe
traité a la BIF. Une réduction significative et non significative observée chez les gastéropodes
Helix aspersa aprés exposition au carbofuran et au paraquat respectivement (Salama et al.,
2005). Une autre étude sur la réponse antioxydante a indiqué une diminution du taux de GSH
comme réponse générale des mollusques bivalves exposés aux contaminants (Regoli et
Principato, 1995; Suteau et al., 1988). D’un autre c6té la réduction du taux de GSH peut étre
expliquée également par I’augmentation de I’utilisation de ce dernier par la GST dans la
réaction de conjugaison, ceci est confirmé par nos resultats qui indiquent une induction de la
GST suite aux traitements testés. Ces résultats sont en accord avec le travail de (Radwan et
al., 1992), qui ont mis en évidence une induction de I’activité GST apres 1’exposition du
gastéropode terrestre (Theba pisana) aux carbamates, aussi remarquée une diminution du taux
de GSH dans I’hépatopancréas de la moule Mytilus galloprovincialis exposée aux
contaminants (Canesi et al., 1998). Au contraire, Grara, (2011) expliquée L’augmentation du
taux de GSH chez I’escargot Hélix aspersa par 1’enclenchement du processus de défense de

I’organisme.

La Catalase est un enzyme de la phase Il qui joue un r6le trés important dans les
mécanismes de détoxification. Elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et
en oxygene moléculaire. Dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation trés
hautement significative de I’activit¢ Catalase chez les lots traités par BF, BF+HY cette
augmentation serait due a l’intensification de I’activité antioxydante (Grara et al., 2009),
contrairement les lots traités par HY qui montre une diminution trés hautement significative.
En fait, il n’existe pas vraiment de régle générale qui permet d’expliquer ou de prédire la
toxicité associée a ce produit chimique. En effet, la Catalase est sensible a certains
contaminants inducteurs de stress oxydatif comme les HAP, les PCB, certains pesticides
(Livingston, 1991). Une des hypotheses retenues est que cette activité enzymatique semble
trés sensible aux facteurs environnementaux d’origine anthropique ou naturelle (Pellerin-
Massicotte, 1994), hypothese corroborée par les résultats obtenus par Pellerin-Massicotte et
al. (1997), observant une induction de I’activité catalase dans un endroit non pollué qui
pourrait étre due a un stress physiologique comme une répétition de la ponte. Selon ces

auteurs, la catalase pourrait étre sensible a des variations subtiles des conditions
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environnementales, 1’augmentation et le changement de ’activit¢é Catalase contribue a la
prévention contre I’accumulation des ROS résultant de la présence du biopesticide, et par des
Iésions cellulaires causées par I'exposition & des contaminants. (Shijin et al., 2011). Nos
résultats sont en parfait accord avec ceux de Bouaricha, (2013) qui a mis en évidence une
augmentation de ’activité CAT suite au traitement du gastéropode Helix aspersa par un
biopesticide, ou encore ceux d’El —Gendy et al. (2009) qui ont démontré qu’en présence d’un
pesticide & base de Cuivre, I’activité Catalase augmente chez 1’escargot Theba pisana. Des
résultats similaires ont été observés par Salama et al. (2005), chez la méme espéce de
gastéropode apres exposition au méthomyl et au chlorpyrifos. L’augmentation de 1’activité
CAT a été observée chez d’autres organismes comme les bivalves et les poissons traitée a des
polluants organiques (HAP, PCB, pesticides et engrais chimiques) (Rodriguez-Ariza et al.,
1993 ; Torreilles et al., 1996 ; Cossu et al., 1997).

Le glutathion réduit (GSH) joue un réle multifactoriel important dans le mécanisme
de défense antioxydante (Sathishsekar et Subramanian, 2005). En outre Le GSH est
susceptible d’étre impliqué dans les systemes de détoxification des pesticides administrés a
dose élevée et aussi jouer un role de scavanger anti ROS, ce qui cause sa réduction accrue
dans le cytosol, (Mani et al., 2014). C'est un piégeur direct des radicaux libres, un cosubstrat
nécessaire pour I’activité GPx et la GST (Ravi et al., 2004). Par conséquent, les changements
dans I'état redox du GSH peuvent étre considérés comme un indicateur particulierement tres
sensible du stress oxydant (Taleb-Senouci et al., 2009). Dans notre travail, nous avons mis en
¢vidence une implication de systéme de détoxification a travers une augmentation de 1’activité
GST et une diminution du taux de GSH chez les escargots traitées par le BF, ’HY et la
mixture. L’augmentation de ’activité GST et la diminution du taux de GSH sont dus au fait
que le glutathion est I’antioxydant non enzymatique majeur dans les cellules animales, Atailia
(2009) étudi¢e I’implication du systéeme GSH/GST chez les escargots Helix aspersa traités
avec des xenobiotiques terrestres (poussiére métallique). L’induction de I’activité de cette
enzyme est en accord avec les résultats signalés par Gagné et al. (2006) qui démontre que les
polluants augmentent 1’activit¢ GST de 1’hépatopancréas chez les bivalves Mya arenaria.
L’augmentation de P’activit¢ GST observée peut €tre due a I’activation du systeme naturel
antioxydant par les pesticides. Notons également que Torres et Mason (2002) ont observé
une inhibition de 1’activité GST (in vitro) chez des escargots Helix espersa exposés a 10 um

de TBT. Aussi remarquée dans I’étude de Radwan et Mohamed, (2013) une induction de
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I’activit¢ GST apres 1’exposition du gastéropode terrestre (Thebapisana) a un pesticide

(Carbamate) et chez I’espéce Helix aspersa exposé aux insecticides.

Le glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme tétramérique permettant également la
décomposition du H2O> produit de maniere continue et & des niveaux physiologiques dans la
cellule, elle agit plus lentement que la catalase, mais elle possede une meilleure affinité pour
le H202 que cette derniere (Zhao et al., 2006). Elle catalyse la réduction de peroxydes
organiques avec oxydation concomitante du glutathion réduit (GSH) (Paglia et Valentine,
1967). Une augmentation progressive dans le taux de GPx a été observée chez les escargots
traités en comparaison avec les témoins. Les résultats d’Attia et al. (2022) confermée ce
résultat et révélent une augmentation significative de 1’activité de la GPx chez E. vermiculata
exposé au Weatfert, au Decis et au Zoom. Cette augmentation peut étre attribuée a la
production de radicaux libres (Hermes et al., 2004) comme le montrent Orbea et al. (2000)
et Radwan et al. (2010) sur d’autres espéces d’escargots exposées a certains polluants. En
revanche, une légére inhibition de [I’activitét GPx a été observée chez Biomphalaria

alexandrina apres traitement avec un engrais a haute teneur en phosphore (El-Deeb, 2017).

A I’heure actuelle, Les connaissances sur I'effet toxique mixte des pesticides étudiés sur
ces escargots Helix asperca sont encore limitées en outre, les données disponibles sur la
toxicité de mixture BF+HY pour les invertébrés et ses effets potentiels sur les parametres de
stress oxydatif restent incomplétes. Aucun rapport sur les biomarqueurs écotoxicologiques de
BF+HY dans les mollusques terrestres n'a été trouvé dans la littérature. D’autre part, certaines
¢tudes ont montré que I’effet d’un mélange ne refléte pas nécessairement les effets des
substances prises individuellement (Padhi et al., 2008). Les interactions possibles entre les
composants d’un mélange sont donc assez complexes et rendent la prédiction de 1’effet global

trés difficile.
111.5.3. Effets préventifs des huiles essentielles d’orange sur le statut redox

L'huile essentielle de Citrus sinensis contient des mélanges de nombreux composés
riches en polyphénols, terpénes et hydrocarbures (Akah et al., 2007). Le principal constituant
de I'huile essentielle d'écorce d'orange naval est le limonéne et ses activités antioxydantes ont
été signalées (Roberto et al., 2009). Les écorces d'orange naval possédent des potentiels
antioxydants qui pourraient étre protecteurs contre le stress oxydatif, donc utiles dans son
traitement et sa gestion (Erukainure et al., 2012). Les résultats globaux révélent I'effet
d'amélioration prononcé de la peroxydation lipidique, aprés 1’addition de 1’huile essentielle

d’orange chez les escargots intoxiqués par BF, HY et leur mixture. Ces résultats concordent

(125 ]




avec de nombreux travaux réalisés avec la méme huile essentielle d’orange contre la toxicité
des autres pesticides et composants (Kosasih et al., 2019 ; Muhammad et al., 2013). Nous
avons aussi concordé ces resultats avec de nombreux travaux réalisés avec d'autres
antioxydants chez les rats (Al-Awthan et al., 2012 ; Ozkan et al., 2012). Cette amélioration
peut étre due a leur diffusion plus élevée dans les membranes, en permettant le piégeage des
radicaux libres (Uzun et Kalender, 2013). Nos résultats indiquent que I'administration de
I'huile essentielle d’écorce d’orange Thomson naval associée ou non aux pesticides étudiés et
leur mixture, a réduit les niveaux de MDA, GST, CAT et GSH et a augmenté les taux de GPx
apres 90 jours de traitements. Ces résultats sont en concurrence avec ceux obtenus chez les
rats par Mostafa et al. (2016). L écorce d'orange naval a induit des effets hépato-préventifs
potentiels qui ont été mis en évidence par une amélioration de la fonction hépatique et des
activités antioxydantes d’hepatopancréas en plus de l'atténuation des marqueurs apoptotiques
(Ahmed et al., 2019). Nos résultats sont en parfait accord avec cités ci-dessus prouvant l'effet

préventif de I'HEO contre la toxicité induite par les deux pesticides testés et leur mixture.

111.5.4. Effets des pesticides et 1'huile essentielle sur I’activité de I’acétylcholinestérase

(AChE)

L'AChE est une enzyme responsable de [inactivation du neurotransmetteur
acétylcholine. L'inactivation de I'AChE entraine l'accumulation du neurotransmetteur
acetylcholine dans I'espace des synapses cholinergiques, conduisant a un blocage synaptique
et a une perturbation de la transmission du signal. Ainsi, I’inhibition de I’AChE est considérée
comme un biomarqueur spécifique de 1’exposition aux pesticides (Banaee et al., 2011). Chez
les invertébrés, le réle important des cholinestérases est moins clairement défini, bien que
I’existence de motoneurones cholinergiques ainsi que celle de récepteurs spécifiques a
I’acétylcholine ait été mise en évidence chez les mollusques et les gastéropodes (Weiss et al.,
1993). L’activité AChE est utilisée comme marqueur d’exposition aux pesticides inhibiteurs
chez les mollusques. Néanmoins, dans une étude de surveillance biologique menée dans
I’estuaire de la Gironde, aucune pollution de ce type n’a été mise en évidence et une inhibition
significative de ’AChE a pourtant été remarquée chez Mytilus edulis et Crassostrea gigas
(Amiard-Triquet et al., 1998).

Nos résultats révéles que la bifenthrine, hymexazole et leurs mixtures utilisées aux doses
choisies, inhibent trés significativement 1’activité spécifique de I’AChE, il y a une diminution
de l'activité de I'AChE chez Helix aspersa. La bifenthrine semble avoir un effet plus marqué

sur cette inhibition que ’hymexazole. Cependant, les mixtures choisies semblent étre moins
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neurotoxiques a I’égard de ce gastéropode. Cette diminution peut étre expliquée par la
production et I'accumulation de ROS suite a l'administration de ces pesticides, ce qui entraine
des dommages a I'ADN et aux phospholipides membranaires ainsi qu'une inhibition de
I'AChE (Yu et al., 2008). Des travaux appuient nos résultats, notamment ceux de Ullah et al.
(2022), qui ont mis en évidence une inhibition de [’acétylcholine estérase chez
Ctenopharyngodon idella traités avec la bifenthrine, de Miao et al. (2016) et Farag et al.

(2021) qui ont observera le méme résultat, mais sur d’autre bioindicateurs.

Les molécules organiques extraites des végétaux apparaissent comme un outil alternatif
dans le domaine de la détoxification en raison de leur biodégradabilité, disponibilité et de leur
non-toxicité. Par conséquent, plusieurs chercheurs ont mis I'accent sur l'utilisation potentielle
de ces inhibiteurs verts depuis environ dix ans (M’hiri, 2015). Les HE sont potentiellement
utiles dans les mécanismes de détoxification en raison de leur capacité a neutraliser
différentes espéeces réactives de l'oxygéne (ROS) produites au début de maladies
neurodégénératives (Smeriglio et al., 2018). Nos résultats montrent que le traitement par les
huiles essentielles d’écorce d’orange naval corrige la diminution de 1’activité de I’AChE
engendrée par les pesticides. Ce resultat est ont d’accord avec Menichini et al. (2011) qui a
indiquée que Limonéne, o-terpinene, a-Pinéne, y-terpinene et terpinen-4-ol étaient les
principales composantes D’HE identifiées responsables des effets neuroprotecteurs. Ce
résultat peut démontrer que l'huile essentielle d’écorce d’orange Thomson naval peut
protéger les escargots contre la neurotoxicité induite par ces pesticides, et les effets
protecteurs peuvent étre régulés I'état oxydant et antioxydant des escargots.
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111.6. Conclusion

En conclusion, nous pouvons suggérer que les perturbations observées dans la
composition biochimique de I'hépatopancréas d'Helix aspersa (contenue dans les glucides
totaux, les lipides totaux et les protéines totaux) aprés traitement avec la bifenthrine,

I'nymexazole et leurs mélanges sont susceptibles d'étre liées soit :

v L'utilisation de I'énergie peut augmenter ou diminuer en raison des interactions entre
ces composes chimiques et des enzymes métaboliques importantes.

v' aux modifications de la perméabilité des membranes cellulaires causées par les
organites ou d'autres modifications.

v"interférence structurelle ou fonctionnelle avec la production de protéines.

La seule réaction des composants métaboliques est insuffisante pour évaluer les effets de
la bifenthrine, un fongicide, et de leurs mélanges sur le crane de I'Helix aspersa. Il est crucial
de rechercher d'autres biomarqueurs qui sont plus sensibles et ciblés sur les contaminants.
Helix aspersa, par exemple, est utilisé pour évaluer les études de réponse de quelques

indicateurs de stress environnemental.

Nos résultats montrent un lien entre la toxicité des produits chimiques examinés et la
stimulation du systeme de désintoxication. En effet, le BF et le HY augmentent
considérablement les niveaux de GST, de GPx et de CAT, réduisent sensiblement les taux de
GSH et semblent étre neurotoxiques (inhibition de I’AChE). En fait, les conséquences
négatives potentielles d'une combinaison de polluants peuvent étre le résultat d'interactions
complexes impliquant leur métabolisme, leurs divers mécanismes d'action, ou leurs diverses
cibles. Par conséquent, pour comprendre pleinement cette variation de toxicité, une étude du

métabolisme de ces composés et de leurs combinaisons est essentielle et gratuite.

Enfin, avec la présente étude confirmée que la composition chimique d’huile
essentiells d’écorce d’orange Thomson naval surtout « Limonene » le composant majoritaire,
qui joué un réle hépatoprotective et neuroprotecteurs trés importante contre les toxicités des

deux pesticides bifenthrine et hymexazole.

'
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IV. Etude subcellulaire
IV.1. Objectif du travail

Dans ce chapitre nous nous sommes intéressés particulierement a 1’effet de bifenthrine,
de hymexazole et de leur mixture sur les mitochondries isolées des hépatopancréas. Pour cela,
les effets des deux pesticides et la combinaison ont été évalués d’une part sur la vitesse
d’oxydation et le gonflement mitochondriale et d’autre part sur 1’activité enzymatique
mitochondriale. En plus, I’objectif était de chercher le role protecteur d'HEO contre les effets

sucellulaires comme étant avoir des propriétés antioxydantes.
IV.2. Isolement des mitochondries
IV.2. 1. Principe

La procédure d'isolement des mitochondries a €té effectuée selon la méthode de Kristal
et al. (1996). Cette méthode est basée sur préparation d’un homogénat suivie d’une

centrifugation différentielle.
IV.2. 2. Réactifs
Tampon d'isolement

v' 210 mM mannitol

v’ 70 mM sucrose

v’ 1 mM Tris-Hcl pH 7.5
v 1mMEDTApH75

1VV.2. 3. Protocole

v" Préparer I’homogénat a partir 500 mg de tissu dans 4 ml de tampon d’isolement.

v" Transférer I’homogénat dans un tube a centrifuger de plusieurs centrifugations
différentielles & 4°C.

v’ Jeter le surnageant et récupérer le culot qui contient essentiellement les
mitochondries pures.

v" Laver les mitochondries deux fois par le tampon de respiration.

v Remettre le culot dans 1 ml de tampon d’isolation.

v" Ensuite la lecture spectrophotomérique a la longueur d’onde 520 nm.
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IV.3. Mesure de la respiration mitochondriale

IVV.3.1. Principe

La respiration a été estimée en utilisant un Oxygraph (Hansatech) a 1’aide d’une

électrode a oxygéne selon la méthode décrite par Rouabhi et al. (2006 ; 2009).
1V.3.2. Réactifs
Tampon de respiration

v" 0,5M de mannitol

v" 0,05% d'albumine de sérum bovin
v 5mM MgC1,

v" 10 mM tampon phosphate a pH 7,3

1VV.3.3. Protocole

Les mesures de consommation d'oxygéne des mitochondries isolées ont été réalisées par

simple addition d'organelles (0,2 mg / ml mitochondries).
IV.4. Mesure du gonflement des mitochondries

Les mesures du gonflement des mitochondries sont effectuées a 25 ° C avec un
spectrophotométre (Jenway, modele UV6300) a la longueur d’ondes A = 520 nm. La réaction
est déclenchée par I'addition de mitochondries (0,2 a 0,5 mg de protéines pour un volume
final de 3 ml).

IV.5. Estimation de la perméabilité mitochondriale

Selon la méthode de Kristal et al. (1996), nous avons estimaté la perméabilité
mitochondriale en se basant sur la mesure du taux des ions de Ca** qui traverse leur
membrane. Cette perméabilité a été mesurée en évaluant 1’augmentation de la taille des
mitochondries et a été suivie pendant 2 minutes toutes les 15secondes. La lecture a été faite a
une longueur d'onde de 540 nm.

IV.6. Mesure des activités enzymatiques mitochondriales

Les échantillons sont broyés dans un tampon de broyage dans un Potter en verre a 4 ° C.
Aprés avoir été centrifugé a 3000 tours pendant cing minutes, le surnage obtenu a été récupéré
pour surveiller les diverses activités enzymatiques. L’activité de la catalase a été déterminée
dans I’hépatopancréas colorimétriquement selon Cakmak et Horst (1991). La vitesse de

disparition de H.O: est suivie en observant le taux de diminution de I'absorbance a 240 nm.
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La mesure de I’activité de glutathion S Transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al. (1974) suite a la formation de 1-glutathion-2,4-dinitrobenzene résultant de la
conjugaison entre le substrat (1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB) avec du glutathion réduit.
La réduction du glutathion a été déterminée par spectrophotométrie, selon la méthode de
Weckbecker et Cory (1988). Le MDA peut étre détectée par une réaction colorimétrique
avec l'acide thiobarbiturique (TBA). Le MDA est analysé selon la méthode_d'Esterbauer et
al. (1992). L'activité de la glutathion peroxydase a été eévaluée par la méthode de Flohe et
Gunzler (1984) en utilisant H.O, comme substrat.

IV.7. Analyse statistique

Pour analyser les résultats de ce chapitre, nous nous sommes appuyés sur la méme

méthode que celle que nous avons adoptée dans les chapitres précédents.
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1V.8. Résultats
1VV.8. 1. Effet des pesticides et I'huile essentielle sur la respiration mitochondriale

La figure 53 met en évidence 1’évolution de la consommation d’oxygeéne chez les

escargots Helix aspersa en présence de BF, de HY, HEO et de la mixture aprés 90 jours de

traitement.
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Figure 53 : Variation de la respiration mitochondriale au niveau hépatopancreatique chez les

escargots témoins et traités.

" F#E - différence trés hautement significative (p <0,001) ; A : différence significative (p <

0,05)".

La figure montre une diminution tres hautement significative (p<0,001) de la
concentration d'oxygene consommé dans 1’hépatopancréas chez le lot traité par BF, HY,
BF+HY comparés au témoin, et au lot traité par BF+HEO, HY+HEO, BF+HY+HEO.
L’analyse de la variance ne met en évidence aucune modification statistiquement significative
chez les escargots traités par I'huile essentielle d’écorce d’orange (HEO) seuls ou en

association avec le pesticide par rapport aux témoins.
1VV.8.2. Effet des pesticides et de I'huile essentielle sur le gonflement mitochondrial

Les résultats du l'effet du BF, HY, BF+HY et leur combinaison avec I'nuile essentielle

d’écorce d’orange sur le gonflement mitochondrial sont rapportés dans la figure 54.
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Figure 54 : Variation du gonflement mitochondrial des cellules hépatopancréatiques chez les
escargots témoins et traités.

" #% : différence hautement significative (p < 0,01) ; * : différence significative (p <0,05) ;
B: différence hautement significative (p <0,01)".

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative (p<0,05) chez le lot HY,
et hautement significative (p<0,01) chez les lots BF, BF+HY par rapport au témoin. En
revanche, cette augmentation est diminuée pour les lots traités par 1'addition d’HEO de fagon
hautement significative (p<0,01) comparé aux lots traités uniquement par les pesticides et la
mixture. Ainsi nous ne constatons aucune différence significative entre ces lots traités et le lot

témoin. Seulement pour le lot HY+HEO, une différence significative (p<0,05) a été constatée.

1V.8.3. Effet des pesticides et 1'huile essentielle d’écorce d’orange sur la perméabilité

mitochondriale

Les résultats concernant l'effet du BF, HY, BF+HY et leur combinaison avec I'huile
essentielle d’écorce d’orange sur la perméabilit¢é mitochondriale durant 90 jours sont

représentés dans les figures (55 et 56).

Les résultats montrent une augmentation tres hautement significative (p<0,001) de la
perméabilité mitochondriale dans 1’hépatopancréas chez les lots traités par le pesticide seul et
en mixture, et significative (p<0,05) chez les lots traités par pesticide + HEO comparés au
témoin. L’analyse de la variance met en évidence une variation trés hautement significative
(p<0,001) chez les escargots traités par ’HEO en association avec BF et HY ou en mélange,

par rapport aux escargots traités uniquement par le pesticide (Figure 55).
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Aprés 30 secondes, on note une stabilité du volume de mitochondries chez les escargots

témoins et traités uniquement par I’HEO ou en association avec BF, HY et en mélange.
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Figure 55 : Variation de la perméabilité mitochondriale au niveau hépatopancreatique chez
les escargots témoins et traités.

"Rk différence trés hautement significative (p < 0,001) ; * : différence significative
(p £0,05) ; A : différence significative (p < 0,05)".

La figure 56 illustre les résultats concernant l'effet de I'huile essentielle d’écorce
d’orange sur la perméabilité mitochondriale. L’analyse de la variance ne met en évidence
aucune modification statistiguement significative chez les escargots traités par L’HEO par

rapport aux témoins.
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Figure 56 : Variation de la perméabilité mitochondriale (DO 540nm) au niveau
hépatopancreatique chez les escargots témoins et traité par I’HEO.
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1VV.8.4. Suivi des activités enzymatiques et non enzymatiques mitochondriales

1V.8. 4.1. Effet sur les taux du malondialdéhyde mitochondrial

La figure 57 met en évidence I’évolution des taux du malondialdéhyde chez les

mitochondries témoins et traitées avec de BF, d’HY, d’HEO et leurs mixture.
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Figure 57 : Effets du BF, HY, HEO et de mixture sur le taux de MDA au niveau

mitochondrial chez les escargots témoins et traites.

" ** . différence hautement significative (p < 0,01) ; * : différence significative (p <0,05) ;
B : différence hautement significative (p <0,01) ; C : différence trés hautement significative
(p <0,001)".

Nous avons constaté une élévation du MDA significative (p<0,05) chez les escargots
injectée par I’HY, et hautement significative (p < 0,01) du MDA chez les escargots injectée
par la BF et la mixture par rapport au groupe témoin. Cependant, I'administration du I'HEO a
diminué le taux du MDA de fagon significative (p< 0,05) chez les lots traités par BF, HY, et
hautement significative chez les escargots ayant subi la mixture par rapport au groupe traité
par le pesticide seul. Par ailleurs, aucune variation significative du MDA n’est constatée chez

les escargots injectée par la BF, HY, BF+HY et prétraités par I'huile essentielle d’écorce

d’orange par rapport au groupe témoin.
1V.8.4.2. Taux du glutathion réduit (GSH)

Nos résultats indiquent une diminution hautement significative (p <0.01) du taux de

GSH chez les groupes traités par HY, HY+BF, et significative (p <0.05) chez le groupe traité

par BF comparé au groupe témoin (Figure 58).
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Figure 58 : Variation de la teneur de glutathion (umol/mg protéine) au niveau mitochondrial
chez les escargots témoins et traités.

" #% . différence hautement significative (p < 0,01) ; * : différence significative (p < 0,05) ;
B : différence hautement significative (p <0,01) ; C : différence trés hautement significative
(p <0,001)".

En revanche, on remarque une augmentation de la teneur en GSH chez les lots injectée
par la combinaison du pesticide et 'HEO de fagon hautement significative (p < 0,01), et
significative (p <0,05) chez le groupe traité par HY+HEO comparés aux groupes traités
uniquement par le pesticide. Ainsi aucune différence n’est constatée lorsqu'on les compare

avec le témoin, sauf pour le lot traité par 'HY+HEO (p <0.05).
1VV.8.4.3. Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

L'exposition sub-chronique au BF, HY, et leur combinaison a induit une augmentation
de I’activité enzymatique mitochondrial de la glutathion peroxydase, mais on ne constate
aucune différence significative de 1’activité de cette enzyme entre les escargots des lots

témoin et ceux des tous les lots traités (Figure 59).
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Figure 59 : Variation de ’activité enzymatique mitochondrial de la glutathion peroxydase

(umol/min/mg protéine) au niveau mitochondrial chez les escargots témoins et traités.
1\VV.8.4.4. Activité de la catalase (CAT)

Les activités de la catalase présentent une diminution chez les lots traités par BF, HY,
BF+HY (Figure 60).
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Figure 60 : Effets de BF, d’HY, HEO et leurs mixture sur 1’activité enzymatique Catalase au
niveau mitochondrial chez les escargots témoins et traités.
" #% . différence hautement significative (p < 0,01) ; * : différence significative (p < 0,05) ;
B : différence hautement significative (p <0,01) ; C : différence trés hautement significative
(p <0,001)".
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L’analyse de la variance met en évidence une variation significative entre les escargots
des lots témoin et ceux des lots traités par ’'HY (p<0,05), BF (p<0,01), BF+HY (p<0,01). La
combinaison des HEO avec les pesticides provoque une augmentation significative (p<0,05)
chez le groupe traité par I’HY, et une augmentation hautement significative (p<0,01) chez les
groupes traités par BF, BF+HY en comparant par les groupes traités uniquement par BF, HY,
BF+HY. En revanche, le traitement protecteur des escargots avec HEO normalise clairement
I’activité de cette enzyme, et on ne constate aucune variation significative de leur activité par

rapport au témoin.
1V.8.4.5. Activité de la glutathion S-transférase (GST)

L’administration des pesticides étudiés pendant 90 jours chez les escargots, induit une
diminution de D’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) au niveau des
mitochondries d’hépatopancréas par rapport aux escargots témoins. On note une différence
significative (p<0,05) de Dl’activit¢ de la GST chez le lot trait¢ par HY, et hautement
significative (p<0,01) chez les escargots injectée par la BF et BF+HY comparant au lot
témoin. Ainsi, on observe une différence significative (p<0,05) chez le lot trait¢ par BF,

comparant au lot traité par le pesticide associé au I’huile essentielle d’écorce d’orange.

Par aileurs, on enregistre un retablissement par une augmentation significative de
I’activité de la GST chez les escargots recevant les combinaisons pesticides plus HEO, avec
aucune variation dans les valeurs de 1’activité de cette enzyme chez ces groupes par rapport au

groupe témoin (Figure 61).
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Figure 61 : Variation de l'activité de la glutathion-S-transférase (GST) au niveau
mitochondrial chez les escargots témoins et traites.
" #% . différence hautement significative (p <0,01) ; * : différence significative (p < 0,05) ;
C : différence treés hautement significative (p < 0,001)".
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1VV.9. Discussion

La respiration cellulaire, la phosphorylation oxydative et la production d'ATP
(principale source d'énergie pour la cellule) se produisent principalement dans la
mitochondrie (Mcbride et al., 2006). Les agents des stress environnementaux peuvent créer
un stress oxydatif en agissant sur une réaction tres différente a travers des voies métaboliques
variables, telles que celles induites par des enzymes détoxifiantes. Cela peut endommager les

mitochondries et leur intégrité dans la cellule mitochondrial (Franco et al., 2009).

IV.9.1. Effets des deux pesticides et des huiles essentielles d’écorce d’orange sur la

respiration, la perméabilité et le gonflement mitochondrial

La chaine respiratoire mitochondriale est susceptible d'interférer avec -certains
xenobiotiques au cours de leur métabolisme. Les résultats de cette étude ont montré que la
BF, ’HY, et leur mixture provoquaient une inhibition de la chaine respiratoire. Cette
diminution est probablement due a l'inhibition du complexe IV et du complexe V qui a été
démontré par Delgado et al. (2006). Les ROS pouvaient interagir avec les composants de la
chaine respiratoire specifiqguement sur le site responsable de I'oxydation du substrat du cycle
de Krebs, une dépolarisation (diminution du potentiel membranaire) et une perméabilité
membranaire conduisant & un dysfonctionnement mitochondrial (Sbartai et al., 2012).
L'ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriale peut suivre une diminution
de la synthese de I'ATP (Pinot et al., 2000). Ces pores sont des canaux (complexes
protéiques) situés au niveau de la membrane mitochondriale qui, lorsqu'ils sont ouverts,
libérent dans le cytosol plusieurs facteurs pro-apoptotiques qui provoquent la mort cellulaire.
(Berson, 2005). Selon Fromenty (2010), une hyperproduction d'espéces oxygénées réactives

est provoquée par l'atteinte de la chaine respiratoire mitochondriale.

En effet, la mesure de I'oxygéne dissous dans le milieu de la respiration cellulaire est un
excellent indicateur du fonctionnement du systéme respiratoire mitochondrial et un bon outil
d'évaluation de la cytotoxicité. Devant ’absence de données concernant 1’effet de BF, HY et
leurs mixtures sur le métabolisme respiratoire, les travaux concernant cet aspect, ont mis en
évidence une inhibition de la respiration cellulaire en présence de déférents xénobiotiques par
la perturbation de la chaine respiratoire mitochondriale. Parmi ces études, Sbartai et al.
(2009) ont montré une inhibition de la respiration des paramécies en présence de Bifenazate et
Phosphoramidate. D’un autre coté, Chagra et al. (2009) a mis en évidence la perturbation de
la photophosphorylation oxydative chez des mitochondries isolées de Solanum tuberosum

traités par le cadmium. Tous ces travaux sont en accord avec nos résultats en effet nous avons
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mis en évidence une inhibition du métabolisme respiratoire des escargots. Ces résultats

suggerent la libération de radicaux libres au niveau mitochondrial.

L’autre paramétre aussi intéressant que nous avons jugé utile de mesurer est le
gonflement des mitochondries. Le gonflement est la stimulation de la perméabilité
membranaire des mitochondries traitées car certains xénobiotiques sont capables d’entrainer
une ouverture des pores transitoires de perméabilité mitochondriale (PTPM), tels que les
médicaments (Pessayre et al., 2010). Les protéines impliquées dans le PTPM peuvent étre
altérer par la production des ROS par la chaine respiratoire, ou d’autres sources subcellulaires,
et/ou par la production d’un ou de plusieurs métabolites réactifs par 'intermédiaire de
cytochromes P450 (Boulassel, 2014). Selon Binukumar et al. (2010) qui ont remarqué une
augmentation significative de I'absorption mitochondriale de Ca™ et les niveaux de ROS
apres traitement des rats au pesticide. Aussi, comme exemple 1’insecticide parathion est un
inhibiteur du complexe 11, de I'ATP-synthase et du transporteur de phosphate, et il provoque
une diminution du contrble respiratoire et le potentiel de la membrane mitochondriale
(Gomez et al., 2007). Nos resultats sont en parfait accord avec ces travaux puisque nous
avons également mis en évidence un gonflement mitochondrial chez les mitochondries

traitées avec le BF, HY et la combinaison BF/HY.
IV.9. 2. Effets des deux pesticides et des HEO sur le systéme antioxydant mitochondriale

Les agents toxiques environnementaux peuvent attaquer directement les mitochondries
en induisant la génération de ROS, ce qui peut induire davantage I'épuisement des défenses
antioxydantes et médier les réactions d'oxydo-réduction en favorisant les dommages
mitochondriaux, la génération de ROS et I'épuisement des molécules antioxydantes dans la
cellule d'hépatopancréas (Franco et al., 2009). Dans la présente étude, nous nous sommes
intéressés a I’effet de deux pesticides (BF, HY) et leur mixture a 1’échelle subcellulaire, a
travers le suivi de 1’évolution de certains biomarqueurs de la toxicité tels que le glutathion
(GSH), I’activité GST, I’activité catalase, GPx et le taux de malondialdéhyde (MDA) au
niveau mitochondriale. A partir d'une fuite d'électrons en amont du complexe 1V, la chaine
respiratoire mitochondriale produit en permanence des especes oxygenées réactives. Ces
électrons se combinent avec I'oxygeéne pour créer des superoxydes et, plus tard, du peroxyde
d'hydrogene (Schmidt et al., 2007). La préparation mitochondriale hépatiques des escargots
traités avec ces pesticide (BF, HY) a démontré une diminution significative du GSH
mitochondrial, des niveaux de GST et de l'activité CAT, mais il y a une augmentation de

l'activité GPx. Ceci est en accord avec ceux obtenus dans des travaux antérieurs sur les

'
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mitochondries cérébrales sur différents pesticides (Lakroun et al., 2015, Beghoul et al.,
2017). Une diminution des niveaux de GSH mitochondriale peut donc entrainer
I'accumulation de ROS dans les mitochondries, conduisant a l'apoptose et a la mort cellulaire
éventuelle (Orrenius et al., 2007). Ainsi, nous pouvons expliquer la diminution de GSH chez
les escargots traités par la BF, ’HY, et leur combinaison par I'inhibition du transport de GSH
dans les mitochondries du cytosol, qui est déependant de I'énergie. Aussi, les niveaux de GSH
diminuent fortement, donc 1’H2O; s'accumule, ce qui entraine des dommages mitochondriaux
importants (Martin et al., 2000). Chandran et al. (2005) ont observé une augmentation
significative du taux du (MDA) chez le gastéropode Achatina fulica apres exposition au Cd et
Zn. L’augmentation de la peroxydation lipidique, représentée par des niveaux plus ¢€levés de
MDA, pourrait de loin étre due a la diminution de l'activité de GST observée dans notre étude
(Zaidi et Banu, 2004). De plus, cette baisse refléte I'insuffisance des niveaux de GSH (Garg
et al., 2009).

L'augmentation de GPX dans notre étude a pu étre produite pour surmonter la
production de peroxyde d'hydrogéne due a la peroxydation lipidique et réduire leur
neutralisation par CAT défectueuse (Samanta et Chainy, 1997). La diminution de I'activité
de la catalase peut refléter I'incapacité des mitochondries a éliminer I'H2O> produite par
I'activation du pesticide. De méme, cela peut étre di a l'inactivation de I'enzyme causée par
une production supplémentaire de ROS dans les mitochondries (Latchoumycandane et
Mathur 2002). Plusieurs stress cellulaires activent la voie intrinséque qui perturbe la structure
et la fonction des mitochondries (Assefa et al., 2005). De plus, une inhibition des taux d'/ATP
aprés deux heures d'exposition a un pesticide indique une perturbation rapide des activités

mitochondriales (Vasseur et al., 1980).

1V.9.3. Effets des HEO sur la respiration, la perméabilité, le gonflement et le statut

redox mitochondrial

L'administration par injection de I’huile essentielle d’écorce d’orange Thomson naval
associee ou non a BF ou HY chez les escargots Helix aspersa mixtures pendant 90 jours, a pu
maintenir l'intégrité et le fonctionnement mitochondrial grace a I'effet antioxydant du I'HEO
contre les ROS, qui peuvent interagir avec les sites responsables de I'oxydation provoquant
I'apoptose et a I'effet hépatoprotecteur de I'HEO. Et en raison du manque d'études sur cette
HEO et de son effet sur les mitochondries, nous avons comparé cette étude avec d'autres
approches, telles que les études de Kebieche et al. (2009), Ashar et Muthu (2012) et
Lakroun et al. (2015). Ces études montrent que la quarcétine est une excellente chélatrice des
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ROS, qui favorise la restauration de I'activité de I'enzyme perdue lorsque les animaux ont été

exposés aux PYR.
IVV.10. Conclusion

A la fin de ce chapitre, nous pouvons conclure que I'exposition sub-chronique a la BF et
I’HY, seules ou en mélange, produit un effet toxique au niveau mitochondrial hépatique chez
les escargots Helix aspersa. Les systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
mitochondriales ont été altérés par des anomalies dans les lots traités par rapport aux
escargots témoins ; une telle augmentation importante dans le stress oxydatif et dans le
gonflement mitochondrial, signifie la perte du fonctionnement et de 1’intégrité structurale des
cellules et des mitochondries hépatique. Cette altération, peut étre facilement conduite vers
une mort cellulaire. De plus, I'administration d> HEO associée aux pesticides a montré un
potentiel puissant contre les ROS et la peroxydation lipidique qui a permis aux mitochondries

hépatique de maintenir I'noméostasie redox et I’intégrité de leurs membranes.

'
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de cette étude consistait a étudier la toxicité induite par deux pesticides
bifenthrine, hymexazole et leur mixture au niveau cytosolique hépatique et mitochondrial sur
un mod¢le biologique d’écosystéme terrestre considéré également comme bioindicateur des
pesticides; a savoir 1’escargot Helix aspersa, et a évaluer I’effet protecteur de 1’huile

essentielle d’écorce d’orange Thomson naval (Citrus sinensis) contre cette toxicité.

La bifenthrine et 1’hymexazole influencent tous les parametres étudiés reflétant son
habilité a créer un stress oxydatif. En effet, ils causent des altérations comportementales
accompagnées d’une réduction des parametres physiologiques tels que le poids frais moyen
des escargots, de I’hépatopancréas, de la coquille, le diamétre et la longueur de la coquille. 1ls
influencent également le systéme de détoxification par le biais d’une augmentation du taux
des protéines, des lipides et des glucides, une modification de 1’équilibre pro et anti-oxydant
se manifestant notamment par une augmentation de la peroxydation lipidique (MDA), GPx et
de Dl’activit¢ du CAT avec une diminution de la quantit¢ de GSH, GST. En outre, une

diminution de I’activité de I’enzyme acétylcholinestérase a été observée.

\

Le traitement des mitochondries isolées a partir d’hépatopancréas chez les escargots
Helix aspersa par ces pesticides a démontré une diminution de la respiration mitochondriale
(consommation d'O2), une augmentation de la perméabilité avec un gonflement
mitochondrial. De plus a ce niveau d’organisation cellulaire, nous avons également mis en
évidence une perturbation de I’activité CAT, GST et GPX des enzymes connues pour leur rle

dans le piégeage des ROS.

Parallélement, le traitement des escargots Helix asperca par les huiles essentielles
d’écorce d’orange Thomson naval en présence des deux pesticides a ramené tous les
marqueurs biochimiques et oxydatifs & des niveaux proches de ceux obtenus chez les
escargots témoins. Ceci souligne 1’effet protecteur des huiles essentielles des écorces d’orange
Thomson naval contre I’intoxication par ces pesticides en raison de leurs propriétés

antioxydantes prouvée dans la littérature.

Les résultats de la présente etude permettent de conclure que les huiles essentielles
d’écorce d’orange Thomson naval pourraient s’avérer trés bénéfique lors d’une intoxication
par la bifenthrine, I’hymexazole. Ils peuvent étre proposés alors dans le schéma thérapeutique
des personnes intoxiqués par les pesticides sans risque d’effet secondaires, et peut étre utilisée

comme un antidote contre cette toxicité.

'

L 143



Afin d’approfondir les résultats obtenus dans la présente étude, il nous semble approprié

de conduire des recherches futures axées notamment sur :

v' Définir le ou les composants actifs du I'huile essentielle du Thomson naval

originaires des effets observes.

v' Approfondir 1’étude par une étude histologique visant a localiser les dégits

tissulaires engendrés par les pesticides.

v' Approfondir les essais au niveau de I’hémolymphe et des autres organes des

escargots Helix aspersa.

'
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Annexe 1 : Tableaux de la réalisation de la gamme d’étalonnage

Annexe 1a : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines

hépatopancréatiques.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 00 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 00
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Annexe 1b : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des glucides

hépatopancréatiques.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (pl) 00 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 00
Réactif d’Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Annexe 1c : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des lipides
hépatopancréatiques.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipide (ul) 00 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) 100 80 60 40 20 00
av/iv) mi
Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5




Courbes d'étalonnages pour le dosage des métabolites
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Figure (1a) : Réalisation de courbe d'étalonnage pour le dosage des protéines.
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ABSTRACT

The aim of this work is to study of the toxicity induced by two types of pesticides (bifenthrin
(BF) and hymexazole (HY)) at the hepatopancreatic level in Helix aspersa, which is a
bioaccumulator organism and bioindicators in environmental pollution, as well as the evaluation
of the protective effect of orange essential oils (OEO).

This is an experimental study conducted in the laboratory on 40 Helix Aspersa snails that have
been divided into four groups (10 snails each): (i) a control group, (ii) a group injected by the
OEO (0.151 UL /g), (iii) a group injected by the combination BF (0.83 mg /ml) and HY (90 ug
/g) and (IV) a group injected by the OEO, BF and HY mixture. The treatment was stopped after
90 days. Five oxidative stress markers (MDA, GSH, GST, GPX and CAT) as well as
mitochondrial respiration have been measured. In this study, the results show that the BF and HY
mixture induces an increase in MDA and GSH levels as well as an increase in the enzymatic
activity of the GST, Catalase, and GPX at the hepatopancreatic level. We have also shown that
these two pesticides cause a decrease in the level of the mitochondrial respiration. In addition,
this results show that OEO supplementation restored most of oxidative stress markers to levels
close to those of control group. Our study suggests that OEO can be used as an effective

antioxidant to alleviate the of oxidative stress intensity induced by the BF and HY mixture.

Keywords :-Bifenthrine, Hymexazol, essential oil, orange, Helix Aspersa, toxicity, protective
effects, oxidant stress, mixtures.

Introduction
Phytosanitary products include several classes, the three main ones of which are: fungicides,
herbicides and insecticides. These three classes alonerepresent almost all of the world market
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(97%) [1]. In Algeria, the use of insecticides, fertilizers, detergents and other phytosanitary
products is increasingly spreading with the development of agriculture, but also in the context of
control of harmful vectors. This use of toxic chemicals is likely to cause serious soil pollution and

water bodies and threatens the health of the population [2].

Bifenthrin is a Pyrethroid used against a range of agricultural pests [3]. BF comes in the form of a
beige waxy product. It is practically insoluble in water but soluble in most organic solvents and
remains stable at 25 °C and 50 °C for two years [4]. Its properties such as low solubility in water
and photo-stability make it an effective insecticide and acaricide against a wide range of leaf
pests in agriculture [5, 6]. Compared to other Pyrethroids, the toxic effects of bifenthrine are
more important. Indeed, some studies describethe alteration of biochemical, hematological and

histopathological parameters because of its toxicity [7,8].

Hymexazole is the active substance of a systemic seed fungicide marketed in Algeria under the
name of Tachigazol. It belongs to the chemical family of Triazines, [9]. Hymexazol comes in the
form of a liquid soluble in methanol, acetone, ethyl acetate, hexane, toluene and dichloromethane

[10].

The data on the ecotoxicity of the BF and the HY are rare. To cairy out toxicological studies, it is
necessary to have indicators of environmental disturbance through organisms or a set of
organisms that are used as sentinels by studying the physiological, biochemical and ecological
changes that affect them. The snail (Helix aspersa) constitutes a biological model widely used in
toxicological studies [11, 12, 13, 14, 15]. Invertebrates in the structure of communities and the
functioning of terrestrial and aquatic ecosystems justify the interest of extending ecotoxicological

research and procedures to these animal groups [12].

The toxicity induced by the two pesticides, at the hepatopancreatic level in Helix asparsa causes
significantoxidative stress and changes in the activity of antioxidant enzymes. In order to reduce
the harmful effects of pesticides, several chemicals with antioxidant properties have been
proposed. Orange essential oils (Citrus sinensis) are widely used by pharmaceutical industries
and phytotherapy and are known for their antioxidant properties which can be grouped into non-

volatile and volatile fractions [16].

The first objective of this study is to assess the toxic effects of exposure to the mixture of these
two pesticides (BF+HY) on certain biomarkers of oxidative stress at the hepatopancreatic level.

2
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The second objective is to estimate the possible protective effect of essential oils of the orange

peel to reduce the toxic effects of these substances on the snail.

Material and methods

Plant material

The oranges were bought at the Tébessa commune market during the month of December 2020.
Mature and healthy fruits were selected. The identification of the species Citrus Sinensis
(Thomson Navel) was made by Ms. Hioun (botanist working at the University of Tébessa) on the
basis of descriptive criteria (presence of seeds, navel, skin, color). The orange peel was cut into

small pieces and dried in the shade for 15 days at room temperature.
OEO extraction

The extraction of the essential oils of the orange peel was carried out by hydrodistillationunisng
the Clevenger-type apparatus. One hundred grams (100 g) of plant material was introduced with
1200 ml of distilled water in a balloon. After installing and closing the assembly, the balloon
heating is set up with optimum heating adjustment to allow stability of the extraction at a
constant and well controlled speed. The steam loaded with essential oil arrives in the condenser.
The total duration of the extraction is estimated at 3 h. The essential oil is distinguished from
hydrosol (aromatic water) by its difference in density and color. The OEO was separated and then

recovered and kept in an amber bottle tightly closed and stored at 4 °C.
Animals

The biological material used in our research work is the Helix aspersa snail, commonly known as
a little-gris, which is a gastropod mollusk, a terrestrial pulmonary pen belonging to the Helicidae
family. The snails used (in the number of 40 snails) are adults with an average weight of 12 g (£
0.35g) collected in a site untreated by pesticides located in the Bekkaria region (Wilaya of
Tébessa). They are then transferred to the laboratory where they are put in transparent plastic
boxes with perforated cover containing water soaked in water to maintain humidity. They were
fed on fresh eastern lettuce leaves. The boxes are cleaned regularly 3 times a week and the diet
has been renewed daily. The snails were kept for an adaptation period of 15 days before the
treatment, which was spread over a period of three months in optimal environmental conditions:

Photoperiod of 18h of light/24h, temperature 20 + 2 °C and hygrometry of 80 to 95 %.
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Chemical products

Bifenthrine: According to Nieradko(2015) [17], the bifenthrine insecticide nomenclature used in
this study is [2-methylbifényl-3-ylmethyl (Z)-(IRS) -cis-3 (2-Chloro-3, 3, 3-Trifluroprop-1-
Enyl)-2, 2-Dimethyl Cyclopropane Carboxylate] was purchased in a store selling agricultural

equipment in the town of Tebessa and marketed under the name Tristar, 10% EC.

Hymexazol: [C,HsNO,: 5-methyl-3 (2h) -isoxazolone] [9] used in this study was also purchased
in a store selling agricultural equipment in the town of Tebessa and marketed Under the name
Snake, 30% SL.

Experimental protocol

The experiments were carried out on 40 snails (Helix aspersa). Four (04) groups were created (10
snails each) as follows:

Group 1 (T): Control, the snails were injected with physiological water (20 ul/g/d).

Group 2 (OEO): The snails were injected by the OEO with a dose of 0.151ul/g/d body weight.
Group 3 (BF + HY): The snails were injected with HY (90 ng/g/d) + BF (0.83 mg/ml/g) of body
weight.

Group 4 (OEO + BF + HY): The snails were injected with the mixture (OEO + BF + HY) with
the same doses. OEO was administered 30 minutes before pesticides.

The injection was carried out using a micro-serringue over a period of 90 days.

After the treatment period, snails are kept on an empty stomach for 48 hours to empty their
digestive system. They are then sacrificed by freezing at -20 °C and then dissected to remove
hepatopancreas.

Dosage of glutathione and lipid peroxidation
* GSH
The dosage of glutathione carried out according to the method described in Weckbker and

Cory (1988) [18]. The principle of this determination is based on the absorbance of 2nitro-5-
mercapturical.

« MDA

The MDA can be detected by a colorimetric reaction with thiobarbitric acid (TBA). MDA
detection after degradation of polyunsaturated fatty acids is 3 or 4 double peroxidated bonds. The
dosage of MDA is carried out according to the method described in Esterbaeret al. (1992) [19].
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Dosage of antioxidant enzymes
v GPX

Enzymatic activity of glutathione peroxidase was measured by the procedure described in
Flohe and Gunzler (1984) [20], using H,O, as a substrate.The absorbance was recorded at 420
nm.

v GST

The mesurment of glutathione s Transferase (GST) activity was determined according to
Habiger al. (1974) [21] It is on the basis of the conjugation reaction between the GST and a
substrate, the CDNB (1chloro-2,4-Dinitrobenzene) as a glutathionic cofactor (GST), the
conjugation leads to the synthesis of a new molecule : 1SGlutathionyl-2,4-Dinitrobenzene to
measure the activity of the GST. The decrease of absorbance is recorded for three minutes by a
spectrophotometer at a wavelength of 340 nm.

v CAT

The spectrophotometric dosage of the Catalase activity (CAT) was carried out according to
the method of Cakmak and Horst (1991) [22]. The reduction in absorbance is recorded for 3
minutes using a spectrophotometer at a wavelength of 240 nm and a extinction coefficient =
39400 L « pm-1 « CM-1.

Mitochondria extraction

The extraction of mitochondria was made according to the method described by Kristal ez
al. (1991) [23]. It is based on the preparation of a homogenate followed by differential
centrifugation. The cells were placed in an isolation pad containing 1 mm Tris-HCL PH 7.5, 1
mm EDTA PH 7.5, 70 mm Sacharose, 210 mm Mannitol, at +4 °C. Then, the homogenate was
transferred to a centrifugal tube of several differential centrifugations at 4 °C. Finally, the
mitochondrial base was washed twice and then suspended in 1 ml of insulation buffer to obtain
the fresh mitochondrial suspension, a fraction of which will be used directly in the evaluation of
mitochondrial breathing, the rest is kept at -80 °C for the rest of the dosages.

Mitochondrial Respiration test

Respiration has been estimated using an oxygraph (hansatech) using an oxygen electrode
according to the method described by Rouabhiez a/. (2006) [24] and Rouabhiez al. (2009) [25].

Statistical analysis

Statistical calculations were carried out using the minitab 18.1 statistical software and
Excel 2007 software (Microsoft, Inc.). Our data were analysed statistically using one-way
analysis of variance, followed by the Tukey test for the comparison between the different groups
between them. The differences are considered significant as follows: significant when P<0.05,
highly significant when P<0.01, very highly significant when P<0.001.

Results
Orange peel yield in essential oils
Orange peel essential oil yield recorded in this study is 1.05%.
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GSH and MDA assessment

We have observed a very highly significant increase (p<0.001) of the MDA rate in the lot
treated by the HY+BF compared to witnesses (1.36 £+ 0.06.um /mg), while in the lottreated by the
HY+BF combined with OEO we have noted a very highly significant decrease in the rate of
MDA (p<0.001) (0.62 + 0.06 pm/mg) against (0.99 + 0.09 pm/mg) among witnesses (fig. 01).

Treatment of snails with the HY+BF for 90 days leads to a very highly significant
increase (p<0.001) of the GSH content at the hepatopancreatic level (3.83 + 4.52) x10-5um/mg
and decrease very highly significant after administration of OEO the snails compared to the
control group (fig. 02).
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Fig 01. Variation of MDA rate (nM/mg prot) inhepatopancreasof Helixaspersa after 90
days of treatment (P<0.001).
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Fig 02. Variation of GSH content (nM/mg prot) in hepatopancreas of Helix aspersa
after 90 days of treatment (P<0.001).
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Evaluation of the enzymatic activity of GPX, GST and CAT

The treatment with HY+BF has led to an increase in the enzymatic activity of the GST,

CAT and significant decrease in GPX compared to the control. However, the group treated with a
combination of OEO and HY+BF shows a decrease in GST and CAT and an increase in GPX

respectively, in comparison with the control group (figs 03, 04 and 05).
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Fig 03. Variation of GPx activity (nM/min/mg) in hepatopancreas of Helix aspersa after 90

days of treatment (P<0.001).
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Fig. 04. Variation of GST activity (1M/min/mgprot) in hepatopancreas of Helix

aspersa after 90 days of treatment (P<0.001).
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Fig. 05S. Variation of CAT activity (nM/min/mgprot) in hepatopancreas of Helix aspersa
after 90 days of treatment (P<0.001).

Mitochondrial respiration assessment

Our results illustrate a decrease in oxygen consumption at the mitochondrial level for all groups
of snails compared with the control group. We have noted a slowdown in respiratory metabolism

in particular in the snails treated by mixture of BF + HY.
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Fig 6. Effect of mixture (BF + HY) on mitochondrial respiration (nmol/sec) after 90 days of

treatment .
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Discussion

Pesticides enter the body of the snail through various ways (oral, dermal or by injection)
and cross several barriers before reaching the hepatopancreas which is an organ for detoxifying
xenobiotics. Hepatopancreas, an important site of metabolism, accumulation, biotransformation,

and the excretion of many xenobiotics, is one of the most studied organs [26].

In this research we were interested on the one hand on the hepatotoxicity of the mixture
bifenthrin + hymexazol and on the other hand on the hepatoprotective properties of orange
essential oils after chronic exposure in accordance with previous studies that have studied the

toxicity of pesticide mixtures on a soil pollution bioindicatorHelix aspersa [2, 15].

Currently, existing data are insufficient to conclude on the effect of pesticide mixture
(hymexazol+bifenthrin) on gastropods on the one hand because of the lack of such studies in the
literature and on the other hand because some studies have shown that the effect of a mixture
does not necessarily reflect the effects of individual substances [27]. The possible interactions
between the components of a mixture are therefore quite complex and make the prediction of the
global effect very difficult [28]. The comparison of our results with those of the literature will be
done, if possible, with the work carried out on pesticides of the same family and on other

biological models close to snails.

The biomarkers of oxidative stress measured in this study are the rate of GSH and MDA
and the activity level of CAT, GST and GPx, which are the most important parameters that can

be useful in the evaluation of the hepatotoxic effects of BF and HY mixture.

A very significant increase in GSH content is recorded in our study after exposure to BF +
HY mixtures at the hepatopancreatic level. Similar results have been observed by Salama et al.
(2005) [29], in the same kind of gastropod after exposure to methomyl and chlorpyrifos, also the
activity of this enzyme is in accordance with the results indicated by Zeriri (2013) [30], in

earthworms treated by methomyl in comparison with the control group.

The rate of malondialdeydeis often used as an indicator of lipid peroxidation of
membranes. Indeed, according to Bebiannoet al. (2005) [31] and Al-Mutairi and Craik (2007)
[32]. The increase in the rate of malondialdehyde indicates a lipid peroxidation. ThePampaninet
al. (2005) [33] latter is followed by changes and a degradation of membrane structures, there
follows a loss of receptors and enzymes of the membrane. The MDA level increases in
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proportion to the concentrations of two pesticides (BF + HY). This result is in accordance with
the results of other studies that have highlighted an increase in lipid peroxidation after treatment

with endosulfan and chlorpyriphos in rats [34].

The increase in the rate of MDA could be due to the generation of toxic free oxygen
radicals. Bouaricha [35] studied the toxicity of biopesticide based on benzoate emamectin on the
Helix Aspersa terrestrial snail. He found a dose dependent of MDA in the hepatopancreas. The
same resultas are reported by Bourbia (2012) [15] who showed that snails exposed to a chronic
dose of mixtures BF + HY increased the level of GPx and GST and CAT in a very highly

significant way compared to the controls.

A gradual increase in the rate of GPx has been observed in the Helix pomatia treated by
the CU (100 uM), this would be due to the primary defense mechanism against the reactive
species of the "ERO" oxygen which catalyzes the conversion of peroxide H,O, hydrogen in H,O

in hepatopancreas cells [36].

Sbartaiet al. (2009) [37] and Benbouzide (2012) [38] have also shown an inhibition of the
respiration of paramecies in the presence of bifenazate and phosphoramidate. The results of these
two studies are consistent with ours. In fact, we have highlighted an inhibition of the respiratory
metabolism of the Helix Asperca snails particularly in the mixtures BF + HY. These results
suggest the release of free radicals at the mitochondrial level. The current results indicate that
compounds:bifenthrine and hymexazole are very effective in creating this poisoning and

influencing snail.

In this study, the hepato-protector effect of OEO was comrected for all enzymatic
parameters (MDA, GSH, GST, CAT, GPx). Some recent publications have reported that certain
essential oils are more effective than some synthetic antioxidants [39]. Various experimental
studies have shown the existence of an important relationship between the essential oils of the
orange peel and the decrease in the oxidation of low -density lipoproteins in the blood [40]. The
antioxidant effects of essential oils and plant extracts are mainly due to the presence of hydroxyl

groups in their chemical structure [41].
Conclusion

In this work, we are interested in the toxic effect of BF + HY mixtures and the protective

effect of OEO on a cellular and subcellular level. Their mixtures exercise toxic action in Helix
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aspersa adults, resulting in an increase in the activities of the GST, GPx and CAT as well as the
rates of GSH and MDA. These changes are probably linked to an increase in the release of
reactive oxygen species. In addition, we have shown that the OEO can effectively protect from

cell death induced by the BF + HY mixture in the hepatopancreatic tissue of Helix aspersa.
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