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Résumeé

La présente étude porte sur I'évaluation des effeisques potentiels de la

Cyperméthrine, un pyréthrinoide de type Il, largammetilisé en Algérie, sur un organisme

bio-accumulateur /bio-indicateur de pollutidtelix aspersa.

L 'exposition aux concentrations croissantes de Q@y@earinea savoir, 5; 10; 20 et
40 pg/l a mis en évidence des perturbations plogiglies et biochimiques illustrées par une
diminution non significative du poids moyen de Bhatopancréas et de celui du rein ainsi qu'

une augmentation dose dépendante et significaéva teneur en protéines totales.

Le suivi des bio-marqueurs montre une déplétion diEmendante et hautement

significative du taux de glutathion (GSH) paralieent a une augmentation du taux de

malondialdéhyde (MDA), indice de peroxydation lipjae.

L'ensemble des résultats obtenus indique le décdemmht du systeme de

détoxification afin de faire face au stress oxyfdatcasionné.

Mots clés Cyperméthrine,Helix aspersa, Stress Oxydant, Bio-marqueurs, Métabolisme

Biochimique, Hépatopancréas.



abstract

The present study focuses on the assessment of dkieityt of insecticide

(cypérmétherine) on a bio-accumulator / bio-indicatf pollution:Helix aspersa.

Exposure to increasing concentrations of cypermeth&; 10; 20 and 4Qug / |
demonstrated physiological and biochemical distucka illustrated by a non-significant
decrease in the mean weight of hepatopancreasidndykas well as a dose-dependent and
significant increase in the total protein content.

Biomarker monitoring showed a highly dependent depleof glutathione (GSH),
associated with an increase in malondialdehyde (MBAipid peroxidation index.

All the results obtained indicate the triggeringhed detoxification system in order to cope
with the oxidative stress caused.

Keywords: cypérméterine Helix aspersa, Oxidative Stress, Biomarkers, Biochemical
Metabolism, Hepatopancreas,
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CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

Introduction

Depuis plusieurs décennies, la communsacigntifique a pris conscience des dangers
de I'emploi massif des pesticides, tant pour laé&dmumaine que pour I'environnement. La
caractérisation des risques engendrés par cesaptdluest donc devenue un « Enjeu

écotoxicologigue» majeFrenskeet al.,2002).

L'évaluation éco-toxicologique porte derfonctionnement de I'écosysteme tel que
déterminé par la survie et le bien-étre de towgesebpeces dans un écosysteme spécifique. |l
est supposé que la protection des especes praegritture des écosystémes et donc leur

fonctionnemen{Frenskeet al.,2002).

Selon des travaux de recherche ultéridarspntamination par les pesticides, méme a
petites doses, induit notamment avec le tempseffiets néfastes sur la santé des populations,
soit par une exposition directe a ces polluantsigtodogie expérimentale, suicide), soit
indirectement (exposition accidentelle)via les meat alimentaires par exemgnif et al.,
2011; Bonvallot, 2014)

Il'y a également une inquiétude grasatite concernant I'utilisation des pesticides
pyréthrinoides en santé mondiale. C’est un probldiervergure dans les pays en voie de
développement ou I'encadrement Iégislatif est m@n&es pesticides étant efficaces et peu
colteux, ils sont universellement employés comrsedticides pour la lutte contre la malaria
(Alonso et Tanner, 2013).

Au temps des guerres napoléoniennegoanaissait déja les propriétés insecticides
d’extraits de fleurs de chrysanthémes — les pyirdlr— qui servaient a soulager les soldats
de leurs poux. Toutefois, comme l'effet de cesatdrétait de courte durée, les chimistes ont
modifié les pyréthrines naturelles pour les rerates puissantes et persistantes . C’est ainsi
gue sont nés les pyréthrinoides de synthese. Adijour des centaines de pesticides

contenant des pyréthrinoides sont homologuésldansndgKhatre, 2012).

L'utilisation des pyréthrinoides en agitiure, en élevage ainsi que dans les habitats
entraine une exposition environnementale plus itapte. De plus, 'augmentation de

l'utilisation des pyréthrinoides consécutive a itféhation graduelle de nombreux

Page 1



CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

organophosphorés et organochlorés contribue a rieatption de I'exposition a ces

composegBelleville et al., 1997).

L’analyse de risque toxicologique est donc un cuiilisé en santé publique. En fait,
cette expertise est nécessaire pour la gestiomsguer par les décideurs qui devront élaborer
des politiques pour assurer la protection de léésd@ la population. L’exposition est I'un des
deux aspects a estimer pour caractériser le risgegposition a plusieurs contaminants
environnementaux, dont les pesticides, présenteridgaes pour la santé et requiert une

analyse rigoureuse afin d’encadrer leur utilisafOoMsS, 2014).

Partant de l'idée que toute modificatinétabolique est un signal annonciateur d’'un
déséquilibre homéostatique. I'objectif de notreegtigation est d’étudier les changements
meétaboliques induits par un pyréthrinoide de tylpdéal Cyperméthrine, largement utilisé en

Algeérie, sur un organisme bio indicateur/bio-acclateur :Helix aspersa.

Page 2



CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

1. Généralité sur les pesticides
1.1 . Définition

Le terme pesticide couvre un champ phsteret général que les expressions « produit
phytosanitaires » ou « produits phytopharmaceusiguecar il englobe toute substance,
naturelle ou de synthése, capable de controlaemmusser ou de détruire des organismes dits
nuisibles, ou indésirables ou les médicaments riesta protéger les culturéBonnefoy,
2012).

1.2. Classification des pesticides
SelonCalvet (2005) les substances actives sont classées en fomleion
- La nature de la cible visée.
- La nature chimique de la printgpsubstance active.
1.2.1. Classification selon la nature de la cible se
Il existe plusieurs catégories de pai selon les organismes vivants visés, dont les

principales sont consignées dans le tableau01
1.2.2. Classification selon la famille chimique

Les pesticides peuvent également étresékaen fonction de la famille chimique a

laquelle appartiennent les substances actives.eOnrpncontrer:
1.2.2.1. Les pesticides organiques

Comme les organochlorés, les organopgimsg, les carbamates, les triazines, les
urées substituées et les pyréthrénoides. Les stascthimiques de certaines familles sont

présentées dans la figure 01.
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Figure 01 : Structures chimiques de quelques pesticides:
Les pesticides de méme couleur font partie de lmef@mille chimique
(Royal Society of Chemistry, 2014)
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CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

Tableau 01 :classification des pesticides selon le cible VE#RSEERM, 2013)

Pesticide o
Utilisation Exemple
Les insecticides Utilisés contre les insecte Dichlorodiphényltrichloroéthane,
nuisibles Déltamethrine.

Les fongicides Utilisés contre les champignons

phytopathogénes ou vecteurs Moncozebe, Hexaconazol,
mycoses animales ou humaines Chlorothalonil

Les herbicides Qui  détruisent les  plante

adventices des cultures et, 2-4D, Glyphosate

facon plus générale, tou

végétation jugée indésirable

Les acaricides qui détruisent les acariens Abamectine, Nicotine

Les nématicides employés contre les nématodes Bromomethane, Chloropicrine

phytoparasites.
Los elllseeleiessn - ou hélicides qui détruisent les  Methiocarbe, Mercaptodiméthur

gastéropodes.

Les rodenticides qui tuent les rongeurs comme | Warfarine, Phosphure de zinc
Les avicides destinés a éliminer les oisea Strychnine

1.2.2.2. Les pesticides inorganiques

Boland et al., ( 2004, ont mis en évidence que les pesticides inorgesicsont des
éléments chimiques qui ne se dégradent pas. Léisatibn entraine souvent de graves effets
toxicologiques sur I'environnement par accumulatitams le sol [Le plomb, I'arsenic et le

mercure sont fort toxiques].

Page 4



CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

1.2.2.3. Les Biopesticides

Ce sont des substances dérivées de plahtBanimaux. Elles peuvent étre constituées
d’organismes tels que les moisissures, les bastdas virus, les nématodes et les composés

chimiques drivés de plantes et phéromones d’insdBtdand et al., 2004).
1.3. Toxicologie et Ecotoxicologie des pesticides

L'utilisation des pesticides, en zones agricolegretzones urbanisées, engendrent des

conséguences sur la santé humaine et selon |adisie.

13.1lmpacts sur la santé humaine

L‘exposition de 'Homme aux pesticides s’effectuar e sol, I'eau, I'air ainsi que les
aliments. Les risques sanitaires liés a I'expasitles personnes aux pesticides peuvent étre
liés a des intoxications aigués (absorption actallen contact cutané, inhalation lors de la
manipulation ou lors de l'application des produitsds principaux organes cibles sont le
systeme nerveux central, le foie et les glandesésales, de meme que le systéeme
respiratoire. Les produits les plus souvent inam#si sont : les insecticides, les fongicides,
puis les herbicides. De fortes suspicions subgissem le rble des pesticides dans le
développement de pathologies chroniques (cancerscédveau, de la prostate), troubles
neurologiques, troubles de la reproduction). D&s@mptions ont été portées sur le réle des
pesticides dans le développement dautres pathedpgiels que les troubles neuro-
dégénératifs (Parkinson) et de la reproduction, desblemes de fertilité, des effets
hématologiques (leucémies, lymphomeg¢kheddam-Benadjal, 2012).

1.3.2. Impact sur la biodiversité

Les pesticides se retrouvent dans les différeniBama de la chaine alimentaire. lls agissent
sur tous les étres vivants des bactéries aux mamesifpar ingestion ou inhalation et
s’accumulent tout au long des chaines alimentaifesur 187 especes d’oiseaux menacées
dans le monde, la premiere source de pressionaegobllution chimique, comprenant les
engrais, les pesticides et les métaux lourds peEmtkes eaux de surface et I'environnement
terrestrgKheddam-Benadjal, 2012) Par ailleurs, de nhombreux cas mortels d’oiseawétin
recensés en raison de l'ingestion directe de géanoli d’'insectes ayant ingéré des toxiques

Les insecticides a large spectre comme les carleamaes organophosphorés et les
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CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

pyréthrinoides peuvent provoquer le déclin de fain d’insectes bénéfiques tels que les
abeilles, les araignées et les coléoptéres mammiféeres peuvent aussi étre touchés par la
nourriture contaminée (perturbation de la différation sexuelle) lors d’une exposition péri
ou néonatale a certains produits comme l'aldriregrazine, le chlordane ou la dieldrine
(Afpdb, 2007). Par ailleurs, I'Agence canadienne ARLA consideogstnéonicotinoides la
clothiadinine, I'acétamipride, le thiaméthoxame ommdes perturbateurs endocriniens, pour
les mammiferes et les oiseayichel Nicolle, 2015). Les herbicides sulfonylurées
metsulfuron et dans une moindre mesure le chlanqarfsont a I'origine d’'une réduction de
la croissance des bactéries du Betudomonas. Le captane (un fongicide) et I'herbicide
(glyphosate) et les insecticides organophosphanéggalement causé un changement parmi

les espéces des communautés bactériennes (Afgadb, 2007).

Vent S ATMOSPHERE
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Transport local ou a v O
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Dégradation o Phase gazeuse —= T lequide
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Figure 02: Devenir des pesticides dans I'environnen{&etrrah, 2011)

2.Généralité sur les pyréthrinoides

Les pyréthrines sont des composés issus de fleu@hdysanthemes. lIs furent utilisés
dans l'antiquité comme pesticide puis redécouveatedébut du 20e siéclé.e probleme qui
restreignait leur popularité reposait sur le faifilg étaient dégradés rapidement suite a
I'exposition solaire. Leur activité diminuait doea conséquence. Durant la Deuxieme Guerre

mondiale, les recherches sur les structures denodéicules ont permis de synthétiser des
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CHAPITRE 01: INTRODUCTION GENERALE

composeés analogues. Les pyréthrinoides furent plasnpremiéres molécules synthétiques
analogues aux pyréthrines naturelles, mais dorstriacture chimigue a été modifiée afin
d’augmenter leur activité. En 1972, trois compoféent produits, plus résistants a la
dégradation solaire (avec une durée de vie swllavaint sa dégradation passant de quelques
heures a quelques jours afin de prolonger sonitktinsecticide). Ces nouveaux produits
prometteurs étaient la perméthrine, la cyperméthriat la deltaméthrine. Elles
révolutionnerent le domaine des pesticides de @ar &fficacité, leur faible toxicité chez
’humain comparativement aux insecticides organosphatés, ainsi que leur vitesse d’action
insecticide de quelques minutes. Dans les anné¥3, 18 retrait des organophosphoreés did a
leur toxicité a conduit & une augmentation dellsdtion des pyréthrinoides. Aujourd’hui, ces
derniers représentent prés de 25% de tous lestitides vendudiousset et Dickmann
2009)Cette classe de pesticides comprend actuellenhentjune dizaine de composés actifs
(figure 03).

H_,c CHG HaC CHa

Alléthrine Bi fenthrlne Cyhalothrlne

H& CH H:C CHa
Cyfluthrine Cyperm eeeee Deltaméthrine
™

| o
CHa & H=C == /\“/(
o
CH:
gl o o T e e | AT,
HaC H

Esfenvalerate Fenpropathrine Imiprothrine

HC CH,
H:C CH: e ema
hénothrine Perméthrine Pralléthrine

HC <:.H3
Resméthrine Tétraméthrine

Figure 03 : Structures de quatorze pyréthrinoidédorgan, 2012)

2.1. Caractéristiques structurelles et physico-chimues

Les pyréthrinoides sont des composés siygtles organiques ayant un degré élevé de
solubilité dans les lipides (lipophilie). Ces maltas sont classées comme étant de type | ou
de type Il , selon le substituant de la moitié alcou acide de la molécule similaire a la
pyréthrine. Cette substitution va également infager’effet toxique. Le groupe | est défini de
maniére assez large et comprend l'alléthrine, lanpéhrine et la resméthringVatsuo et
Mori, 2012; Soderlundet al., 2002).
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Les pyréthrinoides de type Il sonuispltroitement définis en fonction de leur
structure chimique et contiennent en particulier groupement alcoola-cyano 3-
phénoxybenzyl. Aussi, certains pyréthrinoides dgeetyf possédent une modification de la
portion acide de la molécule afin d'inclure un eyghényle (Bloomquist, 2013). La
bifenthrine, la cyfluthrine, la cyhalothrine, lapgrméthrine, la fenpropathrine, le fenvalerate
et la téfruthrine ont été classés comme pyréthsoitke type Il(Matsuo et Mori, 2012;
Soderlundet al., 2002).

2.2. Mode d’action

Les pyréthrinoides ont longtemps été m@es comme peu toxiques, cependant, des
étudesin vitro attestent le contraire. En effet, la majorité degles soutenant l'inoffensivité
des pyréthrinoides datent des premiéres périodedeule homologation(Slaninova et
al.,2009; Zhang efal., 2009; Ronco etl., 2008; Saha e#l.,2008; Crossland, 1982)Cette
controverse souléve de nombreuses interrogatioast@ula réelle toxicité de ces substances

chez les différents organismes vivagAsnamra, 2015)

Les pyréthrinoides sont neurotoxiqu&s:effet, ils interferent, principalement, avec
la propagation des signaux neuronaux. Plus pnéast, ils agissent sur les canaux
sodigues voltage dépendants : En les maintensarts, ils déclenchent une série d’'influx
électrigues causant une dépolarisation. Ceci emgedidférents symptdmes comme des

tremblements des mouvements involontaires et ieas@in (Hénault-Ethier, 2015)

Ces composés sont connus pour leur mctgalement, sur d'autres canaux et
récepteurs, comme, les canaux calciques, les cartdasures et les récepteurs GABA. Par
ailleurs, certaines études suggerent que les piyréities ou leurs métabolites pourraient agir

en tant que génotoxiques ou perturbateurs endensmamra, 2015)

Canal sodique Neurone Effets

Axone

Fonctionnement normal ,\ Potenticl Propagation
d'actio

Ouvert Inactive Ferme

W ‘- N )
CTAA-Ae-Ee (0 R R

Fermeture entravée Mécgeéncé";i?;e”t ou M Dépolarisation
en présence de pyréthrinoides penmr N Y= +—

Ouvert Inactive Ouvert Na* Tremblements
Nz~ Nz Convulsions
—.l‘--—-'_'-—v -.i‘- Incoordination
Salivation

Figure 04 :Mode d’Action des pyréthrinoides sur les neurdihesiise, 2016)
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3. Bioindication et biomarqueurs
3.1. Bioindication

La bioindication désigne |'évaluation deglealité des milieux a I'aide de bioindicateurs
c’est-a-dire d’organismes vivants connus pour legepacitées a refleter l'état des
écosystemes. Dans ce sens, un bioindicateur peutléfini comme une espece qui, par son
absence, sa présence, son abondance ou sa distribabus donne des informations de
nature qualitative sur I'état d’'un environnementdune partie de celui-qMarkert et al.,
2003) Le principal avantage des bioindicateurs résmesde fait qu’ils permettent d’évaluer
les impacts des différentes perturbations sur éesystemes, contrairement aux indicateurs
physiquo-chimiques qui permettent seulement dee faim diagnostic de ces perturbations
(Franzle, 2003).

Ces espeéces bioindicatrices sont généegiledivisées en 3 catégories :

M Les indicateurs biologiques qui renseignent sur la composition et la
structure des écosystemes en observant la sim@gemre ou absence
d’especes(Champeau, 2005)

M Les organismes testsutilisés dans des procédures standardisées dans les
laboratoires de recherche en Ecotoxicoloffihampeau, 2005)

M Les organismes de surveillancgui permettent de mesurer la qualité et la
guantité de substances toxiques dans I'environnemiedans certains cas
d’en détecter les effets. Ces indicateurs peuvesia dexister dans
I'écosystéeme (surveillance passive) ou y étre tiits de fagon standardisée

(surveillance activejfChampeau, 2005).

3.2. Biomarqueurs

Un biomarqueur se définit comme un chargyg observable et/ou mesurable au
niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physgique ou comportemental, qui révéle
I'exposition présente ou passée d’un individu arenins une substance chimique a caractere
polluant(Key etal., 2006; Stagg, 1998; Lagadic &l., 1997)

Les biomarqueurs permettent de détdeterpressions environnementales dans un

milieu donné avant méme que les effets néfastéassent sentir au niveau des organismes.
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On peut ainsi prédire les dommages potentiels pdumanacer un écosysteme et prendre des
mesures nécessaires pour remédier a la situatemt gue celle-ci ne devienne trop critique
(Den Besten etl., 2001)

Les biomarqueurs peuvent étre classéencatégories :

» Les biomarqueurs d'exposition,qui sont généralement caractérisés par leur réponse
précoce et leur spécificité de réaction. lls saorduits par un type spécifique de
polluants et, de ce fait, leurs variations sontidattices d'une exposition de
l'organisme a cette classe de polluaf@hampeau, 2005)

» Les biomarqueurs d'effetcorrespondent a une altération biologique qui,cerction
de lintensité de la réponse, peut étre associéeeaaltération possible de I'état
physiologique de l'individu, comme des effets sarctoissance ou sur le succes
reproducteur(Champeau, 2005)

> Les biomarqueurs de sensibilité/susceptibilitéutilisent la mise en évidence de
caractéres de résistance d'origine génétique dgsiemes a certains contaminants,
comme la synthese d'enzymes moins sensibles oaugreentation du pouvoir de

détoxication (résistance des insectes aux pestigi@bdampeau, 2005)

3.3. Les gastéropodes terrestrddelix aspersa comme bioindicateur

Au sens écologique général, on défini le concepbidendicateur comme étant : «
espéeces ou groupes d’especes qui, par leur prés¢oceleur abondance, sont significatifs
d'une ou de plusieurs propriétés de I'écosystémet dis font partie »(Guelorget et
Perthuisot, 1984) Les organismes bioindicateurs d’effets doiverg &ensibles a de faibles
perturbations de I'environnement tandis que lesuoigmes indicateurs de bioaccumulation

doivent tolérer les contaminants a de fortes camatons et présenter des propriétés

bioaccumulatrices.

De nombreuses études ont démontré que les modlasgastéropodes comme les
escargots terrestrételix aspersa sont des bioindicateurs de pollution notammentrdégux
et des HAP9qBarker, 2004 ; Elia etal., 2003; Grara etal., 2012) Ces consommateurs
primaires occupent une place particuliere danso$gstéeme a l'interface sol-air-végétation.

De ce fait, ils integrent plusieurs sources de ammation (sol, atmosphére, végétaux) par
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voies digestive, respiratoire et/ou cutanée. listippent a la décomposition et a la

fragmentation de la matiére organique et sont muglé dans de nombreuses chaines
alimentaires, y compris celle menant a 'lhomiarker, 2004).

Pour cela, ces especes sont utilisées dans lesmproges de bio-surveillance en tant

gue bio-indicateurs pour révéler précocement lsgnée et la toxicité d’'un ou plusieurs
polluants dans le milieu.
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CHAPITRE 02 MATERIEL ET METHODES

Notre travail a été effectué au niveauLdboratoire Pédagogique de Toxicologie du

Département de Biologie, Université Cheikh Larbbd@gsi — Tébessa-.
1 . Matériel biologique

Hélix aspersast un escargot tres répandu sur la facade mediéamne algérienne, son
aire de répartition écobiogéographique s’étend wetd'Afrique du nord et en Europe ;
'espéce a été décrite §de zoologue Danois Otto Friedrich Muller en 1774)

Helix aspersa aussi nommeéCantareus aspersusu Cornu aspersumdans la
nomenclature récente est un escargot tres répamnda fcade atlantique francaise et dans les

pays méditerranéens (Barker, 2001).

Sa position systématique selon Bonnet et Vrilld#9() est la suivante :

Regne : Animalia

Embranchement : Mollucsa

Classe: Gastropoda

Ordre : stylommatophora

Famille : Helicidae

Genre : Helix

Espéce : aspersa

Sous-espece : aspersa Figure 05: Helix aspersa

(Gbaiocco, 2009)

Les escargots utilisés dans notre éxgdrtation sont des escargots jeunes, leurs poids

moyen est de (11 g).

1.1.Anatomie d'Helix aspersa

Le corps d'un escargot consiste en un pi@due, une téte et une masse viscérale

enroulée placée dans la coquilleigure (05) montre I'anatomie telix aspersa
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Légende : (1.coquille - 2. foie - 3. poumon - 4. anus - 5. pore respiratoire - 6. ceil - 7.
tentacule - 8. cerveau - 9. conduit salivaire - 10. bouche - 11. panse -14. pénis - 15.

vagin - 16. glande mugqueuse - 17. ovaire - 18. sac de dards - 19. pied - 20. estomac -

21 rein - 22 manteatl - 22 ccetir - 24 canal déférent)

Figure 06 : Anatomie de I'escargot

(www.naturae-scientia.con)

1.2. Rythme d'activité

L'activité des escargots petit-gris mstferentiellement nocturne. Elle se synchronise
avec la photopériode naturelle et débute au coudhesoleil avec un maximum six heures
apres celui-ci(Chevallier, 1992). Les trois facteurs qui influencent cette activignts
I'hygrométrie du milieu (air et sol), la températat I'intensité lumineug€hevallier,1982).
Les escargots sont actifs si I'humidité relativd'ae est supérieure a 80% et si la température

minimale nocturne n'est pas inférieure a 9° C.

1.3. Estivation et hibernation

Une absence prolongée d'humidité provobesivation de I'escargotChevallier,
1992).L'animal se fixe alors sur un support en fermanivierture de sa coquille par un voile
de mucus solidifié : I'épiphragme. |1l reprend sontivité lorsque les conditions
environnementales sont plus favorables. Lorsquentgérature moyenne devient inférieure a

15° C, les escargots se mettent en hibernation eericsllant” sur un support ou en
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s'enfouissant dans le sol ou la litiere et secteterepiphragme d'hiver. Dans une atmosphére
humide, le processus d'hibernation s'effectue eseales de 5° C. Le raccourcissement de la
durée de jour semble avoir également une actiotasuise en hibernatiofBailey, 1981).

1.4. Croissance

Quatre phases de croissance ont étéieefm fonction de la taille et de la masse des
animaux mais aussi de leur différenciation sexy@lemot, 1997 b):

1. Phase infantile durant laquelle le tractus gémtilnon-différencié chez des animaux
de 0,02 a 0,69.

2. Phase juvénile relative a un tractus génital qupanise et a une gamétogenese active.
La masse est comprise entre 0,6 et 6,0 g.

3. Phase de maturation sexuelle ou phase préaduléamtdiaquelle les glandes annexes
femelles se développent. Elle concerne des essargoh bordés (absence
d’épaississement du péristome) de plus de 6 g.

4. La phase adulte a croissance nulle durant lagueleanimaux sont aptes a se

reproduire. lls sont alors bordés et pesent enételd g.

En général, la croissance naturelleylaagstade adulte s'étale sur deux ans si bien que
les individus sont le plus souvent considérés consmeuellement matures a partir du
deuxieme ou troisieme été suivant leur naissd@tevallier,1992).Cette croissance se fait
par pallier, au rythme des estivations et hibeomsti Les facteurs qui influencent la
croissance sont la température, I'humidité amejdiéclairement (longueur d'onde, intensité
et photopériode) ainsi que la nature du sol etadeourriture(Gomot ,1997)La durée de vie

moyenne d'un escargot en milieu naturel est dé &rss(Gomot et Gomot, 1995).

1.5. Reproduction

La période de reproduction commence éwtdu mois de mai et dure jusqu'a la mi-
septembre. L'accouplement implique une fécondati@tiproque par échange de
spermatophores entre les deux partenaires. Cefiee m&&st cependant pas absolue et certains
individus se comportent soit comme male soit confieneelle. L'autofécondation n'a été que
trés rarement constatée chez les escargots du ¢live et jamais pourHelix aspersa
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aspersala durée entre I'accouplement et la ponte variection des conditions du milieu.
En conditions optimales, elle est d'une dizaingpdes mais ce délai peut atteindre deux mois
suivant les conditions d'environnemgaguzan, 1981; Chevallier, 1982)Pour pondre,
I'escargot creuse une cavité de quelques centisnéeg@rofondeur dans le sol, y dépose ses
ceufs puis rebouche le "nid de ponte”. Le nombreemaj/ceufs par ponte varie de 80 a 130
pour des individus de différentes origir{®$adec 1983).

2. Matériel chimique

Dans notre expérimentation, les escargots ontrgit&s par un insecticide dont la molécule
active est la Cyperméthrine: Un pyréthrinoide pkaiable a large spectre, présentant une

action prolongée et des propriétés de biodégrhtfabi
3. Méthodes
3.1. Conditions d’élevage

Les escargots sont élevés dans les ¢onslid’environnement optimales suivantes :

Photopériodes 18h de lumiere / 24h, température 20 C.

Les escargots sont répartis dans desdeit plastiques transparentes, avec couvercle
perforé, chaque boite contient une éponge moyitee maintenir ’humidité. L'alimentation
fournie est les feuilles de laitue.

Les boites sont nettoyées régulierenejayr sur 2).
3.2. Mode de traitement

Le traitement des escargots est effeptar addition de concentrations croissantes de
Cyperméthrine dans les feuilles de la laitue ii&ntation). Nous avons retenu 4
concentrations et un milieu témoin. Les escargotd sépartis en 5 lots a raison de 6

escargots / loTableau 02.La durée du traitement est de 14 jours pour llegss
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Tableau 02 Caractéristiques physicochimiques et structure cutdére de la Cyperméthrine

(Source : fiche technique)

Co2H1oCIoNO3
416,3
Visqueux, couleur jaune ambré a brun
1,23-20 °C

Peu soluble dans I'eau (0,004mg/l mais Soluble data majorité
des solvants organiques

6,6
Relativement stable a la lumiere dans les eaux pecides et

instable dans les milieux alcalins

Tableau 03:Répartition des concentrations de cyperméthrine

o
o1
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3.3. Dissection et prélevement de I'hépatopancréas

Aprés 14 jours d'exposition a l'insect&iles escargots sont prélevés et placés pendant
48 h dans des boites en plastique humides et samstare, cette période de jeline permet

aux escargots d’excréter le contenu de leurs tdigestifs. Avant congélation et sacrifice de
I'animal.

Apres la dissection, I’hépatopancréds etin sont prélevés et peseés. Les dosages sont
réalisés au niveau de I'hépatopancréas. Ce destidivisé en 3 fragments :

* Un échantillon pour le dosage des métabolites ¢pres totales).
e Un échantillon pour le dosage du glutathion (GSH).

e Un échantillon pour le dosage du malondialdéhydB AW

Figure 07 Dissection et prélevement de I'hépatopancréas

3.4. Parametres étudiés
3.4.1. Parametres physiologiques
3.4.1évolution du poids des organes: hépatopancréesrein

Une fois les escargots disséqués, les hgpatoéas et les reins sont prélevés et pesés
individuellement .Le poids moyen de chaque lotoadtulé et comparé a celui du témoin, et
ce, pour les deux organes.
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3.4.2. Parametres biochimiques
3.4.2.1. Détermination du taux des protéines totade

Les protéines sont quantifiées selon la méthod@rdeford (1976).qui consiste a
additionner une fraction aliquote de 100 ul dwageant ou de la gamme étalon a 4 ml du
réactifs colorant bleu brillant de commassie (BBIG3).lecture des absorbances s’effectue a
une longueur d’onde de 595 nm au spectrophotonaesitde (JENWAY 6300).

La gamme d'étalonnage est réalisée a partir dumdepe standard, I'Albumine
Sérum de Beeuf (BSA).

3.4.2.2. Détermination du taux de glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selomléthode déVeckberker et Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimé&icde I'acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I'a&ek-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB)

par les groupements thiol (-SH) du glutathion mésuune longueur d'onde de 412 nm.

La lecture des absorbances est effectuée a unedong’onde de 412 nm . Le taux du

glutathion est quantifié selon la formule suivante

DO1 x 1,525

Taux du GSH

(UM/mg de protéines) 13,1x 0,8 0,5% mg de protéine

DO : Densité Optique

1: Volume total des solutions utilisées dans la dé&meation (0,2 ml ASS- 0,8 ml

homogénat).

1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le GSKDZ5 ml DTNB+ 0,5 ml
surnageant- 1 ml Tris-EDTA).

13,1 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupem&it a 412 nm).
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0,8 : Volume de 'homogénat utilisé en ml.
0,5 : Volume de surnageant utilisé en ml.

Mg de protéine Quantité de protéines exprimée en mg

3.4.2.3. Quantification du taux de malondialdéhyd¢MDA)

Le taux de malondialdéhyde est quansiéidn la méthode desterbauer, (1992) Le
MDA un métabolite qui peut étre détecté par unetiéa colorimétrique apres liaison avec
l'acide thiobarbiturique (TBA): La formation d'ungment rose apres la condensation du
MDA en milieu acide et a chaud avec l'acide thibiiarique peut étre mesuré par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 530 nm.

La concentration en MDA estcalculéeséddoloi de Beer-Lambert (DO=E.C.L):

DO x 106

MDA (umol/ mg de protéines) =

e XL x XFd

DO: Densité optique.

&: Coefficient d'extinction molaire du MDA.

L: Longueur du trajet optique: 1 cm.

X: Concentration de I'extrait en protéines (mg/ml).
Fd:Facteur de dilution (0,2083).

5. Etude statistique

L’analyse statistigue des données est teféecpar le test de student qui sert a comparer
entre deux échantillons (témoin et traité). Ce ésstréalisé a I'aide d’'un logiciel d’analyse
des données : Minitab (Version 14.0) (Dagnelie, 999
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CHAPITRE 03 RESULTATS

1. Effet du traitement par des concentrations crosantes de Cyperméthrine sur certains

parameétres physiologiques cheklelix aspersa

1.1. Effet des concentrations croissantes de la Gyqnéthrine sur I'évolution du poids
moyen de I'hépatopancréas des escargotdelix aspersa apres deux semaines de

traitement

La Figure (08) illustre les variations doigs moyen de I'hépatopancréas des escargots

traités par les concentrations croissantes de @ytbrine aprés deux semaines de

traitement.
/ N\
Poids moyen de I'hépatopancréas
C
@
‘2 1l4 1
o
c
8 12 -
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=< 0,8 -
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Concentrations croissantes de Cyperméthrine
. 4

Figure 08: Evolution du poids moyen des hépatopancréddid'aspersa exposés aux
concentrations croissantes de Cyperméthrine

Nos résultats montrent qu’il n y'a pae wifférence significative entre le poids moyen
des hépatopancréas des escargots témoins et ddaglescargots traités pour les différentes

concentrations, a savoir, 5; 10; 20 et 40 pgl/l.

Néanmoins, on remarque une diminution deszescargots traités par la plus forte

concentration (comparativement aux témoins). Giitenution est de 0,3g.
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1.2. Effet des concentrations croissantes de la Gggnéthrine sur I'évolution du poids

moyen du rein des escargotslelix aspersa aprés deux semaines de traitement

La Figure (09) illustre les variations dnigs moyen du rein des escargots traités par des

concentrations croissantes de Cypérméthrine alends semaines de traitements.

4 N\
Poids moyen du rein
0,7 -
o
= 06
g 0,5 -
>
©
c 0,4 -
[
2
£ 0,3 -
)
:§ 0,2 1 n=3
0,1 -
0
Témoin 5 g/l 10 pg/l 20 pg/l 40 pg/l
Concentrations croissantes de Cyperméthrine
G J

Figure 09: Evolution du poids moyen des reinBleix aspersa exposés aux concentrations

croissantes de Cyperméthrine

Nos résultats montrent qu’il a une légéimsinution entre le poids moyen des reins des
escargots témoins et de celui des escargots tpatésles trois plus fortes concentrations: 10;
20 et 40 pg/g. Ainsi, nous notons que le poids mayes rein des escargots témoins est de

0,52 g alors gqu'il n'est que de 0,44g pour ceaites par la plus forte concentration (4fl).

L'étude statistique révele que les difiées enregistrées entre les lots témoins et ceux

traités par les différentes concentrations du xinigjnes ne sont pas significatives.
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2. Effet du traitement par des concentrations croisantes de Cyperméthrine sur certains

parametres biochimiques cheHeélix aspersa

2.1. Effet des concentrations croissantes de la Gyqéthrine sur I'évolution du taux des
protéines totales au niveau de I'hépatopancréas descargotsHelix aspersa apres deux

semaines de traitement

La figure (10) montre I'évolution dauk des protéines totales en présence des
concentrations croissantes de Cyperméthrine auvanide |'hépatopancréas des escargots

aprés deux semaines de traitement

Evolution du taux des protéines totales

Zji.iim

Témoin 5 ug/l 10 pg/l 20 g/l 40 pg/l
Concentrations croissantes de cyperméthrine

Protéines totales(umol/ mg de tissu)

Figure 10: Evolution du taux des protéines totales au nivamlhépatopancread#ix
aspersa exposé aux concentrations croissantes de Cypelimgthr

Nos résultats mettent en évidence une angtien dose dépendante du taux des
protéines totales chez les escargots traités paolecentrations croissantes de Cyperméthrine
par rapport aux témoins. Cette augmentation esifigtive (P< 0.05) chez les escargots
traités par la concentration 10ug/l comparé awoténkn effet, cette différence est d'environ

0,85 pmol/mg de tissu.
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2.2. Effet des concentrations croissantes de Cypeétiirine sur I'évolution du taux de
glutathion (GSH) au niveau de I'hépatopancréas desscargotsHelix aspersa apres deux

semaines de traitement

La figure (11) met en évidence I'évolutdun taux de GSH en présence des différentes
concentrations de Cyperméthrine au niveau de ltbgpacréas des escargots aprés deux

semaines de traitement.
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Figure 11 :Evolution du taux de GSH au niveau de I'népatopias dtelix aspersa exposeé
aux concentrations croissantes de Cyperméthrine

Nous notons exposé une diminution dog®eundante et hautement significative<{p
0.01) du taux de GSH chez les escargots trapésjaement, par la plus forte concentration
(40 pg/l) comparé aux témoins. Ainsi, ce taux pats®,81 pmol/mg de protéines chez les

escargots témoins a seulement 0.37 umol/mg deipestéhez ceux traités par 40 pg/l.
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2.3. Effet des concentrations croissantes de Cypeétirine sur I'évolution du taux de
malondialdéhyde (MDA) au niveau de I'hépatopancréasies escargotsHelix aspersa
aprés deux semaines de traitement

L'évolution du taux de MDA chez les &gmts exposés aux concentrations
croissantes de Cyperméthrine est indiquée daniglme~12).
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Figure (12): Evolution du taux de MDA au niveau de I'hépatopaas dielix aspersa
exposé aux concentrations croissantes de Cyperimethr

Nous constatons une augmentation dosend@nte et hautement significative <p
0.05)chez les escargots traités par les deux plus fodesentrations 20 et 40 pg/l comparés
a ceux témoins. Ainsi, le taux de MDA est de 248iol/ mg de protéines chez les escargots
traités par la concentration 20 pg/l et envirofDZ4umol/ mg de protéines chez ceux traités
par la concentration 40 pg/l alors qu’il n'est qiee 15,61 umol/ mg de protéines chez les

escargots témoins.
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En raison de l'utilisation fréquenteirgensive des pyréthrinoides, leurs résidus sont,
souvent, détectés dans les écosystenyes Yang, 2014; Xing, 2012). Leur toxicité
croissante pour les organismes et leurs effetsogitples déléteres sont devenus un enjeu
important(Toumi, 2014). En fait, I'exposition de ces organismes a des nivé@s faible ou
a des concentrations sublétales de pesticidesrpprdaas leur environnement peut entrainer
divers changements métaboliques au niveau celulamamra, 2015; Velmurugan et al.,
2007).

Le stress oxydant se définit comme urégédibre de la balance entre les systémes de
défenses anti-oxydants et la production de ROSaesur de ces dernieres. Ce déséquilibre
peut avoir diverses origines, telles que la sumpctidn endogene d’agents prooxydants, un
déficit en antioxydants ou méme une exposition remviementale a des facteurs pro-
oxydants. Il entraine des Iésions biochimiquesiagan des cellules de I'organisme telles que
les altérations au niveau des protéines, I'apparite cassures au niveau de I'’ADN, ou des
atteintes de l'intégrité de la membrane cellul@ae I'induction d'une peroxydation lipidique
(Gueye, 2007).

L'objectif de notre étude est I'évaluatim la toxicité d'un composé pyréthrinoide Il
largement utilisé en Algérie, en l'occurrence, lparméthrine sur un organisme bio-
accumulateur/ bioindicateur de pollution, le gagp@de terrestreelix aspersa, a travers le

suivi de certains biomarqueurs du stress oxydatdmment les changements métaboliques .

bY

Dans un premier temps, nous nous sommiesessés a l'effet des concentrations
croissantes de cyperméthrine sur ['évolution dudgomoyen des organes comme
I'hépatopancréas: siege principal de la métabalisaet de la biotransformation des
xénobiotiques, notamment, les pesticides et le, reigane principal de I'élimination des
toxiques et/ou de leurs métabolites. Nos résulescernant le poids moyen de
I'hnépatopancréas montrent une perturbation cheedeargots traités par les trois premiéres
concentrations, a noter, 5; 10 et 20 pg/l et unerdition chez les escargots traités par la plus
forte concentration, a notre, 40 ug/l. En ce quides poids moyen du rein, nos résultats
indiquent une diminution nos significative chez éstargots traités par le xénobiotique par
rapport aux escargots témoins. Ces résultats pentrétre di a la répulsion de la nourriture,
et donc au jeune prolongé des escargots. De ptsiothbreuses recherches ont mis en
evidence le fait que dans un environnement pollfaéjmal se met dans un état de jeun

prolongé pour éviter la nourriture contamin@elgacem et Charef, 2018; Bourbia- Ait
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Hamlet, 2013; Grara et al., 2012; Gimbert et al., 2008). Par ailleurs,Gomot (1997),
explique que le mécanisme impliqgué dans linhilnitide croissance des escargots nourris
avec de la nourriture contaminée est difficile anitfier. Il pourrait s’agir d’'une inhibition
dans la synthése d’une hormone de croissance idgeaul développement des escargots

et/ou de leurs organes.

La présence d'un xénobiotique a des concentratmmgues, induit I'activation des systemes
de protection cellulaires qui auront pour tachpiégeage et /ou I'élimination des métabolites
toxiques. Les enzymes du stress oxydatif intengebrpar des réactions en chaine afin
d’empécher les lésions cellulaires résultantes 'ddatjue des radicaux libres et des
hydroperoxyde¢Benbouzid, 2012). En effet Les ROS peuvent endommager la structure des
macromolécules (acides nucléiques, protéines, dfichydrates de carbone), générer de
nouveaux produits oxydants, provoquer une toxicébulaire et des mutations génétiques
(Massart, 2011).

Dans notre étude, nous avons évalué dassaond temps, le taux des protéines totales.
Nos résultats ont mis en évidence une augmentdtiea dépendante et significative chez les
escargots traités par les différentes concentmitdin cyperméthrine comparé aux escargots
témoins. Ces résultats vont dans le méme sensegixedeBour bia-Ait Hamlet (2013) qui a
conduit une étude portant sur I'effet du téfluteyinn pyréthrinoide, sufelix aspersa, de
ceux de Bugrouz et Boualague (2018) et Radwan et Mohamed (2013), qui ont montré
une augmentation significative du taux de protéitegales en présence d'acétamipride et

d’'imidaclopride chez la méme espece.

Notre hypothese est que cette augmentabomrait étre liée a l'induction du processus
de détoxication mis en ceuvre par le systeme ardantycomposé d’enzymes et de molécules
antioxydantes de natures protéiqu@jha et al., 2011). En effet, La présence d'un
xénobiotigue a des concentrations toxiques, inbadtivation des systemes de protection
cellulaires qui auront pour tache le piégeage et’@mination des métabolites toxiques. Les
enzymes du stress oxydatif interviennent par dastigns en chaine afin d’empécher les
Iésions cellulaires résultantes de l'attaque dedicaax libres et des hydroperoxydes
(Benbouzid, 2012).
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Il est établi que les structures et fmmg des composants cellulaires peuvent étre
altérer par les ROS produit soit via le métabolisktulaire soit par des xénobiotiques, il en
résulte une désorganisation du métabolisme basalapd conduire en cas d’exposition
importante et prolongée a une toxicité cellulaiteuse désintégration membranaire. Pour
pallier a ces dommages, la cellule met en placktone série de mécanismes contribuant au

maintien de son intégrité ou a son adaptation@inaatation(Amamra, 2015).

Nous nous sommes intéresses, ensuite, alu®wn du taux de GSH, le thiol non
protéigue le plus abondant et principal piégeur mmzymatique de radicaux dans les
organismes vivants et plus particulierement chex&lules animale@V eister et Anderson,
1983). Dans ce travail, nous avons constaté une dimingignificative et de maniere dose-
dépendante chez tous les escargots traités paortappx témoins. Cette diminution est
probablement due a sa liaison aux radicaux libreduts par l'insecticide dans le but de les
neutraliser. Ces résultats sont en accord avec @eberfar (2012), (EI-Gendy et al ;2009)
et (Salama et al ;2005) qui ont rapporté la déplétion du glutathion chistix aspersa exposé
a difféerent pesticides comme le méthomyl et leoghyrifos. La réduction de la teneur en
GSH au niveau de la glande digestive est, égalers@rtalé par Douafer (2015) dans son
étude exposant des escargots au thiaméthoxanse dades de 200 et 400 mg/l pensant 96.

Le GSH a pour réle l'inactivation despeces radicalaires par des réactions rapides et
non enzymatique grace a son groupement thiol (-GkBlyanaraman et al., 1996;
Luperchio et al., 1996). Cette détoxication se fait par simple transferiet®ons, rendant
ainsi les ROS moins toxiques pour l'organis(®e Leve et Kaplowitz, 1991). En outre, il
participe a la détoxification des xénobiotiques omrétant un substrat pour les enzymes GST
et GPx , ce qui rend son réle encore plus crwaak la défense cellulaire contre la toxicité
des pesticidegQuiniou et al., 2007). Il convient de souligné, enfin, que l'effet toxéqdes
xénobiotiques, et notamment, des pesticides dégenaux de GSH : les études ont montré la
capacité des pesticides a induire un appauvrissethernaux GSH ce qui est susceptible
d’induire une lipoperoxydatiorfltziou et al. 2011).

En raison des travaux suscités, ngossjuger important de nous intéressé a I'étude

de la peroxydation lipidique en estimant le tawxadondialdéhyde.

Nos résultats ont mis en évidence amgmentation dose dépendante et hautement
significative au niveau de I'hépatopancréas, pdifiement, chez les escargots traités par les
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deux plus fortes concentrations comparativement témoins. Ces résultats vont dans le
méme sens que ceux deajer et abla (2018) ; Kamal et Hashem,(2012).Aussi I'étude de
(CHIALI et al ;2013) montre une augmentation de la concentration de MiBg\laire chez

des rats exposees a de faibles dose de la méhéuzi

Le MDA résulte de l'oxydation des acidgas polyinsaturées membranaires et rend
compte d'une lyse ou une dégradation de la memlsaibe aux attaques radicalaires dans
certaines conditions de stress, en particulier aesccontaminants organiques (pesticides) et
inorganiques (métaux). En effet, les radicaux Blsent susceptibles d’interagir au niveau des
doubles liaisons C=C avec les chaines d’acides mybBsnsaturés qui constituent le double
feuillet phospholipidiques des membranes. lls éménat alors la peroxydation des acides gras
polyinsaturéqGuetteridge et Halliwell, 1990) provoquant une désorientation membranaire
(perturbation des propriétés physicochimiques desmibnanes, des communications
intercellulaires et du fonctionnement des enzymesnbranaires) pouvant aboutir a la lyse
cellulaire. Les hydroperoxydes lipidiques formésitsaussi dégradés principalement en
malondialdéhyde (MDA), un aldéhyde trés réactifasgis des macromolécules telles que les
protéines, 'ARN ou I'ADN. Il peut former des adtlia '’ADN pouvant induire un effet
mutagene pour l'organisme, ou se complexer auxeacigninés ou encore au glutathion et.
Ces composes reagissent de maniere covalente eseprdtéines et les inactives. C'est
pourquoi, ces atteintes membranaires altérentylst@rses de transfert d'ions comme Ca
ainsi que le fonctionnement de nombreux transpmiegcepteurs et affectent les voies de
transduction des signag&sismondi, 2012). Le caractere lipophile de l'insecticide utiliséga
notre étude a certainement contribuer a sa pémétrdans les cellules perturbant, ainsi,
I'orientation des phospholipides et provoquant cleengements dans la fluidité membranaire.
Par ailleurs)augmentation du taux de MDA et la diminution diveau de GSH observées
dans I'hépatopancréas suggéerent que l'augmentdéida peroxydation lipidique peut étre

une consequence de I'épuisement de @Bksen Aydin, 2011).

Pour conclure, I'exposition des escarddéiix aspersa aux concentrations croissantes de
Cyperméthrine a induit une hépatotoxicité qui s'¢éstiduite par des perturbations
physiologique et métabolique. En effet, nos résuitlustrent une augmentation significative
de la teneur en protéines totales et une diminutame dépendante et significative du taux de
GSH traduisant le déclenchement du systéme de iiéaon. Par ailleurs, l'augmentation
significative du taux de MDA indique la survenueur® peroxydation lipidique due,

certainement, a un stress oxydatif.
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Ces résultats laissent un grand poimttetiiogation quant a l'effet indésirable de la
Cyperméthrine méme a de faibles concentrations.tdd@ps plus, qu'elle est largement

utilisée.

Au terme de ce travalil, il serait int&a@st de

M élargir cette investigation en incluant d'autredéoales du métabolisme
basal et d'autres espéces.

M confirmer ces résultats par des études histopajiiples des différents

organes.

M étudier la toxicité de ce pesticide sur les ceufs dscargots et des

juvéniles.

M étudier le devenir et la toxicité des pesticidedeeteurs métabolites dans
des microcosmes obéissant aux conditions natuBigpositions.
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