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Résumé

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la toxicité du biopesticide
a base d’Emamectine benzoate un insecticide nouvellement homologué en Algerie, sur un modele
cellulaire paramecium sp. et un modele pluricellulaire Helix aspersa.

Les premiers résultats montrent que I’EMB provoque une diminution dose-dépendante du
poids moyens des escargots et de certains de ses organes (hépatopancréas, rein et coquille). Par
contre chez la paramécie, ce xenobiotique inhibe la croissance.

Concernant les biomarqueurs de la toxicité, nous avons mis en évidence une diminution
dose dépendante du taux de GSH, parallélement a I’induction des activités GST et CAT, ainsi
qu’une inhibition de I’activit¢é AChoE. D’une autre part I’exposition des deux espéces a I’EMB a
mis en évidence une libération de MDA témoignant d’une peroxydation lipidique. De plus, chez
la paramécie, nous avons mis en évidence une perturbation du métabolisme respiratoire

L’examen histopathologique a confirmé la toxicité de ’EMB chez les escargots, et ce a
travers les altérations irréversibles observées au niveau de 1’hépatopancréas, du rein et du
poumon.

L’un des aspects les plus originaux de ce travail est I’identification in silico d’un pesticide
moins toxique qui été réalisé a travers l’adaptation de I’outil «Sys PL » basé sur une
amélioration de 1’approche ligne de produits par un modeéle générique qui est un produit moins
toxique pour I’homme et son environnement. Cela a été réalisé a partir de nos résultats et d’autres

disponibles dans les banques de données, en utilisant une approche multi biomarqueurs.

Mots clés: Emamectine Benzoate, Biomarqueurs, Stress oxydant, Métabolisme respiratoire,

Histopathologie, Bioinformatiques, In silico, Helix aspersa., Paramecium sp.



Abstract

In this study we were interested, to the evaluation of the toxicity of the biopesticide based
benzoat emamectin, a newly registered insecticide in Algeria, on a cellular model paramecium
sp. and a multicellular model Helix aspersa.

The first results show that benzoate emamectin causes a dose-dependent decrease in the
weight of snails and some of its organs (hepatopancreas, kidney and schell), by cons this
xenobiotic inhibit growth in paramecium sp.

Concerning biomarkers of toxicity, we demonstrated a dose-dependent decrease in GSH
parallel to the induction of GST and CAT activities and an inhibition of the activity AChoE. On
the other hand, the exposure of both species at the EMB showed a release of MDA indicating
lipid peroxidation; In addition, in paramecium we demonstrated a disturbance of the respiratory
metabolism.

Histopathological examination confirmed the toxicity of EMB in snails, through the
irreversible changes observed in the hepatopancreas, kidney and lung.

One of the most original aspects of this work is the identification in silico of a less toxic
pesticide, which was achieved through the adaptation of the "Sys PL™ tool, based on an
improvement in the product line approach with a generic model that is less toxic to humans and
their environment. This was realised from our results and other available databases, using a multi

biomarker approach.

Key words: Benzoat Emamectin, Biomarkers, Oxydatif stress, Respiratory metabolism,

Histopathology, Bioinformatics, In silico, Helix aspersa, Paramecium sp.
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Généralites

Depuis le début du siécle, I’environnement a été soumis a la pression croissante des
activités industrielles et humaines dont les effets se sont fait rapidement sentir, le recours aux
pesticides pour usage agricole en Algérie est devenu indispensable pour atteindre les niveaux de
production maximaux et satisfaire une demande de plus en plus accrue des consommateurs en

produits alimentaires (zaouani, 2010).

Cependant les pesticides peuvent étre trés nocifs, ils peuvent endommager 1’environnement
et s’accumuler dans les écosystémes ; comme ils possédent le potentiel de causer toute une
gamme d’effets toxiques envers la sant¢ humaine, dépendamment de la dose appliquée, parmi
lesquels le cancer, les dysfonctions des systemes reproductifs, des systémes endocriniens et
immunitaires, les malformations congénitales, I’atteinte aigué et chronique du systéme nerveux et

I’endommagement des poumons (Jawich, 2010, Veillerette,2005).

L’évaluation du risque des produits phytosanitaire peut adéquatement rendre compte des
dangers de ces produits pour I’humain et pour I’environnement .De plus I’arrivé sur le marché
des pesticides, les dispositifs actuels d’évaluation de la toxicit¢ de ces produits demeurent
parsemés d’incertitudes. L’absence de certitude scientifique absolue ne doit pas servir de prétexte
pour remettre a plus tard ’adoption de mesures effectives visant a prévenir la dégradation de

I’environnement (Laurin, 2007).

Le toxicologue est de plus en plus impliqué dans la détermination des limites d’exposition
ou dans 1’évaluation du risque, ces déterminations prennent en compte 1’étude rationnelle des
effets toxiques, la mise en évidence de doses qui ne produisent pas d’effets, ou des effets sur le

minimum d’individus (Zaouani, 2010).

Il est nécessaire de disposer d’indicateurs de perturbation de I’environnement a travers des
organismes ou un ensemble d’organisme que 1’on utilise comme sentinelles en étudiant les
modifications physiologiques , biochimiques et écologiques qui les affectent .Ces étres vivants

tres sensibles aux contaminants présentent 1’intérét de se préter plus facilement que I’homme aux
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études des effets des polluants et permettent de mettre en évidence des pollutions chroniques ou
brutales (Echaubard,1995 ;Hellawell,1986).

1 Classifications des produits phytosanitaires

Les pesticides peuvent étre classés en fonction de la nature de I’espéce a combattre mais
aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les compose
(Fournier, 1988).

Le premier systeme de classification repose sur le type de parasites a controler.il existe
principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des cibles
visees : les herbicides, les fongicides et les insecticides,a celles-ci s’ajoutent des produits divers
tels que les acaricides (contre les acariens),les nématicides (contre les nématodes),les rodenticides
(contre les rongeurs) , les taupicides (contre les taupes),les molluscides(contre les limaces et les
escargots),les corvicides et les corvifuges (contre les oiseaux ravageurs de culture et surtout les
corbeaux) et enfin les répulsifs (ACTA,2005).

Le deuxiéme systéme repose sur la nature chimique de la substance active majoritaire qui
compose les produits phytosanitaires (tableau 2), les pricipaux groupes chimiques comprennent
les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les triazines et les
urées substituées. (Merhi, 2008 ; UIPP, 2009).

Les systéemes de classifications sont universels, néanmoins 1’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS, 2005) a classé les produits phytosanitaires en fonction de la toxicité orale et de la
toxicité cutanée des matieres actives de ces derniers (tableau 1).cette classification comprend cing

niveaux allant d’extrémement dangereux au sans risque.
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Tableau 01 : Classification de la toxicité aigue des pesticides (OMS, 2005)

Classification Désignation DL50 pour le rat (mg/Kg poids du corps)
] Oral Cutané

Classe Niveau du risque Solide Liquide Solide Liquide
la Extrémement dangereux <5 <20 <10 <40
Ib Trés dangereux 5-50 20 -200 10 -100 40 -400
I Modérément dangereux 50 -500 200- 2000 | 100-1000 | 400 -4000
Il Peu dangereux >500 >2000 >1000 >4000
U Sans risque dans le cadre [ > 2000 > 4000

d’une utilisation normale

Tableau 02 : Croisements entre classification chimique et classification biologiques des pesticides

(Calvet et al., 2005).

Groupe

Antiparasitaires
(insecticide et

Anticoccidiens)

Classe chimique

Insecticides minéraux

Exemples des molécules

Arséniate de plomb, fluorure d’aluminium, composés

soufrés, mercurique, séléniés.

Organochlorés

DDT (dichlorodiphényi trichloréthane)

HCH (hexachloro-cyclohexane)dont le lindane

Organophosphorés

Dichlorvos,carbofuran,carbaryl,benfuracarbe

Carbamates

Aldicarbe,carbofuran,carbaryl,benfuracarbe

Pyréthrinoides

Perméthrine,cyperméthrine,déltaméthrine

Macrolides endectocides

Ivermectine,dormectine,abamectine,

moxidectine,sélénamectine,éprinomictine

Herbicides minéraux

Sulfates ,nitrates,chlorures,chlorates,cyanamide

Phytohormones Pichloranne,trichlopyr,fluroxypyr,glyphosphate
Herbicides Carbamates Asulame,diallate,sulfallate
Dérviés de 1’urée Mouron,Dinitrophénols,Aminotriazole
Divers Triazines,dinitrophénols,aminotriazole
Dithiocarbamates Mancozebre,manebe,zinébre,propinébre
Fongicides Carbamates benzimidazolés | Bénomyl,carbendazime

Dérivé de I’imidazole

Kétoconazole, niconazole,imazalil,prochloraz.
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2 Devenir des produits phytosanitaires dans I’environnement

L’utilisation importante des produits phytosanitaires en agriculture a engendré la
contamination de I’environnement .A la suite de leur application, ces molécules sont susceptibles
de quitter leurs sites d’application et sont alors considérées comme micropollunats organiques a
I’origine de la pollution de tous les compartiments environnementaux (Shrack et Coquil, 2009).
Du fait de leur toxicité et de leur potentiel de bioaccumulation, ces molécules présentent un
risque pour I’environnement en général (Wendt-Rasch et al., 2004 ; Capkin et al., 2006).

D’un autre coté de nombreuses études ont montré la présence de produits phytosanitaires
ou de leurs résidus dans 1’atmosphere aussi bien en milieu rural, qu’en milieu urbain (Terfaya et
al., 2009 ; Trevisan 1993 ; Chevreuil et Garmouma, 1993 ; Sanusi, 1996), ces composes peuvent
étre soumis au transport atmosphérique. La diffusion est possible sur de grandes distances comme
en témoigne la détection de pesticides organochlorés dans les précipitations en Antarctique
(Bidlemn et al., 1993).Le sol et les ressources en eau sont aussi concernés par cette pollution. Les
pesticides peuvent aussi étre transportés par ruissellement et contaminer ainsi les eaux de surface
et les nappes phréatiques, Actuellement la contamination des eaux par les pesticides est

préoccupante et généralisée. (Grange et al., 2008).

3 Résidus et indices toxicologiques
Selon le Codex Alimentarius (FAO/OMS, 1994), un résidu de pesticide est toute substance

(Derivé, métabolite, impureté...) présente dans les aliments, les produits agricoles ou les aliments
pour animaux par suite de I'utilisation d’un pesticide. Les résidus de pesticides sont le souci
permanent de la communauté scientifique et des organisations de santé publique a travers le
monde. La surveillance des résidus de pesticide est un outil clé pour assurer la conformité avec la
réglementation et contrdler le respect des Bonnes Pratiques Agricoles (Pico et al, 2004).

Résidu toxique signifie évidemment tout résidu pouvant avoir une importance sur le plan
toxicologique dans la marge des doses résiduelles ; il n’y a pas de compose toxique mais plutot
des doses toxiques (Abhauer, 1991). Pour cela, nombreuses méthodes hautement sophistiquées
ont été mises au point pour détecter, identifier et mesurer les multirésidus contaminant des
matrices de différentes natures (Juhasz et Naidu, 2001 ; Young et al., 2001 ; Fussel et al., 2002 ;
Cliff et al., 2003 ; Baril et al., 2005).
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4 Toxicité et genotoxicité des pesticides

En dépit de leur sélectivité et mode d’action spécifique, les pesticides exercent leur nocivité
envers les organismes involontairement exposes, suite a la contamination de 1’environnement et
de la chaine alimentaire. Ils sont cytotoxiques, neurotoxiques, embryotoxiques, mutagenes,
tératogenes ou carcinogenes (Fishbein, 1977).1ls exercent leur action toxique par génotoxicité
directe, ils peuvent donc subir une activation métabolique et former des intermédiaires
¢lectrophiles capables d’interagir avec les acides nucléiques ; ou par d’autres moyens indirects tel
que le stress oxydatif, ’inhibition de la communication intercellulaire, la formation de récepteurs
activés ou autres (Rakitsky et al., 2000 ; Suwalsky et al., 2000 ; Lin et al., 2002 ; Hurst et
Sheahan, 2003). En plus, les effets produits par la combinaison de plusieurs matiéres actives sont
supérieurs aux effets individuels additionnés a cause de I’interaction entre les molécules

simultanément présentes.

Prenant I’exemple du penconazole qui stimule la toxicité des organophosphorés (OP)
envers les mammiferes, ceci résulterait d’'une induction du cytochrome P450 responsable de la
réaction d’activation des OPs en leur métabolite toxique 1’oxon (Levine et Oris, 1999).
Pareillement, le propiconazole augmente I’action toxique du parathion en activant la formation du
paraoxon ; la toxicité des pesticides organophosphorés envers des organismes non ciblés serait
donc induite par une exposition antérieure au propiconazole (Levine et Oris, 1999). Aussi, le
mélange diméthoate, azinphos-méthyle, diazinon, pyrimiphos-méthyle, et bénomyl exerce une
toxicité tres élevée par rapport aux substances testées individuellement sur des cellules humaines,
les concentrations habituellement trouvées sur les fruits (0,4 a 100 ppm) entrainent une inhibition
de I’acétylcholine estérase et de la syntheése protéique, et 1’effet du mélange ne peut pas étre

estimé a partir des tests réalisés séparément pour chaque matiére active (Marinovich et al., 1996).

5 Caractéristiques du Proclaim

Le Proclaim est un insecticide constitué de 5%d’Emamectine Benzoate.ll s’agit d’un
groupe d’insecticides naturels, qui renferme plusieurs produits de structure plus au moins
complexe.la plus importante famille appartenant a cette classe d’insecticide, «les avermectines »
(Terry-Robert et al., 1998).
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Les avermectines (a : anti ; verm ; ver ; ect : ectoparasite ; in : produit pharmaceutique) sont
des lactones macrocycliques naturels issu de la culture de Streptomyces avermitilis. Les
avermectines peuvent étre utilisés en médecine humaine et vétérinaire (Derlon, 2006).Leurs
découverte a conduit a un veritable boulversement dans la lutte contre certaines parasitoses, et
notamment les filarioses (Boussineq, 2005).1a strongyloidose (anguillulose) ou gastro-intestinale
et la gale humaine (Marigny et al., 2001). Elles sont utilisées a grande échelle pour combattre les
ectoparasites et les endoparasites, ainsi que les ectoparasites chez les poissons d’aquaculture.
(Kovecses et David, 2005; Derlon ,2006). Ces antiparasitaires sont mis sur le marché
international en 1981(Meissonnier, 1997 ; Boissay, 2007), et leur utilisation en tant que pesticide
en agriculture a vu le jour depuis 1985(Boissay, 2007).Plus de cing milliards de produits
commercialisés a base d’avermectine ont été vendus dans le monde (Shoop et Soll, 2002), dont

I’Emamectine benzoate.

Bien que I’abamectine soit un acaricide actif contre une trés grande gamme d’insectes, il
s’est avéré moins actif sur les 1épidopteres, ce spectre d’action déficient a initié des programmes
des tests biologiques en 1984 dont le résultat était la découverte de 1’avermectine semi-
synthétique de deuxiéme génération : I’Emamectine benzoate, ce composé présente une haute

efficacité conte les larves des 1épidoptéres et d’autres insectes (Ishaaya et Degheele, 1998).

6 Caractéristiques chimiques de ’Emamectine benzoate (Proclaim)

Proclaim est un insecticide obtenu par synthése chimique a partir de I’abamectine (un
composé qui contient 1’avermectine Bla et l’avermectine Blb) par substitution d’un
aminomethyl (NH-CH3) par un groupe hydroxyle (-OH) au niveau du carbone C4 (Heasook,
2004). Cet insecticide du nom chimique « 4benzoate d’epi-methylamino-4’deoxyavermectine
Bl» est un mélange d’un maximum de 90% de 4benzoate d’epi-methylamino-
4’deoxyavermectine Bla(MAB1a) et un minimum de 10% de 4 benzoate d’epi-methylamino-4
deoxyavermectine B1lb(MAB 1b), (Purvine,2005), Dodd (2008) a représenté la formule
développée de cette molécule voir (Figure 01).
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o

B,y R=CH,CH,-
|
1By, R=CH,

Figure 01 : Structure chimique de I’Emamectine benzoate (Dodd,2008)

6.1 Mode d’action de ’Emamectine benzoate (Proclaim)

L’Emamectine benzoate est classé dans le groupe des activateurs des canaux chlore
(figure 2).1I agit au niveau neuromusculaire,en se fixant de maniere irréversible au niveau du
récépteur GABA(situé au niveau de la synapse inhibitrice de la contraction musculaire) et sur le
récépteur glutamate H (situé au niveau de la cellule nerveuse) (Syngenta,2009).Cette fixation
provoque un blocage des canaux chlore en position ouverte et donc un flux entrant d’ions
chlore.au sein des cellules nerveuses ,il s’ensuit une hyperpolarisation cellulaire qui bloque toute
activité nerveuse et entraine une inhibition de la contraction musculaire de 1’insecte donc une

paralysie (Bloomquist,2003).

Interneurone
terminal

Benzodiazépine
GABA

Récepteur

au glutamate H

récepteur aux macrolides
antiparasitaires d

Canal CI-
+

Motoneurone

Figure 02 : Mode d’action de I’Emamectine benzoate (Beugnet, 1997)
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6.2 Pharmacocinétique de ’Emamectine benzoate (Proclaim)

L’Emamectine benzoate est faiblement métabolisé par I’organisme est donc rapidement
éliminée et excrétée en majeur partie dans les excréments (plus de 98% du total des résidus
radioactifs est observé chez les rats aprés une administration unique par voie orale d’une faible ou
forte dose d’Emamectine benzoate). Cependant, une faible radioactivité est observée dans les
urines (< a 0,4%) et au niveau des tissus (< a 1,6%) (Mushtaq et Syntasckos, 1996).

6.3 Toxicologie de ’Emamectine benzoate

e Toxicité aigué
Les signes observés de la toxicité aigue suite a une exposition orale de ’Emamectine
benzoate révele : des tremblements, une ataxie, une activité diminuée, une ptose et une perte de
reflexe. En plus il a été observé chez le rat une irritation et hypersalivation ainsi qu’une

dégénérescence du cerveau, de la moelle épiniere et du nerf sciatique (EMEA, 2003).

e Toxicité chronique

Le principal effet chronique est en premier lieu neurotoxique, les principaux symptomes
sont des signes cliniques de neurotoxicité, une diminution du poids corporels des animaux, une
constipation et des Iésions histo-pathologiques au niveau du nerf sciatique (EMEA, 2003). Les
cibles de I’emamectine benzoate sont les récepteurs glutamate au niveau des terminaisons
nerveuses, leurs effets chroniques sont plus importants sur le systéme nerveux il se manifeste par
une dégénérescence de la moelle épiniere, du cerveau et des anomalies neurologique (Federal
Register, 2003 ; FINAL REPORT, 2007).

6.4 Comportement dans I’environnement

La principale voie de dégradation de I’Emamectine benzoate dans le sol est I’oxydation.
En contact avec le xénon il est rapidement dégradé, le clivage des liaisons osidiques de la
molécule donne naissance a des groupements monosacharidiques et des aglycones (Roberts,
1998). Au niveau de la plante, I’Emamectine benzoate est rapidement dégradé en complexes

polaires de faible poids moléculaire (Roberts et Huston, 1998).
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7 Objectifs de I’étude

Nous avons choisi de travailler sur deux composants majeurs de 1’environnement:
I’escargot Helix aspersa. et la paramécie paramecium sp. Ces organismes possedent de multiples

avantages leurs permettant d’étre considérés comme des espéces sentinelles potentielle.

e Les biomarqueurs en toxicologie
Les biomarqueurs sont mesurés au sein d’individus appartenant a une espece sentinelle.
Cette derni¢re est la plupart du temps une espeéce bioaccumulatrice, c’est a dire capable
d’accumuler les contaminants présents dans 1’environnement jusqu’a des concentrations
supérieures a celles du milieu ambiant. Cette bioaccumulation peut s’effectuer directement

(bioconcentration) et/ou indirectement via les voies trophiques (bioamplification) (Vidal, 2001).

Les espéces sentinelles sont présentes naturellement dans le milieu étudié ou sont
transplantées dans celui-ci par encagement («caging»). Elles doivent posséder des
caractéristiques particuliéres: sensibles, abondantes, présentant une large distribution
géographique, adaptées aux variations de divers parameétres environnementaux (température,
oxygénation, etc...) et relativement résistantes aux différents contaminants présents dans le

milieu. De plus, leur physiologie doit étre bien connue (Amiard et al., 1998).

L’escargot Helix aspersa. et la paramécie paramecium sp. présentent toutes ces
caractéristiques. De plus, ces deux mod¢les biologiques filtrent de grandes quantités d’eau pour
satisfaire leurs besoins respiratoires et nutritionnels et de ce fait, peuvent accumuler
d’importantes quantités de substances chimiques dissoutes ou en suspension. Elles sont donc
largement utilisées comme especes sentinelles dans de nombreux programmes de biosurveillance
(Rouabhi, 2005, Benbouzid et al., 2012 et Viarengo et Canesi, 1994).

L’objectif principal de notre étude est 1’évaluation du stress oxydant induit par le Proclaim
sur deux modeles biologiques: un modele cellulaire : Paramecium sp. et un modeéle

pluricellulaire Helix aspersa. , et de comparer les réponses des deux especes.
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Dans ce but nous avons étudié au sein de ces organismes les variations de plusieurs
paramétres biochimiques considérés comme biomarqueurs potentiels de pollution, apres
exposition a des conditions contr6lées. Nous avons privilégié une approche multibiomarqueurs en

sélectionnant de multiples parameétres biochimiques.

Cette ¢tude nous a permis de suivre 1’évolution de certains parametres physiologiques et
biochimiques des deux especes traités aux concentrations de proclaim, en 1’occurrence le poids
des escargots et de leurs organes ainsi que la croissance des protistes, le suivie des biomarqueurs
chimiques, et 1’étude polarographique, nous avons aussi réalisé des coupes histologiques au
niveau de I’hépatopancréas, du rein et du poumon des escargots. Et enfin nous avons mis en
place dispositif informatique qui vise a étudier ’identification in silico d’un nouveau produit

insecticide moins toxique parmi une gamme d’insecticide disponible sur le marché.
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Chapitre 1 Physiologie et Biométrie

Introduction

Divers impacts létaux et sublétaux ont été observés sur des organismes non cibles exposées
aux avermectines. La majeure partie de cette recherche a porté sur 1’exposition de la faune aux
déjections du bétail dans les paturages. Cependant, de plus en plus de recherches ont été
consacrées aux conséquences néfastes de 1’exposition des organismes marins aux avermectines.
(Kovecses et David, 2005).

Les essais de Toxicité in situ et in vivo sur des invertébrés terrestres particuliérement ont
révelé des effets toxiques des Avermectines deés les plus faibles concentrations avec une CL 50 de
0,036 ppm pour Scathophaga stercoraria avec une mortalité a long terme (Strong et James,
1993). Selon Kriiger et Scholtz (1998a, b), I’Ivermectine inhibe le développement des larves et
empéche la pupaison.

De plus selon Svendsen et al. (2002). L’exposition aux avermectines peut induire une
réduction de la croissance (inhibition du développement de quelques espéces larvaires et
nymphales, diminution de I’émergence ou de la largeur de la capsule céphalique des larves), une
altération de la reproduction (diminution du nombre d’ceufs, modification du comportement
d’accouplement et anomalies ovariennes), perturbation de I’équilibre hydrique et diminution de la
capacité de muer normalement. De plus, certains chercheurs ont remarqué le développement
anormal de mouches exposées aux déjections d’animaux traités a 1’ivermectine. Ces anomalies
incluaient I’induction d’une asymétrie fluctuante de la nervation des ailes. Par contre, les vers de
terre auraient une grande tolérance a I’exposition aux avermectines qui n’auraient aucun effet sur

leur survie ou sur leur reproduction (Svendsen et al., 2002).

Ainsi, la bioaccumulation /Rémanence des Avermectines dans 1’environnement demeure une
préoccupation majeure. Actuellement les études sur divers organismes cibles et non cibles
laissent présager des résultats probants, notamment a travers la recherche de corrélation entre les
concentrations internes et les effets toxiqgues comme moyen de prédire ces effets en mesurant la
quantité de polluant accumulée par un organisme (Davies et Rodgers, 2000 ; Hopkin, 1990 ; Mc
Carty et Mackay, 1993 ; Van Straalen, 1996).
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C’est ainsi que Depledge et Rainbow (1990), considérent que la charge corporelle totale
dans un organisme n'est pas une approche suffisante pour localiser et prédire les effets toxiques,
car la toxicité peut étre influencée par la distribution du contaminant dans les différents tissus.
Cette approche a surtout été utilisée pour relier les concentrations corporelles critiques avec des
effets biologiques (physiologiques, biochimiques, moléculaires.....) chez les invertébrés dans des
tests en laboratoire et sur terrain (Van Straalen ,1996 ; Jarvinen et Ankley ,1999).

L'inhibition de la croissance des especes biologiques induite par les contaminants peut
résulter de troubles métaboliques, comportementaux ou de perturbations du contréle
neuroendocrine. Au niveau individuel, une conséquence écophysiologique importante de
I'inhibition de croissance peut engendrer un retard de la période de maturité sexuelle (LaskowskKi
et Hopkin, 1995D).

Plusieurs processus physiologiques sont susceptibles d'étre impliqués dans les
perturbations de la reproduction. Des insecticides et des perturbateurs endocriniens sont
responsables de perturbations des processus métaboliques et hormonaux liés a la reproduction de
gastéropodes aquatiques (Wilbrink et al., 1992; Jumel et Lagadic, 2000). Les effets déléteres sur
la reproduction peuvent concerner des perturbations de la gamétogenése, du développement des
organes reproducteurs (Gomot-de Vaufleury et Keroas, 2000) ou encore du développement
embryonnaire. Les mécanismes biochimiques et physiologiques responsables de tels effets restent
a identifier (Ravera, 1991).

2 Objectif du travalil

L’objectif de ce chapitre est d’étudier les effets morphophysiologiques d’un insecticide a
base d’Emamectine Benzoate sur deux modéles bioindicateur/bioaccumulateur de la pollution,
Paramecium sp. et Helix aspersa. a travers le suivis du poids corporel, de la coquille et des

organes mous d’Helix aspersa. ainsi que la cinétique de croissance des paramecies.
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2.1 Choix de Paramecium sp. comme modéle biologique
Les espéces utilisées lors de ces tests sont choisies afin de répondre au mieux a ces critéres,

qui se traduisent par les contraintes suivantes :

e Le taxon est présent, abondant et facilement identifiable (Marchese et Brinkhurst., 1996).

e Sadistribution géographique est large (Bennett et Cubbage, 1992).

e Il joue un role important dans le fonctionnement de 1’écosystéme (Kosmala et al., 1999).

e Son élevage et sa manipulation sont simples (Taylor et al., 1991).

e Son habitat naturel correspond au compartiment aquatique testé (Taylor et al., 1991).

e |l est sensible au produit testé (Mc Pherson et Chapman, 2000).

e Il est possible d’étudier les effets aigus et chroniques du produit et éventuellement sa

bioaccumulation (Chapman, 2001).

Paramecium sp. est I’une parmi de nombreuses espéces qui soit susceptible de satisfaire au
moins partiellement ces criteres. En effet, cette espéce eucaryote unicellulaire est facile a cultiver,
sa taille permet de suivre a faible grossissement le cycle cellulaire, la conjugaison, le
comportement, la sécrétion,la morphogenése, et les mutations touchant une gamme de fonctions
cellulaires. Plusieurs particularités biologiques en facilitent 1’étude biochimique.et d’autre part, le
processus d’autogamie, qui produit des clones 100% homozygotes, simplifie [’analyse
toxicologique.

L’ensemble de ces données expérimentales nous ont donc conduits a choisir Paramecium

Sp. comme modele d’étude.

2.2 Choix d’Helix aspersa . comme modéle biologique

Plus récemment on s’est intéressé en milieu terrestre a la faune du sol et notamment aux
escargots (mollusques, Gastéropodes, Pulmonés), ils remplissent les criteres précédement
développés et sont reconnus comme les indicateurs écologiques pertinents (Berger et Dallinger
1993, Cortet et al., 1999), carils représentent une bio masse significative au sein de la
communauté des invertébrées des sols (Dallinger et al., 2001).

IIs occupent une situation privilégiée a I’interface sol-plante-atmosphere, et ils intégrent des

sources et voies de contaminations multiples (Barker, 2001).
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Ils possédent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux polluants
metalliques (Viard et al., 2004), et organiques (Sverdrup et al., 2006).

IIs presentent des réponses physiologiques (inhibition de croissance et de reproduction,
mortalité) (Notten et al.,2006) et biochimiques (Regoli et al., 2006) quand ils sont éxposés aux
contaminents.

IIs constituent un élément de réseaux trophique qui contribue au transfert des polluants du
sol et /ou des plants aux prédateurs (Beeby 1985, Laskowski et Hopkin 1995, Scheifler et al.,
2002).

Le choix préférentiel de cette espéce est principalement lié a sa distribution mondiale,
traduisant ses capacités d’adaptation a des biotopes des sols et des climats variés et a sa facilité

d’¢levage (Gomot et Deray 1987).

3 Matériel et Méthodes

Notre travail a été effectué au niveau du Laboratoire de Toxicologie Cellulaire (LTC) du

département de biologie de 1’université Badji Mokhtar —Annaba.

3.1 Matériel biologique

3.1.1 Apports de I’approche multi-espéces

Afin de permettre I’application d’une suite biomarqueurs dans un grand nombre de
situations, il semble également intéressant de valider I’utilisation de ces outils de biosurveillance
chez différents taxa (Brown et al.,, 2004 ; Cheung et al., 2006). En effet, une approche
plurispécifique efficace fournit des indicateurs de stress chez des espéces qui difféerent a la fois
par leur sensibilité au stress et/ou a la pollution, par leur physiologie, le groupe fonctionnel
auquel elles appartiennent au sein d’une communauté, ainsi que par le compartiment de
I’écosystéme auquel elles sont principalement exposées, a savoir la colonne d’eau, le sédiment ou
leur interface (Sanchez et Tarazona, 2002 ; Brown et al., 2004 ; Cheung et al., 2006). Pour des
raisons pratiques, et afin de préserver un certain réalisme écologique, le développement et la
validation d’une suite de biomarqueurs chez différentes espéces permet son application a plus
grande echelle, en tenant compte a la fois de la présence des différents taxa sur le terrain, de leur
type d’habitat (Brown et al., 2004), ainsi que de leur accessibilité.
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e Helix aspersa.
Le premier matériel biologique utilisé dans notre travail est un organisme pluricellulaire
un gastéropode pulmoné - ’escargot petit gris Helix aspersa.
Selon Bonnet et Vrillo, (1990), Ce sont des mollusques gastéropodes de la sous-classe des
pulmonés. Ces animaux sont dotés d'un "poumon” constitué par un épithélium vascularisé
tapissant la cavité palléale dans laquelle I'air atmosphérique pénétre par un orifice appelé

pneumostome (Ceourdassier, 2001).

3.1.2 Morphologie d’Helix aspesa.

Figure 03 : Le petit gris (Helix aspersa) (Daguzan, 1981)

3.1.3 Anatomie d’Helix aspersa.
Le corps d'un escargot consiste en un pied unique, une téte et une masse viscérale enroulée

placée dans la coquille, la figure (04) montre I’anatomie d’Helix aspersa.
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Figure 04 : Anatomie de I’escargot (Www.naturae-scientia.com )

Légende : (1.coquille - 2. foie - 3. poumon - 4. anus - 5. pore respiratoire - 6. oeil - 7. tentacule - 8.
cerveau - 9. conduit salivaire - 10. bouche - 11. panse -14. pénis - 15. vagin - 16. glande muqueuse - 17.

ovaire - 18. sac de dards - 19. pied - 20. estomac - 21. rein - 22. manteau - 23. cceur - 24. canal déférent)

3.1.4 L'espéce en milieu naturel

Cette espece ubiquiste peut s'adapter a des biotopes, des sols et des climats variés. Elle a
besoin d'abris pour son repos diurne mais semble préférer les milieux ouverts. Elle se nourrit
principalement de plantes vivantes ou mortes (lglesias et Castillejo, 1999) aux quelles s'ajoutent

des quantités plus ou moins importantes de sol (Gomot et al., 1989).

3.1.5 Rythme d'activité

L'activité des escargots petit-gris est préférentiellement nocturne. Elle se synchronise avec
la photopériode naturelle et débute au coucher du soleil avec un maximum six heures aprées celui-
ci (Chevallier, 1992). Les trois facteurs qui influencent cette activité sont I'nygrométrie du milieu
(air et sol), la température et I'intensité lumineuse (Chevallier ,1982). Les escargots sont actifs si
I'numidité relative de l'air est supérieure a 80% et si la température minimale nocturne n'est pas

inférieure a 9° C.
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3.1.6 Estivation et hibernation

Une absence prolongée d'humidité provoque I'estivation de H. aspersa (Chevallier, 1992).
L'animal se fixe alors sur un support en fermant I'ouverture de sa coquille par un voile de mucus
solidifié : I'epiphragme. Il reprend son activité lorsque les conditions environnementales sont plus
favorables. Lorsque la température moyenne devient inférieure & 15° C, les escargots se mettent
en hibernation en se "collant" sur un support ou en s'enfouissant dans le sol ou la litiére et
secretent un épiphragme d'hiver. Dans une atmosphere humide, le processus d'hibernation
s'effectue en-dessous de 5° C. Le raccourcissement de la durée de jour semble avoir également

une action sur la mise en hibernation (Bailey, 1981).

3.1.7 Croissance

Quatre phases de croissance ont été definies en fonction de la taille et de la masse des

animaux mais aussi de leur différenciation sexuelle (Gomot, 1997 b) :

v" Phase infantile durant laquelle le tractus génital est non-différencié chez des animaux de
0,02a0,6 g,

v Phase juvénile relative a un tractus génital qui s'organise et a une gamétogenese active.
La masse est comprise entre 0,6 et 6,0 g.

v' Phase de maturation sexuelle ou phase préadulte durant laquelle les glandes annexes
femelles se développent. Elle concerne des escargots non bordés  (absence
d’épaississement du péristome) de plus de 6 g.

v' La phase adulte a croissance nulle durant laquelle les animaux sont aptes a se reproduire.
IIs sont alors bordeés et pesent entre 6 et 14 g.

En général, la croissance naturelle jusqu'au stade adulte s'étale sur deux ans si bien que les
individus sont le plus souvent considérés comme sexuellement matures a partir du deuxiéme ou
troisieme été suivant leur naissance (Chevallier ,1992). Cette croissance se fait par pallier, au
rythme des estivations et hibernations. Les facteurs qui influencent la croissance sont la
température, I'humidité ambiante, I'éclairement (longueur d'onde, intensité et photopériode) ainsi
que la nature du sol et de la nourriture (Gomot ,1997).La durée de vie moyenne d'un escargot en
milieu naturel est de 6 a 7 ans (Gomot et Gomot, 1995).
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3.1.8 Reproduction

La période de reproduction commence au début du mois de mai et dure jusqu'a la mi-
septembre. L'accouplement implique une fécondation réciproque par échange de spermatophores
entre les deux partenaires. Cette regle n'est cependant pas absolue et certains individus se
comportent soit comme male soit comme femelle. L'autofécondation n'a été que tres rarement
constatée chez les escargots du genre Helix et jamais pour H. aspersa aspersa. La durée entre
I'accouplement et la ponte varie en fonction des conditions du milieu. En conditions optimales,
elle est d'une dizaine de jours mais ce délai peut atteindre un voire deux mois suivant les
conditions d'environnement. (Daguzan, 1981; Chevallier, 1982). Pour pondre, I'escargot creuse
une cavité de quelques centimetres de profondeur dans le sol, y dépose ses ceufs puis rebouche le
"nid de ponte". Le nombre moyen d'ceufs par ponte varie de 80 a 130 pour des individus de

différentes origines (Madec, 1983).
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e Paramecium sp.

Le deuxiéme matériel biologique est un modeéle unicellulaire, un microorganisme de la

classe des protistes ciliés, représenté par : Paramecium sp. ou paramécie.

3.1.9 La biodiversité microbienne
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Figure 05 : Position du genre Paramecium dans le systeme « Trois domaines » (Woese et al.,
2000).
3.1.10 Les protistes (protozoaires)
Le terme protistes, créé par Ernst Haeckel désigne les eucaryotes comme les animaux
(Métazoaires), champignons (Eumycétes), et plantes (des Embryophytes aux Archaeplastida

selon les définitions).
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Ce groupe est tres hétérogene, tant du point de vue anatomique que physiologique. I
réunit des organismes & organisation cellulaire dite simple, unicellulairesle plus

souvent, multicellulaires parfois mais sans tissus spécialises. Certains sont autotrophes (p. ex. :

microalgues), d'autres sont hétérotrophes (p. ex. : protozoaires se nourrissant de microalgues).

3.1.11 Taxinomie

Les différentes especes de paramécie ont été connues depuis plusieurs années, mais c’est
en 1950 et grace aux contributions de Fauré-Fremiet (1924) que le genre Paramecium doit sa
position systématique en tant que cilié. Ses observations ont été confirmées par Corliss (1961).

La systématique actuelle du genre Paramecium, aprés Corliss (1961) et Honigberg

(1964), peut étre établie comme suit :

Phylum : Protozoa
Subphylum : Ciliophora
Classe : Ciliatea
Sous-classe : Holotrichia
Ordre : Hymenostomatida
Sous-ordre : Peniculina
Famille : Parameciidae

Paramecium caudatum, I’espece la plus courante et la mieux connue, de plus elle est

largement utilisée comme matériel de recherche (Beaumont et Cassier, 1998).

3.1.12 Rappels sur la Paramécie (Paramecium sp.)

C’est un genre bien connu de protozoaire cili¢, et couramment étudié comme représentant
type de ce groupe (en particulier P. caudatum). La taille de la cellule varie de 50 a 300 um de
long suivant les especes. La paramécie utilise des cils pour se déplacer et se nourrir. La ciliature
somatique, qui recouvre la cellule et bat de fagon synchronisée, lui permet de se déplacer. Une
ciliature orale distincte couvre la grande invagination ventrale en forme d'entonnoir, le
péristome, qui meéne jusqu'au cytostome (la bouche). Elle se nourrit essentiellement de bactéries
par phagocytose. La paramécie vit isolée en eau douce. Elle fait partie des « infusoires » des
anciens auteurs : elle apparait en grand nombre dans les infusions de végétaux, rendant sa culture

et son étude aisée. Vivant dans un milieu hypotonique par rapport a son cytoplasme, la cellule
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absorbe constamment I'eau de son environnement par osmose. L'exces d'eau dans le cytoplasme
est alors évacué grace a des vacuoles pulsatiles, ou le cytoplasme se contracte périodiquement
pour expulser I'eau a travers la membrane plasmique (Beaumont et Cassier, 1998).

Quelques espéces ont été ajoutées au genre Paramecium et sont: P. silesiacum, P.
jenningsi, P. porculus, P. arcticum, P. africanum et P. pseudotrichium. Ces especes ont été
établies sur la base des critéres morphologiques qui sont les seuls qui peuvent étre employeés
efficacement et facilement.

Par leur grande taille et I’extréme facilité de leur culture, les paramécies constituent un
matériel de choix pour I’étude morphologique, cytologique et cytochimique des Protozoaires
Ciliés.

Leur cytoplasme limité par une mince cuticule présente une zone périphérique hyaline et
visqueuse, cette cuticule est résistante, souple, et élastique, limite ’amplitude des déformations
du corps de la paramécie, elle s’oppose a I’émission de pseudopodes. Apres toute déformation,
grace a la présence de cette différenciation superficielle le corps de la paramécie reprend sa forme
initiale (Beaumont et Cassier, 1998).

La paramécie possede deux noyaux contenant le matériel génétique a fonctions
complémentaires :

- Le macronucléus : volumineux, polyploide, ovoide dont la fonction est
indispensable & la survie de la cellule car il assure toutes les fonctions vegeétatives.

Il se forme a chaque génération sexuelle par des réarrangements programmes de tout le
génome germinal, qui aboutissent a des chromosomes redessinés pour l'expression des genes.

- Le micronucleus : sphérique, de taille réduite, diploide et souvent difficile a
observer. Il subit la méiose et transmet l'information génétique a la génération sexuelle suivante
(Cohen, 2007).

S’il existe un seul micronucleus chez Paramecium caudatum, Paramecium aurelia en

possede deux.
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Figure 06 : Structure d’une paramécie sous microscope.
(http://assouguem.com/cour-fau/)

3.1.13 Déplacement de la paramécie
Les cils sont le mode de locomotion des paramécies. Ces derniéres peuvent diriger les
battements de leurs cils pour se déplacer en avant ou en arriére dans un mouvement spiralé, une

paramécie peut effectuer un brusque retrait au contact d’un obstacle. (Cohen, 2007)

3.1.14 Reproduction
Les paramécies se reproduisent par :
- Division cellulaire : les micronucleus se divisant par mitose, le macronucléus se divisant
simplement en deux micronucleus fils.
- Conjugaison : la conjugaison des paramécies est un processus sexuel de recombinaison
génétique (des paramécies individuelles échangent un micronucleus pendant la recombinaison),
mais ce n’est pas un processus de reproduction. Les deux mémes cellules débutent et achévent le

processus et aucune nouvelle cellule n’est créée (Purves et al., 2000).
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Figure 07 : Cycle sexuel et réorganisation macronucléaire : Evénements cellulaires (Meyer et al.,
2005)

3.1.15 Alimentation

La paramécie posséde un mécanisme d’alimentation permanent constitué par une cavité
buccale (péristome) prolongée vers 1’arriére : le vestibule; c’est une cavité tubulaire invaginée
dans I’endoplasme (I’endoplasme contient les organites de la nutrition: le péristome et les
vacuoles digestives) dont les aliments sont collectés par la combinaison de ’action des cils
couvrant le corps et les autres cils couvrant le vestibule, les paramécies se nourrissent des

organismes comme les bactéries et les autres protozoaires (Samworth et Morgan, 2000).

3.1.16 Respiration
Les paramécies sont avides d’oxygene, leur respiration se fait par des échanges gazeux
avec I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un rapport surface /

volume donc surface / masse corporelle élevé (Wehner et Gehring, 1995).

3.2 Matériel chimique

Notre matériel chimique correspond a un insecticide a base d’Emamectine benzoate
(EMB), insecticide hautement puissant utilisé dans la lutte contre les larves des Iépidoptéres des
cultures légumiéres, il contient 5% d’Emamectin Benzoate et appartient a la famille chimique
des avermectines, son nom scientifique est : 4°’-epi-methylamino-4>’deoxyavermectin B1. Le

produit nous a été procuré par Syngenta.
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4 Méthodes

4.1 Conditions d’élevage des escargots avant traitement a ’EMB

Les escargots utilisés dans notre expérimentation sont des adultes, leurs poids moyen est
de (10 £ 0,35Q), collecté dans une région considéré comme peu/pas polluée (Séraidi).

Dix jours avant le debut du traitement, les escargots en estivation sont remis en activité par
pulvérisation d’eau distillée dans une boite en plastique, L humidité est maintenue a un niveau
¢levé a I’aide d’une éponge mouillée, Une boite de Pétri contenant de la nourriture (farine de blé)
est placée au fond de la boite en plastique (Coeurdassier, 2001).

Tous les essais sur Helix aspersa adultes, sont réalisés dans les mémes conditions
environnementales que celle décrites pour 1’élevage :

% Photopériodes de 18h de lumiére/24 h, Eclairage assuré par des tubes de néon de type

«lumiére du jour ».

%+ Température 20 £ 2° C.

% Hygrométrie : 80 % a 95%.

Les escargots sont répartis dans des boites en plastique transparentes a raison de trois lots
de cing escargots pour chaque traitement, la boite mesure 23,5 X 16,5 X 10,5 cm avec un
couvercle perforé, les boites sont nettoyées régulierement (tous les 2 jours) (Gomot, 1997 ;
Coeurdassier et al ., 2001).

4.2 Traitement des animaux

Le traitement des escargots a été réalisé par voie atopique (dermique) (EI-Gendy et al.,
2009), nous avons retenu quatres concentrations croissantes de 1’insecticide:(0,08, 0,2, 0,8, 1,6)
mM /1.

Le groupe témoin est traité a I’eau distillé.

24



Chapitre 1 Physiologie et Biométrie

Figure 08 : Exposition d’Helix aspersa. a la nourriture au laboratoire.

Figure 09 : Traitement de 1’escargot par voie atopique.

Nous avons retenu deux temps de traitement : 7 et 15 jours. (Grara et al., 2009, Radwan et
al., 2008).

4.3 Sacrifice des animaux
Aprés chaque période de traitement les escargots sont pesés puis décapités radicalement
sans jeln préalable, puis disséqués, Les coquilles, et les organes mous sont excisés ,lavés a 1’eau

physiologique (0,9%) et pesés .(Grara, 2011).
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Figure 10 : Sacrifice et dissection des animaux

4.4 Préparation de culture de paramécies
La méthode utilisée est celle de Beaumont et cassier (1998) et comprend :

Une culture mixte :

Du foin est coupé en petits morceaux et infusé dans un récipient contenant de 1’eau de
robinet. La préparation est laissée dans un lieu tiede, sombre et aéré. Quelques jours plus tard (3
a 4jours) apparait un voile bactérien sur la solution. On filtre I’infusion et on observe, sous
microscope optique et sans coloration, les premiers ciliés. Ces organismes se nourrissent au

dépend du voile bactérien.
Une culture pure :

Pour suivre pendant plusieurs semaines la descendance d’une paramécie ou pour obtenir
un grand nombre de ces Protozoaires il est nécessaire de réaliser des cultures pures (Wichterman,

1953). Le milieu de culture est préparé selon la méthode de Beisson et al. (2010).

Pour I’obtention des cultures pures de Paramecium, il est recommandé d’utiliser des
infusions de graminées (en particulier de Phleum) ou de laitue, dans notre cas nous avons utilisé

la laitue.

La méthode consiste a sécher quelques feuilles de laitue dans une etuve (Th® 100) jusqu’a
ce qu’elles soient brunes et fripées. Les réduire en poudre dans un mortier. Cette poudre peut étre

conservée indéfiniment dans un récipient hermétiquement clos.

- Ajouter 1,5 gr de cette poudre a un litre d’eau distillée et porter a ébullition pendant 5

minutes.
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- Filtrer le liquide chaud et procéder a une répartition du milieu de culture dans des flacons

de 250 ml avant de les faire passer a I’autoclave.

-Laisser reposer au moins une nuit, on ensemence de Klebsiella pneumoniea et au fur et a

mesure des besoins, le milieu est dilué. (Beaumont et Cassier, 1998).

4.5 Traitement des paramecies

Les tests sont réalisés sur des aliquotes de 100 ml de culture de paramécie (les tests sont

répétés trois fois), nous avons retenu quatre concentrations croissantes de I’insécticide :

05.1,5.3¢et4,5puM .

e  Protocole éxpérimental

Traitées
Témoins |
[ |
0,5uM /1 1,5uM /1 3uM /1 4,5uM /1

Figure 11 : Protocole expérimental du traitement de la paramécie.

4.6 Cinétique de croissance cellulaire

La cinétique de croissance des paramécies a ete effectuée par le comptage cellulaire
manuel (compteur manuel) sous microscope optique en fonction du temps (Sauvant et al., 1999).

Le comptage est facilité par la fixation des cellules avec du lugol.

Dés la mise en contact du xénobiotique avec le milieu de culture, une cinétique de

croissance est suivie en fonction du temps.
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Ton : Observation microscopique

T3omn : Observation microscopique

Ten : Observation microscopique

T7on @ Observation microscopique

L’observation microscopique est réalisée sous microscope photonique (Leica DL 1000) au

grossissement 10.

4.7 Calcul du pourcentage de réponse

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis de I’insecticide, il est basé sur

I’équation suivante :

Pourcentage de réponse = [(N. — Ng)/N.] x 100

ot : Ne : Nombre des cellules témoins

NE : Nombre final des cellules traitées
Les valeurs positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la croissance

tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance (Wong et al., 1999) .
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5 Reésultats
5.1 Effets de ’Emamectine benzoate sur I’évolution de certains parametres

physiologiques

e Cas d’Helix aspersa.

5.1.1 Poids de I’escargot

La figure (12) met en évidence 1’évolution du poids moyen des escargots en fonction du
temps en présence des concentrations croissantes d’EMB. Nous constatons qu’aprés 7 jours de
traitement le poids moyen des escargots tend a diminuer d’une maniére hautement significative
particulierement pour les concentrations 0,2, 0, 8, 1,6 mM/I (p<0,001). 1l en est de méme apres 15

jours de traitement.

12

10 -
CREF
7 m Témain
g 6 0,08 MM/
5 4 u0,2mM/I
[=]
o

m 0,8 mM/l
2 1 = 1,6 mM/|
0~ n=15
0 7 15
temps (jours)

Figure 12 : Evolution du poids moyen des escargots traités a I’EMB en fonction du temps.
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5.1.2. Le poids de la coquille

La figure (13) relative a 1’évolution du poids de la coquille en présence de concentrations
croissantes d’EMB, met en évidence une diminution tres significative de ce parameétre
particuliérement a la plus forte concentration d’EMB pour les traités apres 7 jours .Au dela (15

jours) le poids de la coquille tend a diminuer d’une maniére hautement significative et dose-

dépendante.(p< 0,001).
4 -
35 -
.
£ 2,5 4 ® Témoin
g 2 = 0,08 mM/|
€ 15 - m0,2mM/l
£ 1 - B 0,8 mM/I
05 - m 1,6 mM/I
0 - n=15
7 15
Temps (jours)

Figure 13: Evolution du poids de la coquille des escargots traités a I’EMB en fonction du temps.

5.1.3 Effets de ’Emamectine benzoate sur le poids de I’hépatopancréas

La figure (14) représente I’évolution du poids de 1’Hépatopancréas en fonction du temps
et en présence de concentrations croissantes d’EMB. Il apparait ainsi qu’en présence du
xénobiotique, le poids de I’hépatopancréas tend a diminuer particulierement a la plus forte
concentration (diminution significative) pour les escargots traités pendant 7 jours. Aprés 15 jours

de traitement, cette diminution est confirmée, elle est hautement significative et dose dépendante

(p< 0,001).
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4q
35 - o
B Témaoin
3 m 0,08 mM/1
=
_25 - = 0,2 mM/I
al
z 5 m 0,8 mM/I
£
m1,6mM/I
B15 - /
& =15
1 n=
0,5
0 - .
7 Temps { jours) 15

Figure 14 : Effets de ’EMB sur le poids de ’hépatopancréas des escargots.
5.1.4 Effets de ’Emamectine benzoate sur le poids de ’organe de Bojanus (Rein)
La figure (15) illustre les variations du poids du rein en présence du xénobiotique. Nous
notons une perturbation du poids de ce dernier aprés 7 jours de traitement, aprés 15 jours de

traitement le poids du rein tend a diminution de maniére trés significative (p<0,001) chez les
escargots traités aux plus fortes concentrations.

06 -
’ B Témain
u0,2 mh/l
20 0,8 mM/]|
=
B 1,6mhM/Sl
% 0,3 4
2 : n=15
2 0.2
Temps (jours)

Figure 15 : Effets de ’EMB sur le poids du rein des escargots.
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e Cas des paramecies
5.1.5 Effets de P’Emamectine benzoate sur la croissance des paramécies
Les courbes de croissances offrent des données quantitatives permettant une analyse fiable
de I’effet toxique d’une substance donnée.
La figure (16) représente les variations du nombre de paramécies en fonction du temps,
nous constatons une diminution progressive et trés significative de la croissance des cellules

traitées par rapport aux témoins, dés les 30 premicres minutes (p<0,01).

45
- 40
o
L |
- 35
£
b4 30 -
2
2 25 1 —Témoin
D
E 20 - ——0,5 pM/I
| *
S 15 - : ¥ 7 x —1,5uM/I
@ 1
@ 10 - R T i T S SuM/
=] * * * *
£ 5 4,5 pM/|
£

0 T T T T T T T T T T 1 n:3

0 1/2 1 2 3 4 5 6 24 48 72
Temps (heures)

Figure 16 : Cinétique de croissance des paramécies traitées aux concentrations croissantes
d’EMB.
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5.1.6 Effets de PTEmamectine benzoate sur le pourcentage de réponse des
paramécies

Le pourcentage de réponse permet d’évaluer les effets de ’EMB aux différentes
concentrations sur la viabilité des paramécies et confirmer ainsi les résultats obtenus concernant
la cinétique de croissance du protiste.
La figure (17) montre que le pourcentage de réponse des paramécies ¢volue d’une maniére dose-
dépendante et proportionnelle aux concentrations croissantes de 1’insecticide. On remarque qu’il
est dans I’intervalle de 28 a 38% pour la plus faible concentration qui est de 0,5 uM/I et atteint 54
a69% pour la plus forte concentration (4,5 uM/I).

100 -~
80 -
60 -
40 -
20 A
2
S 0 -
@
- 1/2 1 2 3 4 5 6 24 48 72
v 20 -
©
X
40 - m Témoin
60 | m0,5uM/I
H1,5uMm/l
.80 |
m 3 uM/l
-100 - m4,5uM/l
120 - n=3
Temps (heures)

Figure 17 : Pourcentage de réponse des paramécies traitées aux concentrations croissantes
d’EMB.
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6 Discussion

Les bioindicateurs de la pollution environnementale sont sensibles aux variations
physicochimiques de leurs milieux, notamment la température (Bride et al., 1993), les fréquences
électromagnétiques (Regoli et al.,2006) et toute forme de pollution urbaine (Terfaya et al., 2006),
mais également sensible vis-a-vis des xénobiotiques variés tels que les hydrocarbures (Ismart et
al.,2002) ,les éléments traces métalliques (Gomot,1997).ou encors les pesticides (Coeurdassier et
al., 2002 ;Vidal 2001 et Rouabhi,2005).

Ainsi, toutes les études sur les bioindicateurs, convergent vers 1’idée que les espéces Helix
et Paramecium sont d’excellents mod¢les biologiques pour toutes les études ecotoxicologiques,

toxicologiques et pour la compréhension des mécanismes d’action des xénobiotiques. (Benbouzid

etal., 2012, Grara, 2011).

Dans ce chapitre nous nous sommes intéress€s a la toxicité de I’Emamectine benzoate sur
les deux modeles biologiques que nous avons choisis et ce a travers le suivi de I’évolution du
poids corporel ainsi que celui de certains organes chez 1’escargot et sur la cinétique de croissance
des paramécies en tant que modele cellulaire alternatif.

En effet, les modifications du comportement ainsi que la diminution des taux de survie, de
croissance et de reproduction peuvent conduire a une modification de la dynamique d’une
population, voire a la disparition de I’espéce dans I’habitat pollué (Caswell, 2001).

Ainsi concernant 1’effet de ’EMB sur le poids de 1’escargot montre une diminution
importante de celui-ci particuliéerement a la plus forte concentration de I’insecticide, ceCi
constitue le premier indice d’une toxicité potentielle. Cette diminution est expliquée
probablement par la réduction de la consommation alimentaire constatée chez les escargots traités
aux fortes concentrations de I’insecticide, comme le stipulent Hames et Hopkin, (1989) qui
expliquent cela par les variations des sécrétions d’enzymes digestives. Ainsi, Hopkin, (1990) et
Bibic et al. (1997) stipulent que dans un environnement pollué, I’animal se met dans un état de
jéun prolongé. Dans le méme ordre d’idées, Zaouani (2010), a étudié la toxicité aigue et
subchronique de I’Emamectine benzoate sur le rat Wistar, il a également mis en évidence une
diminution du poids corporel, cet effet est fréquemment obsérvé lors d’une exposition
subchronique aux avermectines chez le rat par voie orale (Campbell, 1989 ;0MS
1999 ;Environmental Protection Agency EPA,2006).
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Gomot-de Vaufleury et Bispo (2000) se sont intéressé aux effets du pentachorophénol, du
trichlorophénol et du naphtalene sur la croissance d’Helix aspersa aspersa et Helix maxima. lIs
ont mis en évidence une inhibition de la croissance chez Helix aspersa des la plus faible
concentration, alors qu'elle ne I'est qu'aux plus fortes concentrations chez Helix aspersa maxima.
Les 2 sous-especes sont moins sensibles a I'exposition cutanée par rapport au traitement via un
sol contaminé qui n'a aucun effet sur la croissance de Helix maxima.

Il en est de méme pour Lam (1996a) qui a démontré une réduction dose-dépendante des
coefficients de consommation et d’absorption de la nourriture chez des adultes de Radix
plicatulus exposés au Cd.

Ou encore EI-Wakil et Attia (1999) montrent que I'ingestion de Dimiline (diflubenzuron,
benzoyl uréase) n'a pas deffet Iétal sur des adultes de I'escargot Theba pisana. Alors que
I'exposition des juvéniles a la méme concentration de Dimiline provoque une inhibition de
croissance significative.

L’autre paramétre suivi dans ce travail, concerne le poids de la coquille, nous avons noté
une diminution dose —dépendante du poids de la coquille en présence de I’insecticide, nos
résultats vont dans le méme sens que ceux de Coeurdassier et al. (2001), qui a mis en évidence
une inhibition du diamétre de la coquille des escargots aprés exposition au diméthoate (pesticide
a base d’organophophorés).

Afin de mieux corroborer nos résultats, nous avons suivi 1’évolution du poids de deux
principaux organes, a savoir I’hépatopancréas et le rein, Nos résultats ont mis en évidence une
pérturbation du poids de ces organes, en accord avec les traitement de Marigomez et al.(1998)
qui ont montré une réduction de 50% du poids de la glande digestive des lingots en présence des
xénobiotiques, dans 1’¢tude de Tadjine (2007), la présence de polluants environnementaux serait
a I’origine de la diminution du poids des organes moux a savoir le rein et le foie chez le lapin.

L’autre aspect de notre travail, a porté sur 1’évolution des paramétres physicochimiques de
la paramécie ,les protistes sont des cellules eucaryotes, ubiquitaires dans I’environnement
aquatique et terrestre, caractérisées par un court cycle de vie, et une multiplication rapide (Beal et
Anderson, 1993) et toute modification de leurs milieu pourrait affecter leurs comportement, ce
qui a conduit a les utiliser comme modeles cellulaires pour I’étude de I’impact des xénobiotiques
ainsi que I’évaluation des risques pour la santé (Sauvant et al.,1999). Les contaminations

peuvent donner naissance a de nouvelles forces sélectives qui peuvent avoir un indice global sur
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la diversité biologique. Ce qui a conduit Cairns en 1978 a suggérer [’utilisation des protozoaires
comme bio-indicateurs de la pollution de I’eau.

L’évaluation des effets cytotoxiques d’un xénobiotique peut étre réalisée en utilisant
difféerents parametres, parmi lesquels la croissance cellulaire qui reflete chez les
microorganismes 1’état du métabolisme de la cellule (Sauvant et al., 1999 :Perez-Rama et
al.,2001).

Nos résultats montrent que I’EMB inhibe la croissance des protistes de maniére dose-
dépendante. Parall¢lement, 1’observation microscopique des micro-organismes lors de 1’étude du
parameétre de la croissance cellulaire met en évidence une perte de la mobilité accompagnée des
mouvements désordonnés des protistes ciliés, ceci nous ameéne a confirmer I’influx des
xénobiotiques a I’intérieur des cellules, malgré la présence de la membrane cellulaire qui pourrait
constituer une barriére contre I’entrée massives des xénobiotiques mais qui reste néanmoins
perméable (Beaumont et cassier, 1998). Nos résultats sont en accord avec ceux de Fukushima el
al. (1979) qui montrent que la paramécie est un micro-organisme trés proche des organismes
supérieurs, que sa croissance est sensible a divers xenobiotiques dont les métaux lourds ce qui en
fait un excellent bioindicateur de la pollution (Fenske et al., 2001). Il en est de méme pour les
études de Azzouz et al. (2011) qui a étudié la toxicité de I’insecticide Amistar Xtra composé de
deux molécules 1’Azoxystrobin et le Cyproconazole, ou encore Sbarati et al. (2009) qui ce sont
intéressés a I’effet du bifénazate sur paramecium sp.ou encore Rouabhi (2005) qui a mis en
évidence la toxicité de deux pesticides le Diflubenzuron et le Flucycloxuron sur trois modeles

cellulaires alternatifs : Paramecium .sp, Tetrahymena pyriformis et Tetraselmis suecica.
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Introduction

L’une des nombreuses définitions proposées du biomarqueur est celle d’un «changement
observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou
comportemental, qui révéle 1’exposition présente ou passée d’un individu a au moins une
substance chimique a caractere polluant (Lagadic et al., 1997).

Les biomarqueurs ont été classifiés en trois catégories: les biomarqueurs d’exposition,

d’effet et de susceptibilité, La frontiere entre ces trois catégories étant ténue, certains

biomarqueurs peuvent étre a la fois des biomarqueurs d’exposition et d’effet, voire de
susceptibilité (Timbrell et al., 1994).

1 Les biomarqueurs d’exposition

IIs sont en général impliqués dans les métabolismes de (dé)toxication des xénobiotiques
(ex.: cytochromes P450) ou dans les mécanismes de défense cellulaire (ex.. enzymes
antioxydantes). Leurs variations peuvent étre spécifiques ou non d’une catégorie de contaminants
(ex.: induction chez le poisson du cytochrome P450 CYP1A par les HAPs) et n’entrainent pas
obligatoirement d’effets déléteres. Elles signifient la plupart du temps que l’organisme s’est

adapté a une agression extérieure d’ordre chimique (Djekoun, 2012)

2 Les biomarqueurs d’effet

Correspondent a des cibles moléculaires qui, lorsqu’elles sont atteintes, signifient que les
mécanismes de défense ou de détoxication de I’organisme n’ont pas été suffisamment efficaces
pour contrer 1’action néfaste d’un xénobiotique (ex.: indicateurs de stress oxydatif, adduits a
I’ADN). Les conséquences peuvent étre parfois irréversibles, entrainant a long terme la mort de
I’animal ou bien une incapacité a se reproduire. De tels effets peuvent par la suite altérer la

structure méme des populations et donc des écosystéemes (Vidal, 2001).

3 Les biomarqueurs de susceptibilité

IIs Peuvent correspondre a des protéines qui, lorsqu’elles sont surexprimées ou sous
exprimées, augmentent la sensibilit¢ d’un organisme a un contaminant. Ces variations

d’expression peuvent étre dues a des différences génétiques interindividuelles ou résulter d’une
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exposition précédente a un xenobiotique, par exemple, un individu présentant une surexpression
du cytochrome CYPIA sera plus a méme de développer des adduits a I’ADN lorsqu’il sera
exposé a des HAPs (synthése de métabolites hautement réactifs via le CYP1A) qu’un individu
présentant une expression normale. Par contre, il pourra détoxifier plus efficacement d’autres

xenobiotiques (ex.: aflatoxine) et leur sera donc plus résistant (Schlenk, 1999 ; Aarab, 2004).

Seule I’utilisation simultanée de ces trois catégories de biomarqueurs et ce, a plusieurs
niveaux d’organisation biologique (moléculaire, cellulaire, tissulaire, physiologique) peut
apporter des informations pertinentes sur le mode d’action et les effets des xénobiotiques présents

dans le milieu (Lagadic et Caquet, 1996).

4 Choix du biomarqueur

Le devenir des xénobiotiques dans les organismes dépend de diverses voies métaboliques
mises en jeu face a ’agression de ces agents (Vidal, 2001). En général les changements
engendrés par la présence d’un xénobiotique dans I’organisme sont de deux types : la
mobilisation au niveau moléculaire, permettant la protection de 1’organisme contre les effets
néfastes du contaminant, il s’agirait de I’implication des systémes de défense (détoxification) qui
transforment le contaminant en une forme inoffensive et facile a excréter. La deuxieme variante
est I’induction des effets toxiques qui sont dus, soit au xénobiotique lui-méme, par le
dépassement des systémes de défense de 1I’organisme (conformément a la théorie de Spill Over)
soit dus aux métabolites, produits de la biotransformation de ce contaminant, qui présentent une
toxicité plus élevée que la substance d’origine (Van der Oost et al., 2003). La diversité de la
réponse des organismes vis-a-vis des contaminants est a I’origine de la diversité des indicateurs
biologiques susceptibles d’étre utilisés en tant que biomarqueurs de pollution (Figure 18)

(Narbonne et Michel 1993).

De ce fait, la sélection d’un biomarqueur doit se baser sur certains critéres pour justifier et
rentabiliser I’objectif de son utilisation (Livingstone et Farrar, 1984 ; Moore, 1985 ; Gebel,
2000).
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Figure 18 : Relations entre les principaux contaminants et les marqueurs biologiques
(D’apres Narbonne et Michel 1993).

L’intérét des parameétres antioxydants en tant que biomarqueurs réside dans le caractére
aspécifique de leur réponse, ce qui peut étre un avantage dans le contexte de 1’évaluation d’un
stress oxydatif (Vigano et al., 1998) , malgré la grande complexité des mécanismes de réponse
mis en jeu, Ces mécanismes antioxydants demandent donc a étre mieux compris pour définir les
paramétres les plus discriminants comme biomarqueurs de choix de I’impact des contaminants
sur les organismes (Cossu et al., 1997).

Finalement, seule une approche globale intégrant des analyses chimiques et biologiques
(bioindicateurs et biomarqueurs) permet d’évaluer la qualité¢ d’un écosysteme et les risques qu’il

encourt (figure 19) (Lagadic et Caquet, 1996).
Au cours de ces derniéres décennies, le milieu marin et le sol ont fait ’objet d’une

multitude d’études environnementales. L’utilisation des biomarqueurs s’est généralisée,

essentiellement chez les moules et les poissons (Livingstone, 1993). En comparaison, peu
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d’¢études analogues ont été¢ conduites pour évaluer la qualité des milieux dulgaquicoles (d’eau
douce), bien que ces derniers soient largement soumis a diverses pollutions d’origine industrielle,
agricole et domestique afin de mettre en place des programmes de surveillance et d’évaluation de

la qualité de tels milieux.(Réseau de Bassin Adour-Garonne, 1997).
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Durée de vie - Maladies
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Figure 19 : Evaluation de la qualité d’environnement par une approche globale —chimique et
biologique — (d’aprés Lagadic et Caquet, 1996).
5 Les indicateurs de stress oxydatif
Bien que la consommation d’oxygéne soit indispensable a toute forme de vie aérobie, elle
entraine également la formation de composeés réactifs - les espéces activées de 1’oxygene (EAO) -

pouvant exercer de multiples effets délétéres sur les composants cellulaires (Aruoma, 1998).
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Les EAO sont produites naturellement, soit de maniere «accidentelle» par les
monooxygénases a cytochrome P450, les chaines mitochondriales transporteuses d’électrons, via
I’autooxydation de certaines molécules (la plupart du temps catalysée par des ions métalliques de
transition), soit de maniere «délibérée» par des phagocytes activés, des lymphocytes, des
fibroblastes, etc... (Halliwell et Cross, 1994). Des facteurs exogénes peuvent également initier la
synthése d’EAQO: les radiations ionisantes et certains xénobiotiques dont les hydrocarbures
aromatiques polycycliques, L’organisme posséde naturellement des systémes de défense
antioxydants lui permettant de piéger ou d’inactiver ces EAO. Cependant, dans certaines
conditions ces systémes ne sont pas suffisants. Ainsi, lorsque 1’équilibre entre les forces
prooxydantes et les défenses antioxydantes est rompu, les cellules subissent un stress oxydatif.
(Lemaire et Livingstone, 1993).

6 Les indicateurs de stress oxydatif chez les mollusques et leur utilisation

comme biomarqueurs de pollution

Les principaux systémes de défense antioxydante ont été mis en évidence chez les
invertébrés aquatiques (Winston et Di Giulio, 1991; Lemaire et Livingstone, 1993). En
particulier, chez la moule Mytilus edulis, I’activit¢é CAT est principalement peroxysomiale,
I’activité SOD est cytosolique (SOD a cuivre et zinc) et mitochondriale (SOD a anganese) et les
activitées GPXs (Sélénium-dépendante et -indépendante) sont principalement cytosoliques
(Livingstone, 1993). Les activités CAT, SOD et GPX Sélénium-dépendante sont plus importantes
dans la glande digestive que dans les branchies ou les tissus musculaires (Gamble et al., 1995).
Outre les enzymes antioxydantes, les molécules antioxydantes de faible poids moléculaire sont
également présentes chez les moules et sont principalement localisées dans la glande digestive et
les branchies: vitamines E, C et A, GSH (Ribera et al., 1989). Chez les invertébrés aquatiques, de
nombreuses études ont mis en évidence la modulation des activitées CAT, SOD et GPX, des
concentrations en molécules antioxydantes mais egalement du niveau de peroxydation lipidique
apres exposition a certains xénobiotiques dont les métaux lourds et les hydrocarbures
aromatiques polycycliques. D’une maniére générale, un indicateur de stress oxydatif peut
présenter diverses réponses (parfois méme contradictoires) aprés exposition d’un méme
organisme a un méme xénobiotique. Cela peut étre di a des différences concernant le mode, la

dose et/ou la durée d’exposition. Cependant, les indicateurs de stress oxydatif sont ¢galement
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sujets a de fortes variations saisonnieres, ce qui peut compliquer I’interprétation des résultats

(Viarengo et al., 1991; Power et Sheehan, 1996).

7 Objectif du travalil

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence un stress oxydant potentiel induit par
I’Emamectine benzoate sur Helix aspersa. et Paramecium sp. et ce a travers le suivi de certains

biomargeurs du stress au niveau cellulaire.
Pour cela, nous nous sommes intéresses :

e Aux Protéines qui sont les premiers biomargeurs d’une perturbation du

metabolisme.

e Le malonedialdéhyde (MDA) qui est souvent pris en considération pour évaluer le
degré de peroxydation lipidique. Il se forme a partir d’acides gras polyinsaturés

possédant au moins 43 doubles liaisons successives (Janero, 1990).

e La catalase qui est une enzyme présente chez tous les organismes aérobies. Chez les
eucaryotes, elle est principalement située a I’intérieur des peroxysomes (corpuscules
cytoplasmiques entourés d’une membrane simple). Ces derniers contiennent
également des oxydases, génératrices de peroxyde d’hydrogéne. La plupart des CAT
sont formées de quatre sous-unités identiques contenant chacune un ion Fe** situé
dans un noyau héminique (Pelmont, 1995). La CAT transforme le peroxyde

d’hydrogéne en oxygéne et eau moléculaires, selon la réaction suivante :
CAT-Fe(l1l) + H,O, — CAT-Fe(V) =0 + H,0O
CAT-Fe(V) =0 + H,0, — CAT-Fe(lll) + O, + H,O

e Le glutathion est le compose réducteur soufré le plus abondant dans le compartiment
intracellulaire  (Pompella et al., 2003). En interceptant un radical hydroxyle, le
glutathion génére un radical superoxyde qui doit étre pris en charge par une SOD, ce

qui témoigne, la encore, de l'importance de la coopération entre les différents
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systemes de défense anti-radicalaire (Appel et Hirt, 2004). Outre son réle essentiel
d'agent réducteur, le glutathion intervient également a un second niveau dans la
défense anti radicalaire par son implication dans les réactions de détoxication
catalysées par la glutathion-S-transférase. L’étude de ce composé semble donc

justifiée (Pompella et al., 2003).

e Lesglutathion S-transférases

Dans les mécanismes de (dé)toxication, la GST fait partie des enzymes de la phase I,
son rble essentiel est de coupler un groupement hydrosoluble & un xénobiotique
préalablement métabolisé ou non par les enzymes de la phase | afin de le rendre lui-
méme plus hydrosoluble et donc plus facilement excrétable par 1’organisme, Les GSTs
catalysent la conjugaison d’un tripeptide, le glutathion réduit ( a-glutamyl-
cystéinylglycine: GSH) a une multitude de substrats hydrophobes présentant un centre
électrophile (Beckett et Hayes, 1993). Les GST ont été mises en évidence chez la
plupart des étres vivants tels que la levure (Foley et Sheehan, 1998), les mollusques
(Fitzpatrick et Sheehan, 1993; Fitzpatrick et al., 1995a ; Blanchette et Singh, 1999), les
vers de terre (Stenersen et al., 1979, Borgeraas et al., 1996), les crustacés (Keeran et
Lee, 1987; Leblanc et Cochrane, 1987), les insectes (Stenersen et al., 1987,
Prapanthadara et al., 1996), les poissons (George et Young, 1988; Martinez-Lara et al.,
1997; Pérez-Lbpez et al., 2000), les mammiferes (Habig et al., 1974; Kamisaka et al.,
1975; Rouimi et al., 1996; Bolton et Ahokas, 1997) et les plantes (Pascal et al., 1998;
Hong et al., 1999).

A Torigine, I'intérét pour les GSTs provient de leur participation dans la voie de
biosynthése des acides mercapturiques, molécules solubles dans I’eau et facilement
excrétées par ’organisme. La réaction de conjugaison entre le GSH et les xénobiotiques
représente en effet la premiére des quatre étapes menant a leur formation, Les GSTs ont
été depuis largement étudiées chez les mammiféres, plus particulierement chez le rat et

I’humain et de nombreux rdles leur ont été attribués. (Beckett et Hayes, 1993).
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- La principale activité catalytique des GSTs est de faciliter la formation ou la
stabilisation de I’anion thiolate. Celui-ci peut ensuite attaquer le centre électrophile
(atome de carbone, d’oxygéne, de soufre ou d’azote) d’un autre substrat. Le composé en
résultant est un conjugué thioéther (Beckett et Hayes, 1993). La réaction générale est la

suivante (Armstrong, 1991):

R-X
E+GSH & EGS +H" & EGS.RX & EGSRX & E+GSR+X

E : Enzyme
R-X: substrat possédant un centre électrophile

- Outre leur capacité a former des conjugués thioéthers avec le GSH, les GSTs peuvent
¢galement catalyser d’autres réactions telles que la lyse des groupements thiols, la
réduction d’hydroperoxydes organiques (réaction de type peroxydase) ou I’isomérisation

de certains stéroides. (\Van Bladeren, 1988).

- Les GSTs peuvent détoxifier un large spectre de xénobiotiques initialement électrophiles
ou devenus électrophiles apres métabolisation. Ces composés peuvent étre des herbicides
ou des pesticides (thiocarbamates, organophosphates), des amines aromatiques, des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (benzo[a]pyréne -B[a]P-), des toxines
(aflatoxine B1) ou des subtances pharmaceutiques (paracétamol, nitroglycérine,
bromosulfophthaléine). Parmi ces xénobiotiques, Les GSTs sont capables de conjuguer
les époxydes et leurs dérivés et constituent donc un systeme essentiel de protection
(Hinson et Kadlubar, 1988).

8 Matériel et méthodes

8.1 Helix aspersa.
Afin de suivre I’évolution des biomarqueurs biochimiques, les escargots sont sacrifiés
directement (a la fin de chaque traitement), sans je(n préalable qui pourrait modifier les niveaux

d'expression des molécules recherchées.
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Apres dissection nous  prélevons 1’hépatopancréas et nous le subdivisons en 5

fragments respectivement pour le dosage:

e Des Proteines totales.

e Du Glutathion (GSH).

e De I’activit¢ Glutathion-s-transférase (GST).
e De I’activité Catalase.

e Du taux de Malondialdehyde (MDA).

8.2 Paramecium sp.
Pour suivre I’évolution des biomarqueurs biochimiques, aprés chaque temps de traitement,
les aliquotes de paramécies ont été centrifugés a (15000 rpm/10 min), puis les culots sont

conserveées dans les solutions tampon.

9 Méthodes

9.1 Dosage des Protéines

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976), la lecture des
absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm au spectrophotometre visible
(JENWAY 6300). La gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une protéine standard,
I’albumine sérum de beeuf (BSA).

9.2 Dosage du glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique, résultant
de la réduction de 1’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB) par les groupements thiol
(-SH) du glutathion.

La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de
repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc, ou les 500 ul du surnageant sont
remplacés par 500 ul d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :
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¥ ADo.Vd.Vt
"~ 13,1.Vh.Vs

/mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13,1: coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (—SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8
ml homogénat].

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déproténisation : 0,8 ml

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

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

9.3 Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Les malondialdéhydes (MDA) sont dosé selon la méthode de Draper et Hadley (1990). Cette
méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide thiobarbiturique
(TBA) et le malondialdéhyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la
coloration est mesurée a une longueur d’onde de 532 nm.

Le taux du MDA est déterminé selon la formule suivante :

A Do .Vt .
X = m/mg de protéines
X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
156 : coefficient d’extinction molaire du TBA.
Vt: volume total dans la cuve : 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant les
complexes TBA/MDA].

Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0,5 ml.
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9.4 Mesure de I’activité Catalase (CAT)

La mesure de I’activité Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Regoli et
Principato (1995) dont le principe repose sur la variation de la densité optique consécutive a la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) & une longueur d’onde de 240nm.

L’activité Catalase (CAT) est exprimée en pmol d’ H,O, par minute et par mg de protéines
selon la formule suivante :
ADo.10 L
X = < 005 0’Os/mg de protéines
X : umoles de H,O, consommées par minute et par mg de protéines
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
1

g :Le coefficient d’extinction est de 0,0040 m M. Cm -

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

9.5 Mesure de I'activité GST (glutathion S-transférase)

La mesure de I’activité glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzeéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH).

L’activité est déterminée d’apres la formule suivante :

_ADo.Vt/ d "
=96 Vs mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de
protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du
temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.
Vt: volume total dans la cuve: 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange
CDNB/GSH].

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

L’activité respiratoire des paramécies est mesurée grace a une électrode a oxygene de type
Hansentech selon la methode de Djebar et Djebar (2000), Cette technique utilisée pour la mesure
de T’activité respiratoire des mitochondries, a été adaptée au niveau du Laboratoire de
Toxicologie Cellulaire pour le suivi du métabolisme respiratoire des microorganismes
(paramecies et levures) ainsi que les racines (Sbartai et al., 2009 ; Rouabhi et al., 2006 et
Benbouzid et al., 2012).

9.7 Analyse statistiques des resultats

L’analyse statistique des données est effectuée par le test T de student : Minitab (Version
14.0) (Dagnelie, 1999).
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10 Reésultats

e Cas des paramécies

10.1 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur le taux des protéines

totales

e Effets a court terme

Afin de suivre les différentes activités enzymatiques impliquées dans la métabolisation et /ou

la détoxication du xénobiotique, nous avons procédé en premier lieu a 1’évaluation du taux de

protéines totales.

La figure (20) représente 1’évolution du taux de protéines en fonction des différentes

concentrations de I’EMB a court terme. Nous constatons que ce parametre tend a augmenter de

maniére dose dépendante et hautement significative (p < 0,001).
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* % %

k kk
kkk

%k %k

H Témoin
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4,5 uM/I

n =3

Figure 20 : Effets a court terme des concentrations croissantes d’EMB sur le taux des protéines

totales.
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e Effets a long terme

La figure (21) illustre les variations du taux de protéines totales en fonction de
concentrations croissantes d’EMB aux temps longs, nous constatons que les taux de proteines
totales augmente d’une maniere significative a hautement significative aprés 24,48 et 72 H de

traitement, nous constatons également que cette augmentation est dose dépendante. (p < 0,001).

0,040 -
— 0,035
£
% 0,030
[ =
Q
] 0,025 B Témoin
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E 0,020 ®0,5uM/I
8 0015 ®1,5uM/l
o
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(1]
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24 48 72
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Figure 21 : Effets & long terme des concentrations croissantes d’EMB sur le taux des protéines

totales.
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10.2 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur le taux de GSH et
Pactivité GST

Tableau 03 : Effets a court terme des concentrations croissantes d’EMB sur le taux de GSH et
I’activité GST

Parametres

GSH (uM/mg protéines) GST (uM/min/mg protéines)

Traités ( uM/I) 0 05 15 3 45 0 0.5 15 3 45
Temps mz sd mz sd m + sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd
0.0062+  0.0058+ 0.0048+  0.0050+ 0.0029+ 478+ 16.14+  17.89+ 2874+  30.48%
1H 0.0002 0.00037 0.00055 0.00058 0.0003 0.398 1.966 2.665 4.859 3.859
0.0066+  0.0051+ 0.0044+ 0.0037+ 0.0020+ 560+ 16.32+ 1811+ 29.93+ 32.88%
0.0002 0.0002 0.000115 0.000115 0.000251  1.588 1.177 0.966 3.064 2.115

3 H *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk

0.0077+ 0.0042+  0.0035+ 0.0039+  0.0021+ 690+ 1814+ 20.85+ 33.07+ 36.02%
0.00015 0.000152 0.0001 0.000152  0.000264  1.346 1.904 1.490 2.024 2.759

6 H *hk *hk *hk *kk *hKk *hk *hKk *hKk

Le tableau (03) représente les variations du taux de GSH et de I’activit¢é GST chez les
paramécies traitées aux concentrations croissantes d’EMB. Nous constatons une dminution dose-
dépendante et trés significative du taux de GSH paraléllement a une augmentation dose
dépendante et tres significative de ’activité GST (p<0,001), particuliérement aux plus fortes
concentrations d’EMB (3 et 4,5 uM/1), o nous notons une augmentation de I’ordre de 28,74 et

30,48 uM/min/mg de proteines par rapport aux témoins qui est de ’ordre de 4,78 uM/min/mg de
proteines.
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Tableau 04 : Effets a long terme des concentrations croissante d’EMB sur le taux de GSH et
L’activité GST.

Parametres GSH (UM/mg protéines) GST (UM/min/mg protéines)
Traités (UM/1) 0 0.5 15 3 45 0] 0.5 i3 3 45
mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd
Temps

0.0078+ 0.0032+  0.0029+  0.0026+x  0.0019+ 8.77+ 19.55+ 21.25% 31.63+ 36.14+
0.00032  0.00030 0.0001 0.00020  0.00050 1.492 3.210 2.588 2.403 2.343

24H kK *kk *kk Fkk *% *x *hKk *hKk

0.0075+ 0.0058+  0.0029+  0.0025+  0.0020+ 12.71+ 21.70+ 22.38+ 25.89+ 20.18+

48H 0.00015 0.22215 0.(12(’114 0.(12(’110 0.(1(1230 2020 2.’3.3.6 2ff4 2;33.7 3.];83

0.0070+  0.0059+  0.0032+  0.0025+  0.0015+ 10.19+ 22.15% 23.20% 18.85+ 10.67+
0.00051  0.00015 0.00010  0.00020  0.00034 3.160 2.475 2.838 2.102 2.037
* **% *% *%

*kKk *kKk Fkk

72H

Le tableau (04) met en évidence 1’effet des concentrations croissantes d’EMB sur le taux de
GSH et I’activité GST des paramécies traitées. Les résultats mettent en évidence une diminution-
dose dépendante et trés significative du taux de GSH, paraléllement a une augmentation dose-
dépendante et trés significative de I’activité GST (p<0,001), Nous notons également une
différence de I’ordre de 36,14 uM/min/mg de proteines par rapport aux témoins qui est de 1’ordre
de 8,77 uM/min/mg de proteines, particuliérement pour les traités a 24H.

10.3 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur le MDA

Tableau 05 : Effets a court terme des concentrations croissantes d’EMB sur le taux de MDA

Parametre MDA (uM/mg protéines)

Traités (UM/I) 0 0.5 15 3 45

Temps m:+ sd m sd m+ sd m: sd m: sd
1H 0.0118+ 0.0160+ 0.0200+ 0.0227+ 0.0099+
0.00065 0.00085 0.00035 0.00385 0.00166
3H 0.0108+ 0.0156+ 0.0230+ 0.0110+ 0.0135+
0.00068 0.00027 0.00066 0.00039 0.00044
6H 0.0201+ 0.0177+ 0.0207+ 0.0234+ 0.0157+

0.00107 0.00350 0.00051 0.00350 0.00486
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Le tableau (05) illustre les variations du taux de MDA chez les paramecies traitées par
les concentrations croissantes d’EMB. Les resultats mettent en évidence une augmentations
dose-dépendante et trés significative du taux de MDA ( p < 0,01),par contre a la plus forte
concentration nous remarquons une diminution non significative de ce parameétre (p<

0,05),cette diminution est de 1’ordre de (77%) par rapport aux témoins.

Tableau 06 : Effets a long terme des concentrations croissantes d’EMB sur le MDA

Parametre MDA (uM/mg protéines)
Traités (uM/I) 0 0.5 15 3 45
Temps mz sd mz sd mz sd m+ sd mz sd

24H 0.0249+ 0.0264+ 0.0306+ 0.0339+ 0.0497+
0.00015 0.000556 0.0000153 0.0001 0.00001

48H 0.0382+ 0.0354+ 0.0378+ 0.0573+ 0.0877+
0.00025 0.00001 0.000152 0.000152 0.00001

72H 0.0451+ 0.0644+ 0.0507+ 0.0728+ 0.0884+
0.0002 0.0002 0.0077 0.0002 0.000152

Le tableau (06) met en évidence les variations du taux de MDA chez les protistes traités a
long terme par des concentrations croissantes d’EMB. Nous remarquons une augmentation
hautement significative,dose-dépendante et en fonction du temps particuliérement aux plus fortes
concentrations d’EMB ( p < 0,001).ainsi pour les traités a la concentration de(4,5 pM/I1), le taux
de MDA est de I’ordre de 0,0884 uM/mg de proteines alors qu’il est chez les témoins de I’ordre
de 0,0451 pM/mg de proteines.

10.4 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur P’activité Catalase

e Effetacourt terme
La figure (22) met en évidence 1’effet des concentrations croissantes d’EMB sur 1’activité
catalase des paramecies traitées a court terme, nous remarquons une augmentation non

significative et dose dépendante de I’activité catalase (p >0,05).
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Figure 22 : Effets a court terme des concentrations croissantes d’EMB sur 1’activité Catalase.

o Effets along terme
La figure (23) montre que 1’activité catalase chez les paramécies traitées a long terme par
des concentrations croissantes d’EMB augmente d’une maniére trés significative et dose
dépendante I’activité catalase chez les paramécies traitées (p <0,01) et ce par rapport aux

témoins.
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Figure 23 : Effets a long terme des concentrations croissantes d’EMB sur I’activité Catalase.
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10.5 Effets de ’Emamectine benzoate sur le métabolisme respiratoire des
parameécies

La figure (24) illustre les effets des différentes concentrations de I’Emamectine benzoate
sur le métabolisme respiratoire des paramécies. Ainsi, il ressort de cette figure, que les cellules
traitées consomment plus d’oxygéne, cette consommation semble dose dépendante jusqu'a la plus

forte concentration d’EMB (4,5 uM/1), le taux d’oxygéne dans le milieu est de ’ordre de 448

nmol/ml par rapport au témoin qui est de I’ordre de 101 nmol/ml.
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Figure 24 : Effets & court et a long terme des concentrations croissantes d’EMB sur le

métaboilsme réspiratoires des paramécies
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e Cas des escargots

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au comportement d’un bioindicateur,
bioaccumulateur en 1’occurrence, 1’escargot Helix aspersa et ce en vue d’entreprendre une
étude comparative entre deux organismes appartenant a deux regnes différents et leurs

réponses biologiques vis-a-vis du xénobiotique.

10.6 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur le taux de proteines

La figure (25) met en évidence une augmentation dose-dépendante du taux de protéines
chez les escargots traités avec I’EMB aprés 7 et 15 jours de traitement, cette augmentation du
pool protéique est hautement significative aprés 15 jours de mise en contact avec le pesticide
(p<0,001).

B Témoin
0,08 mM/I
m0,2mM/I
m 0,8 mM/I
m1,6mM/I

Protéines(uM/mg de tissus)
W

n=15

7 . 15
Temps ( jours)

Figure 25 : Variations de la teneur en protéines au niveau de 1’hépatopancréas des escargots

apres 7 et 15 jours de mise en contact avec des concentrations coissantes d’EMB.

10.7 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur P’activité Catalase

La figure (26), met en évidence les variations de I’activité catalase au niveau de
I’hépatopancréas des escargots, apres 7 et 15 jours de mise en contact avec des concentrations
croissantes d’EMB. Nous remarquons que l’activité de cette enzyme tend a augmenter d’une

maniére tres significative (p<0,01) et dose dépendante, particuliérement aprés 15 jours de mise en
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contact avec I’EMB ou nous remarquons une activité maximum de I’ordre de 6 26,5 pM/min/mg

protéines pour les escargots traités avec respectivement 0,08 et 0,2 mM/I d’EMB.
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Figure 26 : Variations de I’activité Catalase au niveau de I’hépatopancréas des escargots apres 7

et 15 jours de mise en contact avec des concentrations croissantes d’EMB.

10.8 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur le taux du glutathion et
sur Pactivité GST

Tableau 07 : Variations de I’activit¢é GST et du taux de GSH au niveau de 1’hépatopancréas des

escargots apres 7 et 15 jours de mise en contact avec des concentrations croissantes d’EMB.

Parametres GSH (uM/mg protéines) GST (UM/min/mg protéines)
Traités (mM/I) 0 0.08 0.02 0.8 1.6 0 0.08 0.02 0.8 1.6
mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd mz sd
Temps

2124+ 1.703% 1550+  1.336% 1.240+ 0.0022+  0.0007+  0.0020+  0.0036+  0.0055+
7i 0.041 0.105 0.229 0.090 0.108 0.0005 0.0001 0.0001 0.0024 0.0008
J **% **% *kk *kk **k *kk
1976+  1.776% 1.390+ 0.722+ 0.338+ 0.0034+  0.0098+  0.0128+  0.0254+  0.0339+
0.241 0.068 0.122 0.072 0.058 0.0002 0.0035 0.0046 0.0042 0.0002
*k . * **k

KKk *% KKk e

15j
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Le tableau (07) illustre le taux de GSH et I’activité GST chez les escargots aprés 7 et 15
jours de mise en contact avec des concentration croissantes d’EMB, nous remarquons une
diminution dose-dépendante et trés significative du taux de GSH (p<0,001), paraléllement a une
augmentation hautement significative de 1’activité GST (p <0,001).particulierement pour la plus

forte concentration d’EMB (4,5 uM/1),ou nous notons une augmentation de 1’ordre de 60%.

10.9 Effets des concentrations croissantes d’EMB sur le taux de MDA

Tableau 08 : Variations du taux de MDA au niveau de I’hépatopancréas des escargots aprés 7 et

15 jours de mise en contact avec des concentrations croissantes d’EMB.

Parametre MDA (1M/mg protéines)
Traités (mM/I) 0 0.08 0.02 0.8 1.6
Temps m: sd mz sd mz sd mz sd mz sd
7j 163.56+ 171.99+ 180.22+ 222.16+ 245.86+
6.575 5.726 3.171 10.623 5.760
*% ***
15j 178.23+ 263.54+ 333.72+ 348.84+ 339.98+
5.314 7.720 5.200 5.931 5.987

*kx *k*k *k* *k*

Le tableau (08) illustre 1’évolution du taux de MDA chez les escargots aprés 7 etl5 jours de
mise en contact avec des concentrations croissantes d’EMB. Nous constatons que ce paramétre
tend & augmenter de maniére dose-dépendante et hautement significative (p <0,001), ainsi pour
les traités a la plus forte concentration d’EMB (1,6 mM/1), le taux de MDA est de 339,98 uM/mg

de proteines alors que chez les témoins il est de 1’ordre de 178,23 uM/mg de proteines.
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11 Discussion

Dans quelle mesure les réponses des biomarqueurs cellulaires étudiés dans ces travaux

permettent-elles de mettre en évidence la présence ou I’effet d’une toxicité ?

Dans ce chapitre nous avons utilis¢ 1’approche biochimique et enzymatique sur Helix
aspersa et Paramecium sp. pour définir le degré de toxicité induit par le biopesticide a base
d’Emamectine benzote.

Dans un premier temps nous avons mis en évidence une augmentation du pool des
protéines chez les deux modéles biologiques en présence de I’insecticide. Ce phénomene a été
décrit par Massaya et al.(2002) qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux
des protéines totales sous 1’effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques differents
(tétards,protistes ciliés,lapin), Dans le méme ordre d’idées Shartai et al.(2009),ont montré que les
manifestations toxiques du bifénazate (acaricide) sur la paramécie, ont été accompagnées par une
induction dose dépendante de la synthese protéique chez les paramécies, le méme effet a été
constaté apres le traitement de protistes cilié avec quatre acaricides Chlorfenapyr, Fenazaquin,

Fenbutatin oxyde et Tebufenpyrad (Benbouzid,2007) .

Soumis a un stress exogeéne, les microorganismes ont la capacité de développer toute une
batterie de réponses capables d’enclencher un processus de détoxification, vis-a-vis des
xénobiotiques afin de lutter, et/ou de s’acclimater face au stress chimique (Lagadic et al., 1997 ;
Perez-Rama,2001).Ce processus est d’ordre biochimique et consiste entre autres en la synthese de
protéines.

Cette augmentation du pool protéique suggeére une induction de la synthése d’enzymes de
détoxification et de métabolisation, cette hypothése est confirmée par 1I’évolution des activités
enzymatiques que nous avons suivi dans cette partie de notre travail.

Partant du principe que tout type de stress chimique peut provoquer une libération de
radicaux libres dans 1’organisme (Aurousseau, 2002), une altération des composants cellulaires
intervient lorsque ’intensité¢ de ces phénoménes augmente anormalement. Tous les composants
cellulaires peuvent étre touchés : lipides, proteines, et donc les membranes dans leur ensemble
(Radi et al., 1991 ; Haliwell et Chirico,1993), glucides et ADN (Jaeschke 1995 ;Meneghini
1997).
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Les protistes sont capables de synthétiser une multitude de protéines et d’enzymes
specifiques a la détoxification leur permettant de maintenir & un niveau suffisamment bas les
concentrations intracellulaires de polluant. De nombreuses études confirment le r6le des protéines
du stress chez les microorganimes (Piccini et al., 1994 ; Massaya et al.,2002 ; Redouane—Salah,
2004).Ainsi de fortes teneurs en Proteines totales au niveau de la glande digestive ont été
enregistrées a la suite du traitement de 1’escargot Vermiculata eobania par un carbamate
(Radwan et al.,2010) . EI-Gendy et al. (2009), ont évalué le stress oxydant induit par un pesticide
a base de cuivre sur ’escargot thiba pisana, I’étude a démontré une augmentation du taux de
proteines totales chez les animaux traités aux plus fortes concentrations.

Selon Zaouani (2010), une induction des proteines carbonylées chez Le rat Wistar traité par
ingestion a I’Emamectine benzoate a €été mise en évidence, probablement due a une
accumulation d’éspeéces radicalaires, mais également a une diminution de I’activité du
protéasome , systeme permettant la dégradation des protéines modifiées, en particulier oxydées
et I’élimination de molécules dégradées potentiellement impliquées dans le développement de
processus cancerigénes (Petropoulos,2000), Possamai (2006) a montré une augmentation des taux
de proteines carbonylées hépatiques chez le rat apres une éxposition sub-chronique a un
insecticide le malathion. Ainsi nos résultats abondent dans le méme sens que ceux cités ci-
dessus, puisque nous avons mis en evidence une augmentation du taux de proteines totales chez
la paramécie et I’éscargot soumis a un traitement par I’EMB.

Lorsque des organismes vivants sont soumis a des changements de leur environnement, ils
sont soumis a un stress intense , entrainant la mort des organismes sans que ces derniers ne
puissent réagir particulierement lorsque leurs enzymes de détoxifications sont déplétées, ce stress
peut étre moins intense, permettant alors a I’organisme de déployer une batterie de réponses, a
travaers ’activation de leurs mécanismes de détoxification, afin de lutter ,de survivre et dans
certains cas, de s’acclimater a ce nouveau paramétre (Lagadic et al.,1997).

Les biomarqueurs sont des variations biochimiques, physiologiques, histologiques ou
morphologiques, mesurées chez des étres vivants exposés a des conditions de stress liés a la
présence de substances chimiques dans I’environnement (Huggett et al., 1992). Il en est ainsi du
systeme GSH/GST intervenant dans les réactions de conjugaison des électrophiles (Huggett et
al., 1992 ; Lagadic et al.,1997 ; Kammenga et al.,2000).
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Dans notre travail , nous avons mis en évidence une implication de ce systeme de
détoxification a travers une augmentation de I’activité GST et une diminution du taux de GSH
chez les deux espéces traitées avec ’EMB, nos résultats sont en accord avec ceux de Azzouz
(2012), qui a étudié la toxicité d’un insecticide, a base d’azoxystrobin et de cyproconazole sur
paramecium tetraurelia, ou encore Benbouzid et al.(2012), qui ont testé des phosphoramidate
sur paramecium aurelia.ainsi , I’augmentation de I’activit¢é GST et la diminution du taux de
GSH,sont dus au fait que Le glutathion est I’antioxydant non enzymatique majeur dans les
cellules animales, c’est le thiol cellulaire le plus abondant, impliqué dans le métabolisme, les
procédés de transport et dans la protection des cellules contre les effets toxiques des composés
endogénes et exogenes, y compris les éspeces réactives de l'oxygene et les métaux lourds
(Dickinson et Forman 2002 ;Viarengo et Nott, 1993; Viarengo, 1994).

En interceptant un radical hydroxyle, le glutathion génére un radical superoxyde qui doit
étre pris en charge par une SOD, outre son role essentiel d'agent réducteur, le glutathion
intervient également a un second niveau dans la défense antiradicalaire par son implication dans
les réactions de détoxication catalysées par la glutathion-S-transférase (Barillet ,2007).

Les glutathion S-transférases (GSTs) sont des enzymes du métabolisme de (dé)toxication de
la phase Il capables de conjuguer une molécule de glutathion réduit (GSH) au centre électrophile
d’un xénobiotique afin de rendre celui-ci plus soluble et donc plus facilement excrétable par
I’organisme. Leur expression peut étre induite ou inhibée par certains xenobiotiques, ce qui leur

conférent un grand intérét en tant que biomarqueurs potentiels de la pollution (Vidal, 2001).

Aprés I’évaluation du stress oxydatif chez I’escargot terrestre theba pisana exposé a des
pesticides a base de cuivre (oxychloride de cuivre, hydroxide de cuivre et sulphate de cuivre), El
Gendy et al. (2009) a mis en évidence une diminution dose dépendante du taux de GSH au
niveau de la glande digestive parallelement a une induction de ’activité GST chez les escargots
traités. 1l en est de méme congernant les travaux de Salama et al. (2005), qui a testé trois
pesticides, le paraquat dichloride, le carbofuran et le chlorpyforios) sur I’escargot terrestre Helix
aspersa. les travaux d’Atailia (2009) et Boucenna (2010) ont mis en évidence 1’implication du
systeme GSH/GST chez des escargots Helix aspersa traités avec des xénobiotiques terrestres
(poussiéres métallique). Ces résultats ont été confirmés lors de nos expérimentations, puisque

nous avons mis en évidence une augmentation de 1’activit¢ GST au niveau de 1’hépatopancréas
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ainsi qu’une diminution du taux de GSH confirmant ainsi I’implication du systeme de
détoxification.

Le dosage de I’activité Catalase dont I’induction ou I’inhibition témoigne de 1’état du stress
oxydant par excellence, a permis de montrer qu’apres traitement des paramécies et des escargots
avec I’Emamectine benzoate, 1’activité de cet enzyme a été fortement induite, nos résultats
corroborent ceux de Banerjee (1999) et Lopeza (2007) qui ont clairement démontrés que les
pesticides induisaient 1’activité des enzymes antioxydantes, il en est de méme pour 1’étude de
Mountassif et al.(2007) qui ont mis en évidence une augmentation de I’activité CAT chez
Tetrahymena pyriformis soumis a une pollution métallique, le traitement de paramecium aurelia.
avec des phényl phosphoramidates a mis en évidence une induction de I’activité CAT
(Benbouzid, 2012) , il en est de méme pour le travail de Azzouz (2012) qui a mis en évidence une
forte induction de I’activité CAT chez paramecium tetraurelia. traités avec le pesticide Amistar
Xtra et le Glyphosate, I’étude de Grara et al.(2009) a révéler une induction de I’activité CAT
chez Helix aspersa traités avec des polluants métalliques, c’est aussi le cas pour 1’étude de
Wenwen et al.(2011), qui a étudier I’effet du cadmium chez le crab d’eau douce. En revanche le
traitement des rats avec du chlorpyrifos (insecticide,OP) a mis en évidence une diminution des
activité des enzymes du type catalase dans le foie,le rein et le cerveau, il en est de méme pour
I’étude Mekail et Zobayada (2009), qui ont mis en évidence une inhibition de 1’activité catalase,
chez des rats intoxiqués au Diazinon,carbaryle et lambdacychalothrin.

Le MDA est ’aldéhyde actif principal de la peroxydation des acides gras poly insaturés
des membranes, c’est également un sous produit de la biosynthese de la prostaglandine
(Coeurdassier, 2001), la péroxydation lipidique est suivie d’un changement structural des
membranes biologiques (Bebianno et al., 2005) ou d’autres éléments contenant des lipides (Al-
Mutairi et al., 2007) . Il s'ensuit une perte de la perméabilité et du potentiel de membrane, une
inactivation des récepteurs et des enzymes membranaires (Pampanin et al., 2005).Ces
perturbations fonctionnelles peuvent aboutir a la mort des cellules, Ainsi, la peroxydation
lipidique est une source endogéne des dommages de I'ADN ( Marnett, 2002).

Djekoun (2012) et Shartai (2013) ont mis en évidence une augmentation du taux de MDA
respectivement chez sacharomyces cerevisiae et paramecium sp. 1’étude de Mountassif et
al.(2007) a mis en évidence une augmentation du taux de MDA chez tetrahymena pyriformis

traité avec un polluants métallique, comme c’est le cas pour 1I’étude de Burgeot (2003) qui a mis
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en évidence une augmentation des TBARS chez des rats traités au Carbofuran Il en est de méme
pour des rats wistar traités par le proclaim (Zaouani 2012). Le stress oxydant, et 1’effet
génotoxique induit par un pesticide chez 1’anguille pré éxposé au B-naphthoflavone, a montré
I’augmentation de lipides peroxydés durant le traitement (Gravato, 2006), La contamination de
I’escargot marin Lymnaea natalensis par une eau polluée et sédimenté a montrer un taux éleve
en MDA (Siwela, 2010), I’étude de Viarengo et al.(1990) a mis en évidence un taux élevé en
MDA chez Mytillus galloprovinciallis, traités avec des métaux lourds (cuivre). Chandran et al.
(2005) ont mis en évidence une augmentation significative du taux du (MDA) chez le
gastéropode Achatina fulica apres exposition au Cd et Zn, il en est de méme pour les travaux de
Salama et al. (2005) qui ont étudié les effets toxiques sur la peroxydation lipidique chez les rats
apres exposition a certains pesticides. Ainsi, le traitement par les métaux lourds (poussieres et
Cadmium seul) est a l'origine d'une peroxydation lipidique traduit par une augmentation du taux
de MDA.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux des auteurs cités precédemment, puisque le
traitement des deux especes biologiques avec I’insecticide a provoqué une augmentation dose
dépendante de ce biomarqueur de stress, le Proclaim semble ainsi induire un stress oxydant dont
I’effet délétere serait partiellement contrebalancé par I’induction d’enzymes antioxydantes.

La polarographie nous permet de mesurer le taux d’oxygéne consommé par les protistes et
ce en présence ou en absence des xenobiotiques et nous savons que les systémes enzymatiques de
détoxification utilisent des molécules d’O, pour leur activité, il en est ainsi des mono-oxygénases
et des oxydases (Lagadic et al., 1997 ; Bounias, 1999 ; Youbi, 2005) ceci hous amene a poser la
question suivante :

Quels sont les effets de I’insecticide testé sur le métabolisme respiratoire ?

Les microorganismes sont avide d’oxygene, c’est 1’élément indispensable pour leur vie,
ainsi au moment de [I’élimination des xénobiotiques, les électrons produits lors de la
détoxification de 1’organisme par les mono-oxygénase a cytochromes P450 (CYP450), vont
réagir avec I’oxygene (Guengerich, 1991). L’oxygéne peut également réagir avec les électrons
qui échappent a la chaine respiratoire (Cadenas et al., 1977). La combinaison directe de
I’oxygeéne apporté aux cellules avec ces électrons implique la formation d’un anion superoxyde

qui est a I’origine des phénomenes radicalaires, ce dernier peut alors dismuter Soit spontanément,
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soit de facon enzymatique pour donner de l'eau oxygenée (H.O,), qui peut a son tour se
transformer en radical hydroxyle °OH, le plus réactif des radicaux oxygénés libres (ROS).

Dans notre travail, les résultats ont indiqué une perturbation du métabolisme respiratoire
chez les micro-organismes traités par les différentes concentrations de I’insecticide étudié¢ par
rapport aux cellules témoins.

Nos résultats vont dans le sens que ceux Rouabhi et al. (2006) qui a étudié ’effet de
Diflubenzuron et le Flucycloxuron sur la morphologie et la physiologie de paramecium sp .ainsi
que ceux de Shartai et al. (2012) et Benbouzid et al. (2012) qui ont mis en évidence une
perturbation du métabolisme réspiratoire respectivement chez paramecium sp. et paramecium
aurelia. Soumises a un stress induit par le bifenazate et des phophoramdiates. Il en est de méme
pour I’étude de Djekoun et al. (2012) qui ont mis en évidence une perturbation du métabolisme
respiratoire de saccharomyces cerevisiae traité par le cadmium.

L’effet du Crome (Cr) sur le métabolisme énergétique d’un protiste hétérotrophes, Euglena
gracilis a mis en évidence une forte inhibition de la réspiration des mitochondries isolées (Jasso-
Chavez et al., 2010), les auteurs suggerent que la cytotoxicité du Cr (VI) aurait entrainé la
diminution de la respiration, de la glycolyse et par conséquent, une baisse de I’ATP cellulaire. Le
transfert des électrons entre les complexes | (NADH FMN déshydrogénase, ND) et Il (succinate
déshydrogénase, SD), d’une part, et les complexes IIl et IV (cytochromes a, b et ¢) d’autre, fait
appel au coenzyme Q mitochondrial (ubiquinone, UQ), réduit en ubiquinol (UQH2) au niveau
des complexes I et 11 et oxydé sous sa forme radicalaire ubisemiquinone, UQH®, puis sous forme
ubiquinone lors du transfert des électrons au complexelll. Lors de ce cycle, une partie des
électrons s’échappe a partir de la forme intermédiaire radicalaire, UQH®, du coenzyme Q, pour
réagir directement avec 1’oxygene dissous dans le cytoplasme et former les anions superoxydes
radicalaires, O2-° (Cadenas et al., 1977), d’ou la perturbation de la consommation d’O; observée

dans notre travail. Tous ces travaux sont en accord avec nos résultats.
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Introduction

L’Emamectine benzoate exerce une neurotoxiti¢ par I’inhibition de la neurtansmission dans
le systeme nerveux periphérique (Mc Kellar et Benachaoui, 1996).
Pour cela, il été judicieux de faire un test de neurotoxicité du produit en utilisant comme

modéle biologique alternatif Helix aspersa et parameium sp.

De nombreuses études ont confirmé I’utilisation de 1’escargot Helix aspersa comme
modele idéal pour les études de neurotoxicité. Comme de nombreux autres mollusques,|’escargot
dispose de neurones géants permettant I'implantation d'électrodes intracellulaires largement
utilisées en recherches neurologiques pour mieux comprendre le mode de fonctionnement

des neurones humains ( Castelluci et Trudeau,1997).

1 Les cholinestérases

Les cholinestérases (ChE) sont des enzymes pouvant hydrolyser les esters de choline plus
rapidement que d’autres substrats. Les vertébrés possédent deux ChE correspondant a deux génes
distincts, 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). Ces deux enzymes se
distinguent par leur spécificité envers différents esters de choline (1I’Acétylcholine -ACh- et la
Butyrylcholine -BCh- pour I’AChE et la BChE, respectivement) et leur réactivité envers divers
inhibiteurs (Vidal, 2001).

1.1 Les cholinestérases chez les mollusques

La présence de différentes formes de ChE a été mise en évidence chez plusieurs invertébrés
aquatiques tels que 1’huitre Crassostrea gigas (Bocquené et al.,1997),les céphalopodes Octopus
vulgaris (Talesa et al.,1995) et Eledone moschata (Mora et al.,1999a ;Talesa et al.,2001) et la
palourde d’eau douce Corbicula fluminea ( Mora et al.,1999a). Concernant les mollusques
bivalves Von Wachtendonk et Neef (1979) ont purifié une AChE globulaire non-membranaire
dans I’hémolymphe chez M.edulis. Mora et al. (1999 a) ont mis en évidence dans les branchies
de M.edulis et M.galloprovincialis une forme globulaire de Cholinestérases hydrolysant
préférentiellement 1’acétylthiocholine (substrat utilisé pour doser ’activité Ache in vitro selon
Ellman et al .,1961).De par son caractére amphiphile et la présence d’un groupement GPI, elle

pourrait étre similaire aux formes Ga de type | présentes chez les vertébrés . De plus, les auteurs
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n’ont pas exclu la présence d’autres ChE solubles similaires aux formes Ga de type II
(amphiphiles mais facilement solubilisées) ou Gna (non-amphiphiles, pleinement solubles). Plus
récement, Talesa et al.,(2001) ont purifié deux AChE globulaires hydrophiles similaires aux
formes G2na et G4na dans 1’hémolymphe de M. galloprovincialis ainsi qu’une AChE globulaire
amphiphile a groupement GPI similaire a la forme G2a de type | dans les tissus. Cette derniere
AChE correspond vraisemblablement a celle purifiée par Mora et al.(1999a) Une seule forme de
ChE a été mise en évidence chez C.fluminea a partir d’extraits d’animaux entiers par Mora et
al.(1999a).Elle hydrolyse préférentiellement la propionylthioline (d’ou son nom de

propionylcholinestérase-PChE-) et serait similaire aux formes Ga de type I.

2.2 Les Cholinestérases chez les protistes

Il a été démontré que la paramécie synthétise des molécules fonctionnelles reliées au
systeme GABAergique et cholinergique (Delmonte corrado et al., 2002 ;Trielli et al.,2006), Les
résultats  des  expériences pharmacologiques, réalisées a  l'aidedes  médicaments
cholinometriques et les inhibiteurs de l'acétylcholine, a indiqué que le signal de la
molécule l'acétylcholine pourrait étre impliqué dans la modulation des interactions de cellule-
cellule  conduisant alacte la  conjugaison  sexuée  (Delmonte  Corrado et
al.,1999,2001,2005 ;Trielli et al.,1997).

En toxicologie environnementales, I’AChE et la PChE sont essentiellement utilisées
comme biomarqueurs d’exposition aux pesticides organophosphorés et carbamates. Cependant,
les métaux lourds et plus rarement les hydrocarbures aromatiques polycycliques peuvent

¢galement moduler I’activité des cholinestérases (en I’inhibant la plupart du temps) (Barata,
2004).

2 Objectif

Dans ce chapitre nous allons étudier I’effet neurotoxique de I’EMB sur Helix aspersa et

paramecium sp. a travers le suivi de I’activité Acétylcholinestérase chez les deux espéces.
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3 Matériel et Méthodes
3.1 Matériel biologique

3.1.1 Helix aspersa: les escargots sont sacrifiés aprés 7 et 15 jours de mise en contact avec
I’EMB, la téte qui contient le systeme nerveux est conservée dans la solution détergente.
3.1.2 Paramecium sp. : Aprés chaque temps de traitement les cellules sont concentré par
centrifugation & 15000 rpm / 10 min, puis conserve dans la solution détergente.
3.2 Méthodes
3.2.1 Mesure de ’activité Acétylcholine Estérase (AChE) chez les deux espéces
étudiées

e Chez Helix aspersa.

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé¢ selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, I’acétylthiocholine (ASCh) dont I’hydrolyse
libére de la thiocholine (SCh) et de ’acide acétique. La thiocholine en présence de DTNB (acide
5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont I’intensité est lue a
une longueur d’onde de 412 nm.

e Chez paramecium sp.

La méthode de dosage de I’activité enzymatique a été réalisée selon la methode d’Ellman
et al. (1961) modifiée par Trielli et al.(2006). Aprés une centrifugation a 3000 rpm /10 min, nous
récupérons 400 ul de surnagent dans un tampon phosphate (0,2 M, pH 8).

L’activité Acétylcholine Estérase est calculée selon la formule suivante :

P ADo.Vt/ d i
= 136.10%. Vs mg de protéines

X : nanomole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
1,36 x 10*: coefficient d’extinction molaire du DTNB.

V1t : volume total dans la cuve.

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.
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4 Reésultats
4.1 Effets de PEmamectine benzoate sur I’activité acétylcholinestérase chez

Helix apsersa.

La figure (27) illustre les variations de I’activit¢ AChE en présence de I’EMB. Nous
constatons que cette activité tend a diminuer d’une manicre inversement proportionelle aux
concentrations des xénobiotiques et ce quelque soit le temps de mise en contact.

Pour les escargots traités pendant 15 jours nous notons une diminution hautement significative de
I’activité enzymatique particulierement pour les concentrations de 0,8 et 1,6 mM/I par rapport au

témoin, (p< 0,001).
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Figure 27 : Variations de I’activité Acétylcholinestérases des escargots apres 7 et 15 jours de

mise en contact avec des concentrations croissantes d’EMB.

4.2 Effets de ’Emamectine benzoate sur I’activité acétylcholinestérase chez

paramecium sp.
o Effetsa court terme
La figure (28) illustre les variations de 1’activité acétylcholinestérase chez les paramecies
traités avec des concentrations croissantes d’Emamectine benzoate, Ainsi nous constatons une
perturbation de 1’activité enzymatique chez les paramécies traitées au xénobiotique, par rapport

aux témoins.
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Nos résultats ont mis en évidence une inhibition hautement significative de I’activité
acétylcholinestérase particulierement pour les plus fortes concentrations d’EMB et ce quel que

soit le temps de traitement (p <0,001).
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Figure 28 : Effets a court terme des concentrations croissantes d’EMB sur 1’activité

Acétylcholinestérase chez les paramécies.

e Effets a long terme
La figure (29) met en évidence les variations de I’activité acétylcholinestérase chez les
paramécies traitées avec des concentrations croissantes d’EMB. Nous remarquons une inhibition
hautement significative et dose dépendante de I’activité enzymatique pour tous les temps de

traitement et quelle que soit la concentration testée. (p <0,001).
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Figure 29 : Effets a long terme des concentrations croissantes d’EMB sur 1’activité

Acétylcholinestérase chez les paramécies.
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5 Discussion

Chez les vertébrés, ’AChE est une enzyme vitale dont le réle majeur est d’hydrolyser un
neuromédiateur, I’ACh, au niveau des synapses cholinergiques (nerveuse et neuromusculaire). A
I’arrivée de I’influx nerveux, la terminaison présynaptique libére I’ACh qui diffuse a travers
I’espace synaptique et vient activer des récepteurs spécifiques situés dans la membrane
postsynaptique. Dans les jonctions neuromusculaires, les fibres musculaires postsynaptiques
présentent au contact de la terminaison nerveuse une région membranaire spécialisée riche en

récepteurs nicotiniques qui sont également des canaux ioniques (Massoulié et Bon, 1993).

La fixation de I’ACh sur ces derniers en provoque I’ouverture. L’entrée consécutive d’ions
sodium entraine une dépolarisation locale qui déclenche un potentiel d’action propagé dans toute
la fibre musculaire, la libération d’ions calcium et finalement la contraction. Pour que la
repolarisation soit possible, I’ACh est trés rapidement hydrolysée en acétate et choline par
I’AChE (figure 30), localisée dans 1’espace synaptique. La fixation de I’ACh entraine un
changement conformationnel de I’enzyme de I’histidine, puis une réaction d’échange entre 1’ACh
et la sérine activée par le groupe imidazole. Au cours de cette réaction, une molécule de choline
est libérée et la Sérine acétylée. L’intervention d’une molécule d’eau permet de désacétyler cette

derniere en libérant de 1’acétate afin de régénérer I’enzyme libre (Massouli¢ et Bon, 1993).

CH,
C|=0 ?H
t’L CH, TH:
(|?H, + mo — (|I=D + H+ + (|3H,
~1|:Hz (|" CH, —*r‘— CH,
CH3—+1L'—CH3 CH,
cn,
Acétylcholine Acétate Choline

Figure 30 : Hydrolyse de I’acétylcholine par 1’acétylcholinestérase (d’apres Trundle et Marcial,
1988).
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L’inhibition de I’AChE peut avoir des conséquences catastrophiques pouvant entrainer la
Mort (Vidal, 2001). Parmi les inhibiteurs de I’AChE, les plus connus sont certains gaz de combat
et les Insecticides organophosphorés et carbamates. Le mécanisme d’inhibition par ces derniers
est basé sur la formation d’un complexe carbamylé ou phosphorylé qui est plus stable que la
forme acétylée. Cependant la forme carbamylée s’hydrolyse rapidement (inhibition réversible)
alors que la réactivation de la forme phosphorylée est beaucoup plus lente (inhibition réversible)
voire impossible (inhibition irréversible) selon la nature de 1I’organophosphoré (Lotti, 1995). Le
role de la BChE est moins connu que celui de I’AChE. Elle est capable d’hydrolyser certaines
drogues telle que 1’héroine et pourrait étre impliquée dans la détoxication de certains composes
naturels. De maniére générale, les ChE pourraient également étre associées a des fonctions non
cholinergiques telles que I’embryogenése, les mécanismes de reconnaissance, de signialisation,

d’adhérence, de prolifération et de différenciation cellulaires (Massoulié et Bon, 1993).

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une diminution dose-dépendante de I’activité
de cette enzyme chez les escargots et les paramécies traités par les concentrations croissantes de
I’Emamectine benzoate, Il semblerait que 1’inhibition de ’AChE est due a ’accumulation de
I’insecticide au niveau cellulaire comme le stipule Barillet (2007), c’est le résultat d’un stress
oxydant a I’échelle intracellulaire.

Le méme mécanisme est rapporté par Trielli et al. (2006), concernant I’effet de composés
organophosphorés sur des protistes terrestres Colpoda inflata, et ont constaté une inhibition
progressive de 1’activit¢ AChE et la PrChE. Cette inhibition a été attribuée par les auteurs a des
phénoménes d’oxydation (notament les groupements thiols) et a la formation de ponts disulfures

en réponse a la libération de radicaux libres au moment de I’irradiation.

Il en est de méme concernant les travaux de Mountassif et al. (2007), qui ont étudié I’effet
physiologique, morphologique et metabolique de polluants métallique chez Tetraymena
pyriformis, ou encore ceux de Barata et al. (2001) et Sturum et Hansen (1999), qui ont étudié la
toxicité de pesticides organophosphorés (chlorpyrifos, malathion), un carbamate (carbofuran) et
I’éthyl parathion sur des juveniles Daphnia magna. Nos résultats abondent dans le méme sens
que ceux cités ci-dessus et confirmant ainsi I’hypothése de I’activité AChoE chez les paramécies.

En effet I’observation microscopique des paramécies traités a ’EMB (résultats non montrés) a
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réveler une inhibition du mouvement des protistes et ce quelque soit le temps de traitement et aux
plus fortes concentrations d’EMB.

Selon une étude de Bucci, (2005) qui porte sur le role du complexe GABAa dans le Le
contréle de la nage des protozoaires ciliés, il a été démontré que les complexe GABA a ont été
pharamacologiguement activés par un agoniste sélectif le muscimole, induisant une réponse
particuliére de paramecium primaurelia, caractérisé par des périodes alternées de tourbillons et
de nage normale .Ces effets ont été inhibés par un antagoniste de GABA a le bicculine et la
picrotoxine. Nos résultats sont en accord avec ceux de Bucci(2005), puisque le traitement avec
I’EMB qui est connu comme étant un antagoniste du récepteur GABA (Syngenta 2005), a
provoqué une perturbation du mouvement pouvant aller jusqu'a son inhibition totale et

irréversible particulierement aux plus fortes concentrations.

Les travaux de Coeurdassier et al. (2001), ont mis en évidence une diminution de 1’activité
AChoE chez les escargots en présence d’organophosphorés le Diméthoate, ce méme effet est
obsérvé chez les moules par Da silva et al. (2003).récement, Belhaouchet et al. (2012) a mis en
¢vidence une forte inhibition de I’activité AChoE chez 1’escargot Helix aspersa traité par un

biopesticide le Spinosad.

Les pesticides : méthomyle, Carbofuran, Chlorpyrifos et le paraquate dichloride, inhibe
I’activité acétylcholinestérase 48 heures aprés traitement de 1’escargot Helix aspersa. En
comparant entre les quatres pesticides, il a été démontré que le carbofuran été le compose le plus
inhibiteur de D’activité acétylcholinestérase chez Helix aspersa. suivis par le methomyl, le
paraquate dichloride et enfin le Chlorpyrifos (Salama et al., 2005). 11 a été démontré par 1’étude
de (Casida et Quistad, 2004 et Radwan et Salama, 1999) que certains pesticides carbamates tels
que le méthomyl et le thiodicarbe été de puissant inhibiteurs de I’activité acétylcholinestérase
chez I’escargot. Chez les escargots traités a ’EMB, nous avons mis en évidence une inhibition

dose dépendante de 1’activité AChoE, nous résultats sont accord avec ceux cités ci-dessus.
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Introduction

Les polluants comme les métaux lourds, les hydrocarbures, les pesticides (carbamates et
organophosphorés) provoquent des dommages tissulaires irréversibles au niveau de la glande
digestive et du rein chez des escargots terrestres. (Zaldibar et al., 2007 ; Lowe et al.,2006,
Triebskon et Kohler ,1996 ; Tribeskorn et Kohler,1998).

Selon Radwan et al. (2008), le methomyle et le methiocarb sont a I’origine d’altérations se
manifestant par une dégénérescence des cellules digestives, un épaissisement et irrégularité de la
membrane basale au niveau de I’hépatopancréas chez I’escargot Vermiculata Eobania.

Il en est de méme, concernant les travaux de Marigomez et al. (1996) et (1998), qui ont mis
en évidence chez les lingots terrestres soumis a un stress chimigque un nombre relativement élevé
des cellules a calcium et une hypertrophie des espaces intercellulaires au niveau de la glande
digestive. Ainsi les produits phytosanitaires en général, sont a I’origine de graves atteintes de
I’ecosystéme avec comme conséquence des perturbations de certains organismes (escargots,

verres de terre ...), utilisés ainsi comme des bioindicateurs de la qualité de I’environnement.

2 Objectif du travail

Dans ce chapitre, nous proposons de mettre en évidence d’eventuelles altérations tissulaires
chez Helix aspersa. traités par le Proclaim, pour cela, nous avons procédé a un examen

histologique sur différents organes.

3 Materiel et méthodes
3.1 Materiel biologique

Nous avons travaillé sur des fragements de I’hépatopancréas, du rein et du poumon, consérvé

préalablement dans du formol a 10%.
3.2 Methode

Sur des échantillons de la glande digestive, du rein et du poumon, nous avons réalisé des
coupes histologiques au laboratoire d’Anatomo-Pathologie de ’hopital Ibn Rochd (Annaba),

selon la technique décrite dans Martoja et Martoja (1967).
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4 Résultats

4.1 Aspect de I'hépatopancréas apres 7 jours de traitement aux

>

concentrations croissantes de ’Emamectine benzoate

o~ - 9

Planche 01 : Aspect de I’hépatopancréas aprés 7 jours de traitement aux concentrations
croissantes d’EMB (Gx40).

Légende : T : Témoin, A : traités a 0,08mM/I, B : traités a 0,2mM/I, C : traités a 0,8 mM/I, D: traités a 1,6 mM/I, L :
Lumiére de I’accini, CD : Cellule digestive, CE : Cellule excrétoire, CC : Cellule & Calcium, = = Nécrose,
2= Infiltrat inflammatoire, == Hypertrophie cellulaire, ===3» Dégénérescence des cellules, =——> Hypotrophie

cellulaire, \ Débris cellulaire.
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Chez les escargots 1’hépatopancréas occupe un volume important de la masse viscérale, il
est forme de deux lobes, chacun étant relié au mesentéron par un canal hépatopancréatique.

Les lobes de I’hépatopancréas sont entourés d’un tissus conjonctif associé a quelques fibres
musculaires lisses, [’ensemble constituant une enveloppe, ils apparaissent formés par
juxtaposition de nombreux tubules, les espaces qui les séparent étant occupés par du tissu
conjonctif au sein duquel circule I’hémolymphe. La lumiere des tubules hépatopancréatiques est
bordée par un épithélium simple associant plusieurs types cellulaires et est en continuité avec
celle des canaux de faibles diameétres.Les canaux hépatopancréatiques résultent de la convergence
de ces petits canaux (Heusser et Dupuy, 2011).

La paroi des tubules hépatopancréatiques est constituée d’un épithélium simple et haut, les
cellules qui le composent présentent des mlorphologies diverses mais relévent de trois catégories
principales :

Des cellules digestives ou sécrétrices (CD), produisant des enzymes digestives déversées
dans la lumiere des tubules et responsables de la digestion extra-cellulaire des substances
nutritives. Des cellules excrétoires (CE), réalisant la phagocytose des particules alimentaires de
la lumiére des tubules et responsables de la digestion intracellulaire et des cellules a calcium
(CC), basales, permettant le renouvellement des autres types cellulaire (Zaldibar et al., 2008).

Si les cellules sécrétrices sont assez homogeénes en térmes d’organisation, les cellules
absorbantes sont relativement polymorphes selon le stade de digestion des particules phagocytées
notamment, Elles peuvent contenir des vacuoles de digestion, des vésicules d’excrétion, voire des
réserves énergétiques ou d’éléments comme le calcium (Heusser et Dupuy, 2004).

L’examen histopathologique de 1I’hépatopancréas des escargots traités a I’Emamectine
benzoate aux plus faibles concentrations (0,08 et 0,2 mM/I), met en évidence un élargissement
de la lumiere basale, accompagnés de quelques foyers de nécrose et d’infiltrats inflammatoires
Aux plus fortes concentrations (0,8 et 1,6 mM/I), nous notons une désorganisation compléte des
accinis avec 1’apparition d’infiltrats inflammatoires, nous remarquons egalement la présence de

cellules nécrosées.
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4.2 Aspect de ’hépatopancréas aprés 15 jours de traitement aux

concentrations croissantes de ’Emamectine benzoate

Planche 02 : Aspect de I’hépatopancréas aprés 15 jours de traitement aux concentrations
croissantes d’EMB (Gx40).

Légende : T : Témoin, A : traités a 0,08mM/I, B : traités a 0,2mM/I, C : traités a 0,8 mM/I, D: traités a 1,6 mM/I, L :
Lumiére de I’accini, CD : Cellule digestive, CE : Cellule excrétoire, CC : Cellule a Calcium, [= = Nécrose,

=== Infiltrat inflammatoire, == Hypertrophie cellulaire, e===2» Dégénérescence des cellules, =——> Hypotrophie
cellulaire, "\, Débris cellulaire.
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Apres 15 jours de traitement a ’EMB, nous constatons une atrophie des accinis chez le
groupe traité a la plus faible concentration (0,08 mM/I), a la concentration de 0,2 mM/I nous
observons un élargissement de la lumiere basale et quelques foyers de nécroses, concernant les
traités aux concentrations :0,8 et 1,6 mM/I nous notons I’apparition d’infiltrat-inflammatoires et

de nécroses. A la plus forte concentration d’EMB la membrane basale est totalement rompue.

4.3 Aspect du rein apreés 7 jours de traitement aux concentrations croissantes

de ’Emamectine benzoate

Planche 03 : Aspect du tissu rénal aprés 7 jours de traitement aux concentrations croissantes
d’EMB (Gx40).
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Légende : T : Témoin, A : traités a 0,08mM/I, B : traités a 0,2mM/I, C : traités a 0,8 mM/I, D: traitésa 1,6 mMI/I, L :
Lumiére de I’accini, CB : Cellule a batonnet, CP : Cellule prismatique, CC : Cellule ciliées, Nécrose,

Infiltrat inflammatoire, == Hypertrophie cellulaire, E==>» Dégénérescence des cellules, =—> Hypotrophie
cellulaire, "\, Débris cellulaire.

Le rein est situé en position dorsale et postérieure, a la surface de la masse viscérale, Il est
en relation d’une part avec la cavité péricardique par un orifice réno-péricardique réduit, et
d’autre part avec un urétre qui prend en charge 1’urine produite, la paroi rénale forme des replis
nombreux et étendus, soutenus par des axes conjonctifs au sein desquels des lacunes
hémolymphatiques sont présentes.Ces replis sont tapissés d’un épitelium simple prismatique avec
une bordure en brosse,formée de cellules semblables les unes aux autres, les
nephrocytes.L uretére est sur une partie de son trajet accolé au rein. Sa lumiére est bordée d’une
paroi plus ou moins plissée, constituée d’un épithélium simple, cubique a prismatique,
surmontant une tunique conjonctive riche en lacunes hémolyphatique (Heusser et Dupuy, 2004).

Le rein est constitu¢ d’un épithélium excréteur tapissé de lamelles rénales, lamelles
conjonctives creuses, un sinus sanguin et doté de fibres musculaires lisses, constituées en cellules
prismatiques avec une bordure en brosse. L’épithélium renferme un seul type de cellules
excrétrices avec un noyau et une membrane granulaire, ces cellules excrétrices ont des formes a
batonnet (les plus nombreux) et ciliées (Chabicovsky et al., 2003).

La production de 1’urine primitive est le fait des néphrocytes : ils réalisent 1’ulrafiltration de
I’hémolymphe circulant dans les lacunes des axes conjonctifs soutenant les replis de la paroi
rénale.lls produisent également des concrétions a partir de molécules prélevées dans
I’hémolymphe, Il s’agit de dépots de couches concentriques d’acide urique et de lipide autour
d’un noyaux d’urate de calcium, élaborés au sein des vacuoles, Ces concrétions sont expulsées
dans la lumiere rénale.lls produisent également des concrétions a partir de molécules prélevées

dans ’hémolymphe (Heusser et Dupuy, 2004).

L’examen histologique de fragment de rein d’escargots traités par la plus faible
concentration d’EMB (0,08 mM /1), met en évidence des foyers de nécrose, .A la concentration
de 0,2 MM /I, nous notons I’apparition d’infiltrat inflammatoire ainsi qu’une nécrose des cellules

excrétrices .Mais également a la concentration de 0,8 mM /I nous observons des foyers de

79




Chapitre 4 Etude histopathologique

nécrose, une hypertrophie des cellules excrétrice ainsi que la présence d’infiltrat inflammatoire.

A la plus forte concentration nous notons une hypotrophie cellulaire accompagnée de nécroses.

4.4 Aspect du rein apres 15 jours de traitement aux concentrations

croissantes de PEmamectine benzoate
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Planche 04 : Aspect du tissu rénal aprés 15 jours de traitement aux concentrations croissantes
d’EMB (Gx40).

Légende : T : Témoin, A : traités a 0,08mM/I, B : traités a 0,2mM/I, C : traités a 0,8 mM/I, D: traités a 1,6 mM/I, L :
Lumiére de I’accini, CB : Cellule & batonnet, CP : Cellule prismatique, CC : Cellule ciliées, " & Nécrose,

I === Infiltrat inflammatoire, [ Hypertrophie cellulaire, E===> Dégénérescence des cellules, =——> Hypotrophie
cellulaire, \, Débris cellulaire.

80




Chapitre 4 Etude histopathologique

La planche (04) représente I’aspect du tissu rénal d’Helix aspersa. traités aux
concentrations croissantes d’EMB.

Aux plus faibles concentrations d’EMB (0,08 mM /l et0, 2 mM /I), nous remarquons
I’apparition de foyers de nécrose accompagnés d’infiltrats inflammatoires et une hypertrophie
des cellules excrétrices.

Aux plus fortes concentrations d’EMB (0,8 mM /I et 1,6 mM /1), nous avons mis en évidence
une hypotrophie cellulaire, accompagnée d’une dégénérescence des cellules excrétrices,
parallelement a une prolifération du tissu conjonctif engendrant ainsi la disparition de leur

membrane d’ou la présence des débris et nécroses cellulaires (D).
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4.5 Aspect du poumon apreés 7 jours de traitement aux concentrations

croissantes de ’Emamectine benzoate

Planche 05 : Aspect du poumon apres 7 jours de traitement aux concentrations croissantes
d’EMB (Gx40).

Légende : T : Témoin, A : traités & 0,08mM/I, B : traités a 0,2mM/I, C : traités a 0,8 mM/I, D: traités a 1,6 mM/I,

ER :Epithelium réspiratoire, TC :Tissu conjonctif, E : Epiderme,VH :vaisseaux hémolymphatique, Nécrose,
=2 Infiltrat inflammatoire, == Hypertrophie cellulaire, e===2» Dégénérescence des cellules, =——> Hypotrophie

cellulaire, \, Débris cellulaire.
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Le poumon est un organe situé en position dorsale et anterieure par rapport a la masse viscérale,
la cavité pulmonaire est vaste, et délimité dorsalement par un plafond composé de 1’épiderme
(E), du tissu conjonctif (TC) et des fibres musculaires associées ; de 1’épithelium respiratoire
(ER), également associé a du tissu conjonctif et des fibres musculaires.

La surface respiratoire est formée d’un épithelium simple et pavimentaux, bordant la cavité
pulmonaire.il est soutenu par un tissu conjonctif épais mais peu dense au sein duquel des cellules
glandulaires sont observées. De nombreux vaisseaux hémolymphatiques a parois fine, composée
de fibres conjonctives et de quelques fibrocytes et fibres musculaires lisses, y sont localisés, juste
sous 1’épithelium.Des fibres musculaires plus nombreuse sont présentes en profondeur, Les
échanges gazeux (diffusion du dioxygene de 1’air vers I’hémolymphe et du dioxyde de carbone
en sens inverse), sont réalisés a travers 1’épithélium respiratoire et la paroi des vaisseaux
hémolymphatiques. (Heusser et Dupuy, 2004).

Le poumon des Gastéropodes Pulmonés ainsi décrit est une néoformation, résultant d’une
invagination secondaire de I’épiderme, et en conséquence n’est pas homologue de la cavité
palléale des autres mollusques, a ce titre, il ne recoit pas les orifices digestif, excréteur et génitaux
(Heusser et Dupuy, 2004).

L’examen histologique du poumon apreés traitement par la plus faible concentration (0,08
mM /l) d’EMB provoque 1’apparition d’infiltrats inflammatoires au niveau du tissu conjonctif, A
la concentration 0,2 mM/I , nous avons mis en évidence une vaso-constriction hémolymphatiques
associé a un infiltrat inflammatoire , aux plus fortes concentrations (0,8 mM /I et 1,6mM /I) ,
nous remarquons un infiltrat inflammatoire au niveau de 1’épithélium réspiratoire et du tissu

conjonctif, et sur I’ensemble du tissu pulmonaire a la plus forte concentration(1,6 mM /1) .
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4.6 Aspect du poumon apres 15 jours de traitement aux concentrations

croissantes de ’Emamectine benzoate

Planche 06 : Aspect du poumon apres 15 jours de traitement aux concentrations croissantes
d’EMB (Gx40).

Légende : T : Témoin, A : traités a 0,08mM/I, B : traités a 0,2mM/I, C : traités a 0,8 mM/I, D: traités a 1,6 mM/I,

ER :Epithelium réspiratoire, TC :Tissu conjonctif, E : Epiderme,VH :vaisseaux hémolymphatique,EB : épithélium en
brosse ,[n = Nécrose, © 222 Infiltrat inflammatoire, === Hypertrophie cellulaire, e==3» Dégénérescence des
cellules, =——> Hypotrophie cellulaire, \ Débris cellulaire.

84




Chapitre 4 Etude histopathologique

La planche (06) représente 1’aspect du poumon d’Helix aspersa. traité aux concentrations
croissantes d’EMB.

L’examen histologique du poumon aprés traitement par les plus faibles concentrations
d’EMB (0,08 mM /I et 0,2mM /1) met en évidence un infiltrat inflammatoire au niveau du tissu
conjonctif et de 1’épithélium respiratoire, des débris cellulaires dans la cavité pulmonaire,un
épithélium en brosse,ainsi q’une une vaso-constriction hemolymphatique et une nécrose des
cellules glandulaires , concernant les escargots traités a la concentration 0,8 mM /I I’EMB (C)
nous notons la présence d’infiltrats inflammatoires au niveau du tissu conjonctif et des vaisseaux
hémolymphatiques ainsi que des débris cellulaires, tandis que chez les escargots traités a la
concentration de 1,6 mM /I (D) d’EMB nous avons noté une perte de la forme de I’épiderme et

une nécrose accompagnée d’une altération tissulaire.
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5 Discussion

L’exposition aux polluants terrestres et aquatiques peut entrainer des dommages
tissulaires tres importants et irréversibles au niveau du rein et de 1’hépatopancréas des escargots.
Ces organes jouant un réle majeur dans la métabolisation des toxiques (Fria-Espericueta et al.,
2008).

L’étude histologique de certains organes cibles, a montré que I’insecticide a provoqué des
altérations importantes au niveau de la glande digestive et de 1’épithélium rénale des escargots,

avec I’apparition de foyers de nécroses des la plus faible concentration, en plus d’une

déformation de 1’acini dés la concentration de 0,2mM /I, au niveau de 1’hépatopancréas, ceci est

la conséquence de la toxicité du xénobiotique (I’Emamectine Benzoat).

Aux plus fortes concentrations (0,8 et 1,6 Mm/I), I’examen histologique a mis en
évidence I’apparition d’infiltarats inflammatoires, une hypertrophie des cellules, des nécroses, un
¢largissement de la lumiére basale ainsi d’une détérioration de la membrane.

Selon Zaouani (2010), le traitement de rats wistar par du Proclaim, a provoqué des lésions
tissulaires représentés par des infiltrations des lymphocytes au niveau des différents couches de la
paroi colique, et les mémes résultats sont rapportés par Koner (1998) et Banerjee(1997), ces
auteurs signalent que les pesticides sont capables de moduler des réponses immunitaires en
affectant les lymphocytes chez des animaux de laboratoire et ’homme apres intoxication.

Il en est de méme pour les travaux de Radwan et al.(2008), qui a testé un carbamate
(methomyle) sur I’escargot E.Vermiculata muller,ou de ceux de Otludil et al.(2004) qui ont mis
en évidence une une dilatation hemolymphatique des vaisseaux, une dégénérescence des cellules,
des nécroses et une atrophie du tissus conjonctif du gastéropode Planorbarius corneus traité avec
de I’endosulfan.Des altérations histopathologiques telles que la dégénérescence des cellules et
I’apparition d’amoebocytes entre les tubules ont également été signalés aux niveau de la glande
digestive des escargots Bellamya dissimlis. exposés a 1I’Endosulfan, Methylparathion, Quinalphos
et Nuvan (Jonnalagadda et Rao, 1996), I’exposition de P.corneus au PCP (Klobucar et al., 1997)
et Amphimelania holandri au phenol (Lajtner et al., 1996), a révélé 1’apparition d’infiltrats
inflammatoires au niveau de la glande digestive, 1’étude de Rondelaud et Dreyfuss (1996),a mis
en évidence des nécroses épithéliales au niveau de I’hépatopancréas et des glandes digestives
suite au traitement de I’escargot Lymnaea glabra par une concentration subléthal de niclosamide,

les travaux de Russell et al.(1981) et Chabicovsky et al.(2003) ont mis en évidence des nécroses

86



Chapitre 4 Etude histopathologique

et une hypertrophie des cellules excrétoires au niveau du rein des escargots soumis a des
polluants métalliques.Nos résultats vont dans le meéme sense que ceux Sus-Cités avec une
prédominance d’infiltrats inflammatoires et de nécroses.

Il y’a peu d’études concernant les effets histopathologiques sur les organes respiratoires
chez les gastéropodes (Otludil et al., 2004).

Au niveau du poumon des escargots traités aux différentes concentrations d’EMB nous
avons mis en évidence des infiltrats inflammatoires, des nécroses des cellules glandulaire une
vaso-constriction hémolymphatique, une déformation de 1’épiderme et des débris cellulaires.

Le manteau est un organe important pour la respiration chez le gastéropode Pulmonata
(Luchtel et Deyrup-Olsen, 2001), une adaptation particuliére du manteau leur permet de prendre
I'oxygene dans l'air et c'est sans doute avantageux lorsque I'oxygéne disponible dans I'eau est
faible (Purchon, 1968). L’exposition de Planorbarius corneus a I’endosulfan a provoqué des
altérations au niveau des cellules du manteau, et une diminution du nombre et de la taille des
mucocytes accompagnée d’une diminution de la quantit¢é de mucus. Ce phénoméne est la
premiere réaction de stress des gastéropodes vis-a-vis des xénobiotiques (Triebskorn et Kohler,
1998.Gupta et Durve., 1986). Nos résultats abondent dans le méme sens particuliérement chez les
escargots traités aux plus fortes concentrations pendant 15 jours.

Jonnalagadda et Rao (1996), a montré une déorganisation du manteau specialement chez la
limace B.dissimilis éxposée a I’Endosulfan, le Methylparathion, le Quinalphos et le Nuvan, des
altérations similaires ont été rapportées par Gupta et Durve (1986), chez 1’escargot marin
Viviparus bengalensis.

Selon Hamed et al. (2007), les altérations structurales et la destruction des cellules
digestives sont les phénoménes les plus obsérvés apres une éxposition aux pesticides chez
I’escargot terrestre Eobania vermiculata, la détérioration des cellules digestives entrainent par
consequent, I’altération du processus digestif global provoquée par I’ingestion des pesticides (Ait
Hamlet et al., 2013). En revanche, selon Sharaf (2009), les altérations structurales obsérvées
pourraient etre dues au jelne prolongée cause par le traitement, cependant les altérations
histopathologiques observées, intégrent les effets de plusieurs facteurs de stress directement ou
indirectement liés a la contamination et leur étude permet de détecter des effets secondaires dis

au stress oxydant (Schwaiger et al., 1997). Schwaiger et al. (2001) suggérent qu’en affectant le
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systéeme imunitaire, les contaminants affaiblissent les organismes exposés, qui deviennent plus

sensibles et moins résistants aux effets des xenobiotiques.
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Introduction

Qu’est ce que la toxicologie in silico ?

Le terme in silico en toxicologie se réfere a une expérience de calcul qui pourrait étre un
calcul mathématique ou une analyse scientifique de substances et de I’organisation des données
sur les substances connexes a travers 1’analyse informatisés (Luis et Valerio, 2009),cela signifie
I’utilisation d’une variété de I’outil informatique d’analyse des données typiquement en utilisant
des algorithmes de calculs (mathématique, chimique et biologique) congus pour produire soit des
prévisions de la toxicité ou de réels expérimentation toxicologiques liées a des données pour une
utilisation dans I’hypothése des essais scientifiques ou des analyses de sécurite, la toxicologie in
silico est I’application des technologies informatiques pour analyser les données et des modeles
existants, ainsi pour prédire des activités toxicologiques d’une substance.

L’outil informatique est devenu un atout majeure en biologie, particulierement avec le
développement du concept de modelisation, qui permet entre-autre d’émettre toutes hypothéses
plausibles sur le mécanisme d’action des xenobiotiques a travers des modéeles in silico.Ainsi les
travaux de Djekoun (2012) ont mis en évidence un modé¢le statistique de prédiction d’un
biomarqueur potentiel de choix du stress oxydatif en utilisant la methode des reseaux de neurones
artificiels.

Ceci nous a initié a penser a un modele in silico pour rechercher le xenobiotique ayant le

moins d’effets toxiques sur le modéle biologique Helix aspersa.

2 Objectif du travalil

Notre travail cherche a identifier la structure du produit le moins toxique a partir d’une
grande famille de produits phytosanitaires qui existent sur le marché (non a partir de zéro).
L’étude de la toxicité des produits existants a été réalisée au laboratoire ou obtenue a partir de
données bibliographiques par certains, Nous abordons la construction des structures des produits
selon une stratégie de ligne de produits. Un processus de construction d’assets correspondant a
chaque produit permet d’en exprimer la variabilité.

Cette derniere est représentée selon un modéle amélioré adapté a notre application
biologique qui prend en compte en plus des types déja existants de variabilité, un nouveau type

relatif & ’aspect transitoire de la caractéristique (la feature), dans notre cas I’effet .En effet il y a
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des features qui peuvent changer de type de variabilité durant leur existence (a variabilité instable
ou temporaire).

Un autre processus permet de construire des assets génériques a partir des assets des
produits. Les structures des produits, assets et assets génériques sont sauvegardés dans des bases
de données en vue d’une éventuelle réutilisation. A chaque mise a jour de la base des produits,
une mise a jour de la base des assets est suivie puis une autre de la base des assets génériques.
Parmi les assets génériques construits, deux revétent un aspect particulier : ’asset générique
optimal qui regroupe tous les choix possibles pouvant aboutir & n’importe quel asset et asset
génerique et également un asset générique le plus proche en structure de 1’asset du produit le

moins toxique.

3 Matériel et méthodes

3.1 Matériel biologique
Le matériel biologique est ’escargot Helix aspersa.
3.2 Materiel chimique

- Le materiel chimique utilisé dans notre étude est un insecticide a base d’Emamectine Benzoate.
- Le reste des molécules insecticides choisis a été fournis par la banque de données
bibliographiques.

3.3 Méthodes

Nous avons retenu :
Les variations des proteines totales et les biomarqueurs de la toxicité (CAT, GSH, GST, MDA
AChoE).
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4 Résultats
4.1 Effets des xenobiotiques sur les parameétres biochimiques et
physiologiques

Le tableau (09) illustre les différents effets des insecticides sur les escargots, pour I’EMB
ce sont les résultats de nos propres éxperimentations, pour le réste des molécules, les résultats ont
été obtenu a partir de données bibliographiques (Belhaouchet et al., 2012, Salama et al.,2005 et

El-Gendy el al.,2009).

Tableau 09 :Effets des produits phytosanitaires (insecticides principalement) sur Helix aspersa.

++++ : Témoin (Pas toxique), +++ : Peu toxique, ++ : Toxique, + : Tres toxique.

Molécules Mére Effets Effets Biochimiques

physiologiques

Croissance | Protéines MDA GSH GST CAT AchoE GPX
Emamectine Benzaote +++ ++ ++ + + ++ + /
Spinosad +++ ++ ++ + + +
Chlorpyrifos / / HHH 4 / / +H+
Dichloride / / ] / o
Carbofuran / / A / +
Methomyle / / e + | | + /
Oxychloride de cuivre / / HE 4 + ++ [
Hydroxide de cuivre / / + + + / +
Sulfate de cuivre / / ++ o+ | +

4.2 Apport de 'informatique
L’approche informatique est basée sur un modele générique orienté réutilisable d’une ligne de
produits ‘usine d’insecticides’ utilisant un modele de variabilité amélioré.

Cette approche est supportée par un outil informatique « SysPL » que nous avons adapté a
notre étude de cas relative a la recherche de la structure du produit le moins toxique du domaine

« insecticides ».
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4.3 Définitions

Nous allons donner dans cette section quelques définitions utiles dans notre travail relatives
a la terminologie informatique .Ces définitions concernent les termes: « Ligne de produits
(LdP) », « variabilité » et « Asset ».

Le principe d’une LdP est la prise en compte des aspects communs et variables de toutes
sortes de produits pendant toutes les étapes de leur cycle de vie.

Dans la littérature, il y a un consensus sur la définition d’une ligne de produits. Elle est
définie comme un ensemble de systemes partageant un ensemble de propriétés communes et
satisfaisant des besoins spécifiques pour un domaine particulier .Ces systemes sont construits a
partir d’éléments de la ligne appelés Assets. L’asset peut étre un modele, un document, un
composant, une structure (un schéma) ou une exigence (un besoin, une demande).

L'objectif principal d’une approche LdP est d'augmenter la productivité et diminuer les
durées de réalisation.

La notion de variabilité est utilisée pour regrouper les caractéristiques qui différencient les
produits de la méme famille par contre la communalité est utilisée pour regrouper les
caractéristiques partagées par les produits de la méme famille.

L’approche LdP peut étre abordée selon une double ingénierie : une ingénierie de domaine et
une ingénierie d’application .La premiere consiste a développer et construire des assets
réutilisables. La deuxiéme ingénierie consiste a utiliser ces assets pour la construction d’un

produit par I’adoption d’une série de choix a partir d’un systéme de décision.

4.4 Apercu sur notre Modeéle de variabilite
Les modéles existants utilisent pour représenter la variabilite, 3 types différents, a savoir; le
type optionnel, le type obligatoire et le type alternatif.
e Le premier est utilisé lorsqu’une caractéristique peut figurer ou non parmi la liste des
caractéristiques du produit. Son existence est optionnelle dans la structure du produit.
e Le deuxiéme type est utilisé pour représenter une caracteristique qui doit toujours figurer
dans la structure de tout produit de la LdP.
e Le dernier type offre une possibilit¢ d’alternatives pour une caractéristique et c’est le

choix fixé qui sera pris en compte dans le produit en construction.

92



Chapitre 5 L’identification in silico d’un nouveau pesticide moins toxique

Nous avons ajouté un autre type de variabilité a ce modeéle et qui prend en compte un autre
aspect de la variabilité, il est lié & I’existence transitoire ou temporaire du statut de la
caractéristique. Dans certains domaines notamment en biologie, et pour d’autres a cause des
exigences de marché, le statut d’une caractéristique variable peut changer. Elle peut étre
identifiée a un certain type puis ne pas le garder pendant son cycle de vie. Nous avons identifie ce
nouveau type par « transitoire » Appliqué aux caractéristiques variables de type « obligatoire », il
permet d’avoir deux nouveaux types: «obligatoire transitoire » et « obligatoire strict » (ou
« obligatoire ») .Appliqué au type «optionnel », il donnera deux nouveau types : « optionnel

transitoire » et « optionnel strict » (ou « optionnel »). Taleau (10).

Tableau 10 : Identification des variabilités selon 1’effet

Effets Types de variabilité
Effets Physiologiques
Croissance Obligatoire stricte
Effets biochimiques
Protéines Obligatoire stricte
MDA Optionnelle stricte
Acho-E Obligatoire transitoire
GSH Obligatoire stricte
GST Optionnelle transitoire
GPX Optionnelle transitoire
CAT Optionnelle stricte

4.5 L’outil Support ‘SysPL’

« SysPL » est un outil informatique que nous avons développé par nos soins pour supporter
notre approche d’optimisation. Dans sa premiére version, il est capable de supporter uniquement
une partie de I’approche.

Cette version permet de mettre en ceuvre une ligne de produits classique et de créer la base
des Assets et de générer la base des assets génériques a partir de celle des assets et de celle des
assets genériques.

Elle permet également d’identifier 1’ Asset optimal et de classer les Assets génériques selon
leurs identifiants de variabilité.

Cette derniére option permet d’obtenir 1’identifiant qui correspond a 1’Asset minimal du
domaine. Les autres fonctions et concepts de notre approche sont en cours de mise au point, dans

une premiere étape pour achever l'optimisation de l'ingenierie des Assets pour et par la
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réutilisation et dans une seconde étape pour I'optimisation de I'ingénierie des produits pour et par
la réutilisation.

Pour son application a la Toxicologie relative a la recherche du produit le moins toxique
parmis des insecticides partant d'une ligne de produits 'usine d'insecticides’, nous étions contraint
d'apporter quelques modifications concernant I'identifiant de variabilité de chaque asset et I'étape
d'optimisation du fait que SysPL pouvait exécuter séparément chaque étape de I'approche a la
demande de l'utilisateur.

4.6 Application de I’approche a notre étude

a) Définition de la molécule ciblée
Un asset optimal correspondant a une molécule d’un insecticide jugé le moins toxique dans

le domaine des insecticides étudiés.

b) Adaptation de I’approche SysPL a I’etude de cas
Les testes de toxicité effectués sur les différentes molécules meres, concernent partiellement
ou totalement les deux types d’effets biochimiques et physiologiques.

e Assetisation des structures des molécules méres

L’ Asset « Emamectine Benzoate »

E.P

EB
Croissance Protéines MDA GSH GST CAT AchoE GPX
+++ ++ ++ + + ++ + /

Figure 31 : Schéma des caractéristiques de 1’assét « Emamectine Benzoate ».
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L’Asset « Chlorpyrifos »
EP
EB
Croissance Protéines MDA GSH GST CAT AchoE GPX
/ / +H++ +H / / +++ /

Figure 32 : Schéma des caractéristiques de ’assét « Chlorpyrifos ».

L’Asset « Dichloride »
EP
EB
Croissance Protéines MDA  GSH GST ~ CAT  Achok GPX
/ / +H++ ] / +++ /

Figure 33: Schéma des caractéristiques de I’assét « Dichloride ».
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L’ Asset « Spinosad »
E.P
E.B
Croissance Protéines MDA GSH GsT  CAT AchoE GPX
+++ ++ ++ + + +++ + /
Figure 34 : Schéma des caractéristiques de ’assét « Spinosad ».
L’Asset « Methomyle »
E.P
E.B
Croissance Protéines MDA  GSH GST  CAT  AchE  GPX
/ / +++ + / / + /

Figure 35 : Schéma des caractéristiques de 1’assét « Méthomyl ».
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L’Asset « Oxychloride de cuivre »

E.P
E.B
Croissance Protéines MDA GSH GST CAT AchoE GPX
/ / +++ ++ + ++ / +++

Figure 36 : Schéma des caractéristisues de 1’assét « Oxychloride de cuivre ».

L’Asset « Carbofuran »

E.P
E.B
Croissance Protéines MDA  GSH GST ~ CAT  AchoE GPX
/ / 4+ ] / + /

Figure 37 : Schéma des caractéristiques de 1’assét « Carbofuran ».
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L’ Asset « Sulfate de cuivre »
EP
E.B
Croissance Protéines MDA  GSH GST ~ CAT  Achok GPX
/ / ++ ++ + / +
Figure 38 : Schéma des caractéristiques de ’assét « Sulfate de cuivre ».
L’Asset « Hydroxide de cuivre »
EP
E.B
Croissance Protéines MDA  GSH GST  CAT  Achok GPX
/ / + +H+ o+ + / +

Figure 39 : Schéma des caractéristiques de 1’assét « Hydroxide de cuivre ».
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¢) Structure de I’Asset correspondant au composé le moins toxique

Ainsi I’outil “SysPL” nous a permis d’établir une Asset dont la structure est représentée dans la
figure (42).

La structure de 1’asset correspondant au composé le moins
toxique du domaine le «SulfOxyChlo-dichloride »

E.P
EB
. GPX
Croissance Protéines MDA GSH GST CAT AchoE
t 4 +++ +++
it 4+ o

Figure 40 : Schéma des caractéristiques correspondant au composé optimal le moins toxique du

domaine « SulfOxychlo-dichloride ».

Clé
—® Obligatoire < Alternative —O Optionnelle —@  Obligatoire transitoire

—©  Optionnelle transitoire ~ E.P:  Effets Physiologiques  E.B: Effets Biochimiques

En utilisant ’approche multibiomarqueur et en tenant compte de nos résultats concernant
la cinétique de croissance, 1’évolution du taux de proteines, des biomarqueurs de la toxicité tels

que le taux de GSH , I’activit¢ GST,AChoE,CAT,GPx ainsi que les variations d’un biomarqueur
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de la péroxydation lipidique en I’occurrence le MDA , nous avons choisi une version adaptée de
I’outil “SysPL” congue initialement pour améliorer la reutilisabilité dans les lignes de produits
logiciels, nous avons pu ajouter une fonctionnalité importante dans le domaine de la biologie qui
consiste a rechercher des structures optimales de produits a partir de produits existants.
En effet « SysPL » est capable de créer une ligne de produits a partir de produits existants.
La structure de 1’Asset général de retrouver le diagramme des caracteristiques d’une ingenierie
LdP traditionnelle. « SysPL » permet également d’optimiser la recherche et le développement
d’un produit a partir de la base des Assets et de celle des Assets géneriques. L’approche utilisée
par « SysPL » qui repose sur un modéle amélioré de variabilité, un modéle génerique en plus de
la prise en compte des produits existants lui confére une prise en charge de I’extensibilité d’une
ligne de produits. L’automatisation de 1’exécution des étapes d’optimisation de SysPL et son
adaptation en vue d’aborder la construction de domaines en cours de recherche sont en cours de
développement.
Le produit le moins toxique développé par I’outil Sys PL est constitué de deux a trois

molécules insecticides qui sont le sulfate de cuivre, I’oxychloride de cuivre et le Dichloride.

Conclusion

Les pesticides possédent un complexe de particularités spécifiques qui les distinguent des
autres agents chimiques utilisés par I’Homme, comprenant principalement leur introduction
intentionnelle dans I’environnement, leur inévitable circulation dans la biosphere, la possibilité
d’exposition de tres larges populations ainsi que leur haute réactivité biologique. Avant leur mise
en marché, les pesticides subissent un nombre de tests qui aboutissent a 1’élimination des
composés juges toxiques pour I’'Homme ; la carcinogénicité et la génotoxicité étant les premieres
propriétés recherchées (Shrack et Coquil, 2009 ; Lin et al., 2002 ; Hurst et Sheahan, 2003).

De plus, les produits phytosanitaires représentent un risque non seulement pour I’homme et
son environnement mais aussi pour les especes non cibles qui sont nécessaires pour 1’écosystéme,
a défaut et avec le temps ces espéces vont disparaitre.

En utilisant I’approche multibiomarqueurs et en tenanant compte de nos tests de toxicité
notament le taux de Proteines, de GSH, de MDA, et les activit¢ GST,AChoE,CAT et a I’aide
d’une version adaptée de 1’outil “SysPL” concu initialement pour améliorer la reutilisabilité dans

les lignes de produits logiciels, nous avons pu ajouter une fonctionnalité importante dans le
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domaine de la biologie qui consiste a rechercher des structures optimales de produits a partir de

produits existants.

L’identification in silico des effets toxiques provoqués par les produits phytosanitaires serait
hautement souhaitable, car elle porte non seulement sur la protection de la santé humaine, mais
engendre également une variété d’avantages écologiques et la gestion durable des ressources. Les
études in silico sont généralement moins onéreux que les essais cliniques.

Dans notre travail, nous avons une approche multi biomarqueurs basée sur des tests
toxicologiques concernant plusieurs pesticides sur un modéle biologique biomarqueur :
I’escargot.

Le recours a des approches informatiques adaptées a ce type de recherche constitue un
grand apport dans ce domaine. C’est la solution adoptée dans notre étude a travers une
adaptation de I’outil ‘SysPL’ basé sur une amélioration de I’approche ligne de produits par un
modele générique qui consiste en un produit moins toxique pour 1’homme et son
environnement.Ainsi , il ressort de notre étude in silico que le Proclaim est classé parmis les
molécules les plus toxiques, bien qu’il soit classé comme biopesticides (semi-synthétique), son
utilisation abusive et son introduction relativement récente en Algérie devrait nous inciter a nous
pencher sur la surveillance de 1’utilisation des produits phytosanitaires et surtout la

réglementation de I’importance et/ou ’utilisation de ces derniérs.
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Conclusion Générale

Le gastéropode Helix aspersa. et le protiste cilié Paramecium sp. occupent une position
privilégiée dans 1’écosystéme en tant que bioindicateurs/bioaccumulateurs.

La paramécie étant constamment présente dans les milieux dulgaquicoles est un élément
de base des réseaux trophiques mais aussi un modéle alternatif de choix pour les études
toxicologiques et ecotoxicologiques.

De son coté, I’escargot Helix aspersa est largement présent dans les écosystéemes
terrestres, ¢’est un mollusque, qui peut nous renseigner sur la qualité de 1’écosystéme dans lequel
il vit, il est exposé a la pollution par plusieurs voies d’exposition qui impliquent 1’ingestion
d’aliments souillés ainsi que le contact et I’absorption par 1’épithélium du pied depuis des
surfaces contaminées.

Nous avons choisi d’évaluer la toxicité potentielle de I’Emamectine benzoate sur les deux
éspéces paramecium sp. et Helix aspersa. afin de mieux comprendre le mode d’action du
xenobiotique aussi bien a 1’echelle d’un organisme unicellulaire que pluricellulaire.

En effet, la paramécie est un organisme Eucaryote possédant des cils dont la structure est
comparable a celle de la trachée des mamniferes (Berrebbah, 1990), ceci justifie donc I’utilisation
de cet organisme comme modele alternatif.

D’autre part 1’escargot étant un bioindicateur /bioaccumulateur majeur de la pollution
environnementale, son intoxication peut nous renseigner sur la qualité de I’environnement ou il
vit.

Ainsi il ressort de nos résultats, que 1’escargot Helix aspersa. et paramecium sp. ont
répondu d’une manicre quasi similaire au traitement par I’Emamectine benzoate.

Cette sensibilité des deux espéces s’est manifestée en premier lieu par une perturbation
dans le développement des parameétres physiologiques (diminution du poids des escargots ainsi
que celui de leurs organes et une inhibition de la croissance des paramécies), d’un autre Coté,
nous avons mis en évidence une perturbation globale du métabolisme des deux éspéces a travers
I’augmentation des taux de protéines totales chez paramecium sp. et chez Helix aspersa. or nous
savons que la synthese des protéines totales implique plusieurs événement en particulier celui de
I’induction des activités enzymatiques.

Concernant 1’étude des biomarqueurs du stress oxydant nous avons mis en évidence une

diminution importante du taux de GSH parallélement a une augmentation des activités GST et de
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I’enzyme antioxydante CAT, corrélée a I’augmentation du taux de MDA qui témoigne d’une
péroxydation lipidique particuliérement au niveau des membranes sachant que ce parameétre est
un indicateur de stress oxydant traduisant une dégradation de la membrane cellulaire . L’activité
AChoE n’étant pas une enzyme qui intervient dans les systemes de défense a été inhibée sous
I’effet de I’insecticide, or nous savons que 1’AChoE est inhibée par les molécules neurotoxiques
ayant pour cible les canaux chlore de la synapse inhibitrice, confirmant ainsi une neurotoxicité.

A partir de ces résultats , nous nous sommes interessés au métabolisme réspiratoire des
paramécies , en tant qu’activité pouvant nous confirmer 1’implication des enzymes de la phase |
de la détoxification,a savoir les mono-oxygénase a Cyt p 450 dont le role est I’introduction d’un
atome d’oxygene sur le xénobiotique chose qui signifie une augmentation de la consommation
d’oxygeéne par les paramécies. La polarographie est une technique idéale qui rend compte de
I’intensité de I’activité respiratoire a travers la consommation d’O,, mais également - c’est la ou
réside I’intérét de la technique utilisée- nous avons ainsi mis en évidence une forte consommation
d’O; en présence de I’EMB.

L’étude histopathologique a révélé des altérations irréversibles au niveau de
I’hépatopancréas, du rein et du poumon des escargots témoignant ainsi d’une altération du

processus digestif du métabolisme des xénobiotiques ainsi que de la respiration.

La dérniére partie de notre travail est une étude in silico qui nous a permis de classer le
proclaim dans une échelle de pesticides (insecticides) qui va du plus toxique au moin toxique, par
un systeme informatique (que nous avons mis au point en collaboration avec 1’équipe du Pr.
Kimour du departement d’informatique) le systéme « Sys PL ».

Cette étude in silico nous a permis d’identifier un modéle de pesticide par la combinaison
de certains produits jugés par le systeme « Sys PL » moins toxiques. Cette méthode de recherche
est trés rapide, efficace pour la production des pesticides moins toxiques pour 1’environnement et
I’homme et surtout peu onéreuse. Il ressort de cette étude que le xénobiotique a base
d’Emamectine benzoate est classé toxique pour I’environnement.

A travers tous ces résultats, nous pouvons conclure que le biopesticide a base
d’Emamectine benzoate semble aussi toxique que les autres pesticides (organochlorés,
carbamates, etc...) sur les organismes cellulaires, pluricellulaires et I’environnement en général ,

et que la paramécie et I’escargot sont d’excellents modeles pour les études en toxicologie et en
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écotoxicologie, que ce soit sur le plan physiologique ou metabolique les deux modeles
biologiques choisis, semblent répondre d’une maniére quasi similaire,d’ou le caractére toxique

ubiquitaire du Proclaim.
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Perspectives

En vue de compléter notre travail il serait judicieux :
e D’effectuer une étude au niveau des mitochondries isolées car c’est I’une des cibles de
I’EMB.
e D’effectuer une étude au niveau des lysosomes isolés.
e De développer les dosages des biomarqueurs (GPX, LDH et I’anion super oxyde).
o De réaliser une étude ultrastructurale.
e D’etudier la toxicité de I’Emamectine benzoate sur les ceufs des escargots et des juvéniles.

e Dr’analyser de maniére fonctionnelle les entités moléculaires induites par le stress
chimique et, identifier et caractériser les genes impliqués dans les processus mis en jeu

dans la signalisation des stress chimiques et/ou dans la régulation de la réponse cellulaire.
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