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Résumé :

Le but de ce travail d’évaluer dans les conditions de laboratoire 1’accumulation de
deux éléments traces métalliques (Pb, Cr) chez un organisme bio accumulateur de métaux
lourds, I’escargot Hélix aspersa qui repose sur la mesure des concentrations internes de ces
métaux aprés contamination des escargots par deux voies: complémentaires: digestive et
cutanée durant. 6 semaines d’exposition, cette étude a été compléter par une analyse histo-

pathologique de deux organes cibles le pied et I’hépatopancréas.

Le modele biologique de la présente étude montre un potentiel d’accumulation tres
important de métaux, en effet, I’hépatopancréas et le Pied accumulent des quantités
importantes de Chrome et de Plomb. Cependant, nous avons mis en évidence une
bioaccumulation ¢levée de Plomb par rapport au Chrome et que I’hépatopancréas accumule
préférentiellement les deux metaux surtout par voie digestive.

L’aspect histologique de 1’hépatopancréas et du pied a permis d’illustrer les atteintes
tissulaires de 1’exposition aux particules métalliques se manifestant par une
Hypertrophie cellulaire, des nécroses et une présence de particules sphériques sous forme

d’amas confirmant ainsi la bioaccumulation des métaux.

Mots clés: Heélix aspersa, bioaccumulation, Plomb(Pb), Chrome (Cr), digestive, cutanée



Abstract :

The purpose of this work to evaluate under laboratory conditions the accumulation of
two trace metals (Pb, CR) in a bio-accumulative organism of heavy metals, the snail Hélix
aspersa which is based on the measurement of internal concentrations of these metals after
contamination of snails by two routes: complementary: digestive and cutaneous during. 6
weeks of exposure, this study was completed by a histo-pathological analysis of two target
organs the foot and the hepatopancreas.

The biological model of the present study shows a very important potential of
accumulation of metals, indeed, the hepatopancreas and the foot accumulate important
quantities of Chromium and Lead. However, we found a high bioaccumulation of Lead
compared to Chromium and that the hepatopancreas preferentially accumulates both metals,
especially through the digestive tract.

The histological aspect of the hepatopancreas and the foot allowed us to illustrate the
tissue damage caused by exposure to metal particles, manifested by Cellular hypertrophy,
necrosis and the presence of spherical particles in the form of clusters, thus confirming the

bioaccumulation of metal

Key words: Hélix aspersa, bioaccumulation, lead(Pb), chromium (Cr), digestive, dermal.
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Introduction

es problémes posés par la dispersion de polluants dans I’environnement ont
suscité I’intérét de la communauté scientifigue depuis maintenant de
nombreuses décennies. La prise de conscience de la nécessité de préserver
les écosystemes terrestres et aquatiques a ainsi fait émerger certaines questions, notamment
celles du devenir de ces polluants dans I’environnement ainsi que de leurs effets sur les
communautés animales et végétales. Parmi les contaminants majeurs de I’environnement, les
métaux lourds posent de sérieux problemes écologiques, tant par le caractére ubiquiste de leur

présence au sein de la biosphére que par leur forte rémanence et leur toxicité élevee

L'augmentation des concentrations en éléments traces métalliques dans les sols est
principalement due a la pollution urbain lie aux activités humaines (Nriagu et Pacyna, 1988),
a fait I’objet de nombreuses études sur les risques de leurs transferts, ces risques paraissent
d'autant plus grands que les ETM, contrairement a la plupart des composés organiques, ne

sont pas dégradés dans I'environnement

La toxicité des métaux lourds dépend de la bioaccumulation et la bio magnification.
Donc ils peuvent provoquer des risques sur la santé des étres vivants et 1’environnement
méme a de petites quantités. Les effets de I’exposition aux ces éléments peuvent étre trés
variables selon le métal et I’organisme considéré ainsi que les doses mises en jeu. Il est
cependant important de noter que des effets délétéres peuvent intervenir a différents niveaux
d’organisation biologique :effets subcellulaires, cellulaires, tissulaires, individuels,
populationnels et communautaires ( Albers et al., 2000; Gomot-de Vaufleury et Kerhoas,
2000; Kammenga et Laskowski, 2000; Shore et Rattner, 2001; Peplow et Edmonds,
2005; Bertin et Averbeck, 2006; Walker et al., 2006; Fairbrother et al., 2007). Les effets
individuels peuvent étre des perturbations de la physiologie cellulaire qui peuvent se traduire
par la manifestation d’effets sur le comportement, la survie, la croissance et la reproduction,
la facon dont la présence de contaminants, dans les tissus se répercute sur ces variables
individuelles dépend des caractéristiques biologiques et écologiques des espéces (Koeman,
1991), ces caractéristiques interviennent dans le niveau d’exposition des individus au
contaminant, et dans sa cinétique dans 1’organisme (Escher et Hermens, 2002), ainsi que

leur capacité d’élimination ou de stockage sous forme moins toxique.

Pendant de nombreuses années, les méthodes d’évaluation de la qualité de

I’environnement reposaient presque exclusivement sur des mesures de paramétres chimiques

1



(Munawar et al., 1995). Cependant, ces méthodes traditionnelles basées sur les
caracteristiques chimiques des écosystéemes ne permettent pas de mesurer I’impact des
contaminants sur les différents organismes, populations et communautés peuplant un milieu
donné (Kaiser, 2001). D’autres méthodes plus récentes utilisant les paramétres biologiques,
physiologiques et biochimiques des organismes vivants, tant a I’échelle du simple individu
que des écosystemes entiers, sont venues combler les lacunes inhérentes aux analyses
strictement chimiques (Kaiser, 2001; Markert et al., 2003 ; Daby, 2006). En réalité, c’est
plut6t la complémentarité des résultats obtenus par les analyses chimiques et biochimiques
qui permet alors d’effectuer un diagnostic complet sur la source et ’impact d’une pollution
sur un écosysteme, (Oros et al., 2007). Actuellement la collaboration entre les scientifiques et
les gestionnaires de I’environnement a permis le développement d’outils d’évaluation €co
toxicologique plus spécifiques bases sur deux approches complémentaires, les bio indicateurs
et les bio marqueurs (Viareggio et al., 2007).

Les biomarqueurs, outils fondamentaux de bio surveillance, sont définis comme étant
des variations (biochimiques, cellulaires, physiologiques ou comportemental) qui, dans un
tissu, un liquide corporel ou un organisme entier, permettent de mettre en évidence
I’exposition et/ou les effets d’un ou plusieurs contaminants (Lagadic et al., 1997; Galloway
et Depledge, 2001; Vander Oost et al ., 2003). Ce sont des outils complémentaires dans le
domaine de I’évaluation de la qualité des ecosystemes (MC Crthy, et Shugar, 1990;
Peakall, 1994).

Pour évaluer les effets toxicologiques causés par un xénobiotique, il est nécessaire de
disposer de modeéle biologique représentatif du milieu étudié. Au sens écologique géneral, un
bio indicateur peut étre défini comme un organisme ou un groupe d’organismes pertinents
pour determiner qualitativement et quantitativement 1’état de I’environnement (Franzle,
2006). Plus récemment on s’est intéressé en milieu terrestre a la faune du sol et notamment
aux escargots (mollusques, Gastéropodes, Pulmoneés), ils sont reconnus comme les indicateurs
écologiques pertinents (Berger et Dallinger 1993; Cortet et al., 1999), car :

« lls représentent une bio masse significative au sein de la communauté des invertébrées des
sols (Dallinger et al., 2001).
« lIs occupent une situation privilégiée a I’interface sol-plante-atmosphere, et ils integrent des

sources et voies de contaminations multiples (Barker, 2001).



Ils possedent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux
polluants métalliques (Viard et al., 2004), et organiques (Sverdrup et al., 2006). lls
présentent des réponses physiologiques (inhibition de croissance et de reproduction, mortalité)
(Martje, 2005) et biochimiques (Regoli et al, 2006) quand ils sont exposés aux contaminants.
« lIs 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, 1996; Scheifler et
al., 2002).

« Le choix préférentiel de cette espece 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’élevage (Gomot et Deray, 1987).

Helix aspersa a ainsi été largement utilisé comme model biologique dans les tests
d’écotoxicité afin d’évaluer les effets toxiques des ETM des sols (Dallinger et al., 1993 ;
Laskowski et Hopkin, 1996 ; Coeurdassier et al., 2001; De Vaufleury et al,. 2006 ;
Gimbert et al., 2006; Druart et al., 2011). C’est dans cette optique que s’inscrit le présent

travail dont 1’objectif est:

=  D’évaluer dans les conditions de laboratoire ’accumulation de deux élements
traces métalliques (Pb et Cr) aprés contamination des escargots par deux
voies: complémentaires: digestive et cutanée (contamination du substrat)
durant. 6 semaines d’exposition, cette étude a été compléter par une analyse

histopathologiques de deux organes cibles le pied et I’hépatopancréas.
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1. MATRIELS ET METHODES :
2.1. Matériel biologique :

Présentation et classification de I’espéce :
= Hélix aspersa.

Le matériel biologique utilisé dans notre travail est un organisme pluricellulaire un
gastéropode pulmoné I’escargot petit gris Hélix aspersa. Ou le petit gris, est un escargot
appartient a viscérale présente une torsion de 180° par rapport au pied d’ou une asymétrie de
certain de ses organes (Bonnet et Vrillo., 1990), Il possede un poumon (ou cavité palléale),
ce qui le situe dans le super ordre des Pulmonés. I1 appartient a ’ordre des Stylomatophores,
caractérises par des yeux a I’extrémité des tentacules oculaires. Son corps entier peut se loger
a Dl’intérieur de la coquille enroulé en spires ce qui caractérise la famille des Hélicidés
(Daguzan., 1981), C’est un gastropode, pulmoné terrestre, aussi Nomme Criptomphalus

aspersus dans la nomenclature récente (Barker., 2001) ou le petit gris.

Selon (Bonnet et Vrillons., 1990) sa position systématique est citée dans la figure 1 ci-
dessous : ’embranchement des mollusques, animaux a corps mou dépourvu de squelette, sa

masse.

Regne: Animalia
Embranchement : Mollusca
Classe : Gastéropoda
Sous-classe : Pulmonés
Ordre : Stylomatophora

Super-famille : Helicacea

Famille: Helicidae

Genre : Hélix aspersa

Sous-espece : aspersa (Miiller,
1774)

Figure 01: Classification d’Hélix aspersa
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2.1.1. Anatomie genéral de I’escargot :

L’escargot Hélix aspersa, plus connu sous le nom d’escargot des jardins ou
Petit-gris, utilisé au cours de nos expériences, c’est un mollusque gastéropode pulmoné
stylomatophore appartenant a la famille des Helicidae. Adulte (Fig.02), sa taille varie entre
25-35 X 25-40 mm, avec une coquille globuleuse brun péle de 4,5 a 5 tours et un ombilic
complétement fermé, c’est I'un des gastéropodes terrestres les plus fréquents. Il appartient aux
mollusques pulmonés chez lesquels la cavité palléale joue le role d’un poumon et permet de
respirer 1’oxygéne gazeux chez des représentants de ce groupe d’origine marine (Beaumont

et cassier., 1998).

srics
coguille Jlaccrssement

orifice respuratoire  orifice de ponte tentacules tactsdes -

Prohl deont

Figure 02: Morphologie externe de I’escargot Hélix aspersa adulte
(d'apres Kerney et al., 2006)

2.1.1.1.. Anatomie externe :

La morphologie externe des escargots est caractérisée par la présence de la téte, du

pied et de la masse viscérale.
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Figure 03: Anatomie externe de I’escargot Hélix aspersa (www.naturaescientia.com)

a) Lecorps

Hélix aspersa possede un corps mou en absence d’un axe squelettique;  visqueux en
raison de la présence du mucus ; son corps subdivise en trois parties (Figure04) : la téte, le

pied et la masse viscérale (Bonnet et al., 1990).

L a téte : est consideré comme une région céphalique de I'escargot.il comporte la bouche
qui s’ouvre vers le bas et les organes des sens constitués de deux paires de tentacules. Les
tentacules inférieurs, tactiles, sont dirigés vers le bas, les tentacules supérieurs, Oculaires,

portant un ceil simple et un organe olfactif, qui sont dirigés vers le haut (Bonnet et al, 1990).

«Le pied : ¢’est un organe musculeux, large et plat, il support une coquille calcaire formée
d’une seule Piéce en forme de spirale. Sa face inférieure, en contact avec le sol, forme une
sole de reptation, lorsque I’escargot se déplace, elle laisse une trace brillante formée de
mucus. Il représente la grande partie de la masse charnue, tres développé, le rampement est

effectué par sa face ventrale.
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Figure 04: Ondes de contraction sur la face ventrale des pieds d’escargots (Pole., 2001)

«La masse viscérale: constituée de I’appareil digestif, circulatoire, génital, excréteur et
respiratoire avec leurs complémentarités. Elle se trouve a I’intérieur de la coquille dans un sac
hélicoidal (Beaumont A., Cassier P., 1970) , dont la plus grande partie est enfermée dans la
coquille (Chevalier., 1987), contenant presque tous les organes : poumon, glande digestive,
ceeur..., elle est richement vascularisée. Quatre orifices impaire : se sont bien visible sur le

corps de I’animal sont :

» L’orifice respiratoire située sur le coté droit du bourrelet qui s’ouvre et se ferme
rythmiquement.

» L’orifice genital situé en arriere du tentacule de I’oculaire droit.

» L’anus situé a proximité de ’orifice respiratoire qui Se releve par I’apparition d’un
petit cordon d’excrément verdatre.

» L’orifice urinaire situé a proximité de I’anus est généralement indétectable en raison
de sa petite taille (vallardi., 1971).

b) La coquille

Elle est sous forme d’un cOne calcaire, enroulé autour d’une columelle pleine chez
I’eobania, 1’ouverture de la coquille constitue le péristome (Figure05 ) la paroi de la coquille

constitue de trois couches superposées :

-La couche lamelleuse : qui couvre la surface interne de la coquille.
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La couche externe : cornée ne se brise pas.

La couche moyenne : est formé de calcaire presque pur. (Beaumont A., Cassier P., 1970).

Coquille

Dextre

Senestre

Figure 05: Coquille d’escargot (Bouaziz., 2017)

Roéle protecteur de la coquille :

Rétracté, le corps de I’escargot est entierement inclus dans la coquille ; cette rétraction
est effectuée gréace a plusieurs muscles dont le plus important est le muscle columellaire. En
extension, seule la partie postérieure de sa masse viscérale se trouve protégée. Rétractée dans
sa coquille, I’escargot est I’abri des animaux, des chocs, de la chaleur, du froid, du vent, de la
lumiére. L’escargot étant excessivement sensible a 1’état hygrométrique ambiant et a ses
fluctuations, ce phénomene d’encapsulation est voisin de 86%, en s’écartant de cette valeur on
s’¢loigne des conditions favorables a la vie active, les mouvements et les oxydations
diminuent, 1’animal ne mange plus, ce qui en cas extréme peut entrainer la mort (Michel
Rousselet., 1979). L’humidité rendrait la coquille plus foncée et plus fragile, alors que la
sécheresse 1’éclaircirait et 1’épaissirait. Cependant, une chose est sure, c’est I’importance de
la nourriture, et des apports calciques dans la formation et 'intégrité de cette coquille. Il

conviendra donc d’en tenir compte pour I’élevage. (Michel Rousselet., 1979).
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2.1.1.2. Anatomie interne de I’escargot :

Figure 06: schema en coupe de I’anatomie d’un escargot (Quibik., 2007)

1 :coquille ; 2 : foie ;3 : poumon ; 4 : anus ; 5 : pore respiratoire ; 6 : ceil ; 7 :
tentacule ; 8 : cerveau ; 9 : conduit salivaire ; 10 : bouche ; 11 : panse ; 12 : glande salivaire ;
13 : orifice geénital ; 14 : pénis ; 15 : vagin ; 16 : glande muqueuse ; 17 : oviducte ; 18 : sac de
dards ; 19 : pied ; 20 : estomac ; 21 : rein ; 22 : manteau ; 23 : cceur ; 24 : canal déférent

a) Appareil digestif :

En raison de la torsion 180 du corps de I’escargot, le tube digestif forme une boucle
ramenant I’anus vers 1’avant. La bouche se prolonge par ce qu’on appelle le bulbe buccal en
formant I’cesophage. Ce dernier se termine par I’estomac. L’estomac se prolonge a son tour et

forme I’intestin (Pirame., 2003).

Le bulbe buccal a I'intérieur duquel se trouve une langue musculaire recouverte d’une
lame cornée : la radula, son role est de broyer les aliments. Dans la partie postérieure du
bulbe buccal on trouve deux glandes salivaires. Ce bulbe se prolonge par un cesophage qui se
ronfle en un lui-méme prolongé par un intestin formant une double circonvolution autour

d’hépatopancréas et aboutissant a I’anus.
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Figure 07: Appareil digestif de I’escargot (Boué et Chaton., 1958)

b) Systeme nerveux :

Le systéme nerveux d’Hélix aspersa est constitué de deux systemes (Pirame., 2003).

e Un Systeme nerveux sympathique : constitué d’une paire de ganglions buccaux qui se
trouve sous le bulbe buccal et une paire de ganglions cérébroides qui sont reliés entre
eux par deux cordons nerveux.

e Un Systeme nerveux central : il se localise dans la région céphalique est constitué

d’une chaine de ganglions formant un double collier péri (Esophagien complexe.

10
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Figure 08: Systéeme nerveux d’un escargot (Meglitsch., 1974)

c) Appareil respiratoire :

Le poumon est une poche formée de I’épithélium palléal, irrigué par les vaisseaux
Pulmonaires (Bonnet et al., 1990), situé entre la masse viscérale et le manteau qui recouvre
I’intérieur de la coquille. Il s’ouvre a I’extérieur par l'orifice respiratoire dont on peut
observer aisément les mouvements rythmiques d’ouverture et de fermeture (Bonnet et al.,

1990). L’air y circule au travers du pneumostome par des mouvements contraction de son

ouverture.

d) Le systeme circulatoire :

Son systeme circulatoire est constitué :

e D’un ceeur : constitué d’une seule oreillette et un ventricule (Pirame., 2003).

o De I’hémolymphe : c’est le liquide physiologique d’Hélix aspersa ainsi que d’autres
mollusques terrestres et marins. L’hémolymphe circule dans un systéme veineux et un
autre artériel. 1l est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes. Il contient un
pigment appelé I’hémocyanine et des cellules appelées " hémocytes" (Van Holde et
Miller., 1995 ; Sanchez et al., 1998 ; Adamowicz et Bolaczek., 2003).

e L’hémocyanine : c’est une molécule de nature protéique de la famille des

metalloprotéines dont le réle est de transporter I’'oxygéne (Markl., 2013).

11
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e) L’Appareil génital:

I1 faut rappeler que 1’escargot est un animal hermaphrodite ; son appareil génital est formé
de (Pirame., 2003) :- une gonade (ovotestis) : un lieu de formation des cellules sexuelles

méles et femelles (ovule et spermatozoide) ;
- un canal hermaphrodite : dont le rle est I’évacuation des gamétes.
- I’albumine : une glande blanchétre dont le role est 1’élaboration des réserves vitelline ;
- un ovospermiducte (Pirame., 2003)

La portion hermaphrodite de I’escargot (ovotestis, canal hermaphrodite) est débouchant
sur un carrefour ou s’ouvre la glande de I’albumine et d’ou partent un spermiducte et un
oviducte incomplétement sépares, une portion femelle qui communique avec la poche du dard
et une portion male. Le vagin et le pénis s’ouvrent dans un vestibule génital commun muni
d’un seul orifice. La reproduction fait intervenir un accouplement au cours duquel sont

échanges les spermatozoides, assurant une fécondation croisée (Heusser et Dupuy., 1998).
f) Tégument :

Le tégument est formé par un épiderme simple, caractérisé par 1’abondance des glandes a
mucus, et un derme a muscles lisse bien développés, notamment pour forme les muscles de la
reptation et le muscle columellaire, celui-ci s’attache d’une part sur la columelle et d’autre
part s’irradie dans la téte et le pied, permettant leur rétraction a I’extérieur de la coquille

(Heusser et Dupuy., 2011).

12
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Figure 09: Schéma de I’appareil génital de I’escargot (Guyard., 2009)

g) Appareil excréteurs

Les escargots ont dans leur sang plus de sel que les espéces dulcicoles, mais les

mécanismes controlant leur concentration sont assez faibles. Une forte pluie peut réduire de

plus de la moiti¢ la concentration de leur sang en sels. La déperdition d’eau résultant de

I’excrétion est réduite au minimum grace a ’excrétion d’acide urique et a quelques

adaptations permettant de diminuer 1’évaporation a la surface du corps.

Les Hélix aspersa hibernant ou estivants par exemple, sécrétent une cloison au-dessus de

I’ouverture de leur coquille, ce qui réduit la perte d’eau pendant les périodes d’inactivité

(Meglish., 1974) A I’inverse des autres mollusques, ’appareil excréteur des gastéropodes est

asymeétrique (André., 1968). L’enroulement de la masse viscérale a fait disparaitre un rein, il

ne subsiste qu’un appliqué contre le péricarde. Il débute dans cette cavité péricardique et le

canal présente une paroi trés plissée et glandulaire, richement irriguée par des sinus veineux.

L’orifice excréteur est situé pres de I’anus et le pneumostome (Grassé et Doumenc., 1995).

13
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2.1.2. Distribution géographique :

Grace a ses pouvoirs adaptatifs aux variations climatiques 1’escargot Hélix aspersa se
trouve généralement dans ses zones habituelles de répartition : jardin, hales, buissons, mais
également dans les zones cultivé (kerney et etal., 2006). ils vivant dans la région
méditerranéenne et dans la région atlantique européenne sa répartition géographique est la
suivante ; pour la région méditerranéenne se distribut selon I'université¢ delfaurida 2009 :
Afrique le nord de I’ Afrique (Algérie) et I’ Afrique du sud ; Asie : Turquie, rivsede, mere noir
(Crowell ; H ; H., 1973) , on trouve aussi a la nouvelle Zélande et en Australie (kerney et
Cameron., 1979 ; schul ., 2001), ainsi dans le nord-ouest étal Yougoslavie, la Gréce,
I’Anatolie occidentale, chypre, la cote méditerranéenne du  proche orient, ’Egypte et la
Libye, enfin dans le centre et I’est de la France et dans I’Europe moyenne. Les escargots sont

interdits dans les zones urbaine ou sub-urbaine.

Figure 10: Carte géographique dz distribution d’Hélix aspersa (www.wekimedia.org).
2.1.3. Le cycle de vie d’hélix aspersa :

L’accouplement :

En général les escargots matures sont bordés dans la nature, puis agés de 2 a 3 ans
(Aupinel., 1984).Hélix aspersa est hermaphrodite c’est-a-dire il posséde une seule gonade
produit simultanément les spermatozoides et des ovules. Ces derniers atteignent 1’ouverture

génital par des conduits séparés. Les deux escargots se positionnent tete béche pour échanger

14
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leur sperme (Lecalve., 1989). Le sperme ainsi recueilli peut étre conservé plusieurs mois ou
années avant utilisé pour féconder les ovaires. Lors de la copulation, I’escargot enfonce un
dard calcaire dans son partenaire pour favoriser la survie des millions de spermatozoides
transmis. En fait, seuls 0,025% d’entre eux survivent (Popple et Tribune., 2002).

Figure 11: Accouplement de petit-gris (Buron-Mousseau., 2014)

La ponte :

Dans les climats chauds et humides (20°C, 90%), Hélix aspersa pond en moyenne 850eufs
dans des petits trous creusés (4 a 8 cm) dans le sol. Il peut pondre jusqu’a 3 fois entre mars
et octobre (Baily., 1981). Les ceufs sont des petites sphéres blanches expulsés un a un par le

port génitale. Ils ont un diametre de 4 mm et pesant 30 a 40 mg (Bonnet., 1990).

15
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Figure 12: ceufs d’escargot (Astrid., 2011)

L’incubation :

Apres avoir pondu des ceufs les premiers jours d’incubation, I’embryon développe une
coquille protéique qui se calcifie au fur et a mesure de son développement. Il se calcifie a
I’automne et il éclot par rupture de la membrane externe des ceufs qu’il consomme. Les jeunes
escargots murissent a partir du mois de juin suivant et leur maturité dépend, la concentration
de calcaire dans I’environnement, la lumiére, ’humidité et la température qu’a un réle tres

important dans le déterminisme reproductif (Bertrand et Renauld., 2004) .

Figure 13: Naissains escargots (Bacquet., 2014)
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2.1.4. Le site de prélevement :

L’espéce utilisé dans notre expérimentation ont un poids de 4g a 6g, ont été préleves a
partir d’un endroit localisé au niveau de la wilaya de Skikda. Cet endroit est loin de toute

activité industrielle.

Béni Oulbane : Cette commune est localisée entre Skikda et Constantine prés de semendou,
proche du jabal segaou et du jabal sidi Driss. Elle située géographiquement entre 36° 37’ 36’
Nord, 6° 38° 20’ Est. Elle est considérée comme une région agricole 100% autrement dit-

elle est riche par la présence de notre espéce Hélix aspersa.
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Figure 15: Carte géographique de site de prélévement (Google maps)
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2 1.5.Technique d’échantillonnage et condition d’élevage :

Des individus adultes (ceux qui ont une coquille bordée) de ’espéce Heélix aspersa ont
été récoltés au hasard, sans suivre une méthode de prospection précise. Les escargots sont
¢levés dans des conditions d’environnement optimales suivantes: photopériode de 18h de
lumiére/24h, température 20 + 20C. lls sont répartis dans des boites en plastiques
transparents, recouvertes avec des tulles maintenues par des élastiques (pour ’oxygénation),
et chaque boite contient une éponge humide pour maintenir d’humidité, I’alimentation (farine
de blé) est fournie dans des boites de pétrie. Les boites sont nettoyées régulierement tous les

trois jours (Gomot, 1997; Coeurdassier et al, 2001).

Figure 16: Les boites d’élevage des escargots sous des conditions controlées

2.2. Présentation des deux xénobiotiques :

Les « métaux lourds » désignent les élements métalliques naturels (environ
65€éléments), caractérisés par une forte masse volumique supérieure a 5 g.cm3 (Adriano,
2001). Le terme «Eléments traces métalliques » est aussi utilisé pour décrire ces mémes
¢léments, car ils se retrouvent souvent en trés faible quantité dans 1’environnement (Bakeret
Walker, 1989), le devenir des xénobiotiques métallique differe de celui d’autre

xénobiotique, ils peuvent intéragit avec le métabolisme par stockage, action, excrétion.
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2.2.1. Chrome Cr

a. Geénéralité et sources :

Le chrome est un élément chimique de numéro atomique Z=24 c’est un métal gris argenté,

dur et ductile.

La concentration moyenne en chrome dans la croute terrestre est de 125 mg/kg , le chrome est

plus souvent extrait d’un minerai de type oxyde mixte FeCr.O4 la chromite, les traces de

chrome sont souvent responsables de la couleur de minéraux comme le vert de I’émeraude et

le rouge de rubis. Les utilisations industriels de ce métal sont nombreuses et par conséquent

ils conduisent a des graves pollutions.

Figure 17: Elément chimique de chrome

Figure 18: Chrome (photo original)

b. Les propriétes physico-chimiques du chrome

. Tableau 01 : Principales propriétés physico-chimiques du chrome

N° Atomique 24

Masse molaire 52 g.mol-1
Masse volumique 7.19 g.cm-3

Point de fusion 1857°C
Point d’ébullition 2672°C
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c. Toxicité :

La toxicité du chrome dépend de sa concentration mais aussi de son degré d’oxydation, en
effet le chrome est beaucoup plus toxique méme a trés faible dose, est un élément essentiels
aux étres vivant puisque il joue un role indispensable dans le métabolisme glucidique comme
I’activateur de I’insuline, les divers composes du chrome représentent un risque majeur 1’effet
cancérogene de ces composés du chrome a été démontré par les résultat d’étude
d’épidémiologique sur une population expos€, I’intoxication chronique peut entrainer des
accumulation dans le fois le rein, le pancréas, la moelle osseuse. Le chrome peut étre

un contaminant des atmospheéres urbaines.

2.2.2. Plomb (Pb) :
a. Généralité :

Dans son etat naturel le plomb est un metal gris bleuatre, dense, et malléable (bure,
2008), C’est élément chimique de numéro atomique Z= 82, il est assez abondant dans la
croute terrestre ou sa concentration moyenne est comprise entre 10et 20ug.g-1 , dans le
minéral , le plomb est souvent associ¢ a ’argent et au zinc (Aakame, 2015) , le principale
application industrielle du plomb est la fabrication de batterie d’accumulateurs (Goyer, 2001)
ainsi il est retrouve dans les pigments, les munitions, les céramique (Amara et al., 2016), la
production mondial du plomb servait a la préparation de ces additifs (ipcs., 1995 ; Aakame.,
2015).

b. les propriétés physico-chimiques du plomb

Tableau 02 : Principales propriétés physico-chimique du plomb

N° Atomique 82
Masse molaire 270 g.mol-1
Masse volumique 11,35 g/cm?®
Point de fusion 327.5°C
Point d’ébullition 1749°C
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C. Toxicité :

Le plomb ne joue aucun role biologique ¢’est un poison fort, cumulatif, et toxique pour les
étres vivants (Bliefert et perraud, 2008) , sa présence dans I’organisme peux Se faire a
travers trois principales voix : oral, pulmonaire, cutanée (Miquel., 2001). La principale voix
d’excrétion est urinaire a 75% du plomb absorbé (Niragu., 1978). Les études de toxicité aigiie
de plomb et de ses dérivés est tres rare caractérisé par des trouble digestifs et des divers
symptomes relatifs au systéme nerveux (Awad El Karim et al., 1986). Apres des expositions
sub-chronique ou chronique, des effets hématologique, neurologique, rénaux, cardiaque

vasculaire peuvent étre observé (INRS., 2018).

Les données disponibles ne permette pas de conclure a les effets génotoxique du plomb et
de ses composé minéraux (INRS., 2018) cependant les effets cancérogéne et les effets de
Reproduction (Hu et al., 2002 ; wiglr et lanphear., 2005 ; Amara et étal., 2016 ; INRS,,
2018).
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Figure 19: Elément chimique plomb Figure 20: Acétate de plomb

2.2.3. Protocole de contamination des escargots:

La contamination des escargots a €té effectuée dans des conditions contrblées pendant 6

semaines par deux voies complémentaires:

La contamination par 1’aliment permet de tester les effets d’une intoxication par la voie
digestive. Les escargots recoivent de la nourriture contaminée par deux éléments métalliques

(Pb et Cr) a des concentrations croissantes: 400 pg, 800 pg et 1200 pg Les escargots sont
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répartis en 7 lots de 8 escargots pour chaque traitement; en plus d’un lot témoin. Le

renouvellement de la nourriture s’effectué trois fois par semaine.

La contamination du sol permet de tester les effets d’une intoxication par la voie cutanée.
Un test semi-statique selon les directives de la norme ISO 15952 (2006) par 1’exposition des
escargots a un sol contaminé par les mémes concentrations croissantes en plomb et en
chrome. Le sol est renouvelé une fois par semaine. Les escargots sont placés dans des boites
en plastique. Ils sont répartis en deux lots témoins et deux lots de 5 individus par

concentration testée.

Figure 21: Le traitement des escargots (photo originale)
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2.2.4. Dissection et prélevement des organes:

A la fin de la 6°™ semaine de traitement, Les escargots sont décoquillés avec les ciseaux
en suivant le bord d’enroulement de la coquille, les escargots sont disséqués a 1’aide de
ciseaux et de pinces. La dissection est faite dans le but de séparer et prélever les organes
pied et hépatopancréas de chaque individu. Découper lentement la coquille par petits

morceaux et les enlever délicatement avec une pince.

Apreés la dissection des escargots, La moitié des glandes digestives et des pieds retirés ont
été préalablement séchées a 80 °C. Puis 1 a 2 g de chaque organe a été extraite comme prise
d’essai pour le dosage des métaux lourds et I’autre moitié conservée dans le formol dilué a

10% destinée pour I’étude histologique.
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Figure 22: Anatomie d’Hélix aspersa sorti de sa coquille, avec représentation de la ligne de
dissection séparant le pied des viscéres (Viard., 2004)

N

L’hépatopancréas

Figure 23: Echantillons de pieds et I’hépatopancréas apres dissection (photo originale)
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2. Parameétres étudiés

2.1. Analyse des métaux

Préparation des échantillons :

Pour notre travail nous avant utilisé :
> Des Boites pétries
Eau distille
Acide nitrique HNO3 65%
Etuve, broyeur, éprouvettes, entonnoirs, pipettes en verre jaugées
Tubes & Essais, tubes de minéralisation
Balance électrique, papier absorbant, papier filtre, papier aluminium, spatule

vV V V V VYV VY

Appareil de dosage de métaux lourds spectrophotométre d’absorption atomique a
flamme (SAA /F.E)

2.1. 1. Le séchage :

Les parties ainsi prélevees (pieds et hépatopancréas) sont étalées sur des boites de Pétris
et placées dans une étuve a une température de 80°C pour le séchage pendant 24h (Figure

25). le poids de chaque échantillon est noté

Figure 24: Echantillons d’hépatopancréas et du pieds aprés sechage
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2.1. 2. Le broyage :

Une fois séchés, les échantillons de pieds et de I’hépatopancréas, de chaque échantillon,
sont finement broyés a I’aide d’un mortier jusqu’a I’obtention d’une poudre fine dans le but

de I’homogénéisation.

Figure 25: Echantillons des pieds et de I’hépatopancréas aprés broyage.

2.1. 3. La minéralisation :

La minéralisation est une étape importante pour la détermination des éléments
de traces metalligue MTE dans les différents échantillons, elle permet une
destruction de la matiére organique.

L’¢tape de minéralisation est réalisée avec la méthode «attaque a acide chaud»
en utilisant I’acide nitrique HNO3 65%. Dans un flacon on préleve 200 mg de
matiere organique broyée,( HP ) pour Chaque réplica, on ajoute 4 ml d’HNO3, on
laisse le mélange dans température Ambiante tout la nuit, ensuite le lendemain
on les places dans une étuve a une température de 90°C pendant une durée de

trois heures.

Les minéraliste sont ensuite filtré avec du papier filtre Wattman. Et on met

chaque dose dans un tube a Essai jusqu’a ’analyse.
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Figure 26: Echantillons de la solution (matiére organique + HNO3) aprés minéralisation

(Photo originale)

Tous les échantillons minéralisées et filtrés sont transférés dans des flacons en verre puis
Transportés jusqu’au laboratoire de chimie industriel Raffinerie Sonatrach Skikda ou le
dosage des métaux étudié (Pb, Cr) est effectué par la spectrométrie d’absorption atomique
(SAA).

2.1. 4 Dosage des métaux traces
= La Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA)

La spectrophotométrie d’absorption atomique est une technique d’analyse quantitative
fondée sur le phénoméne d’absorption de radiations lumineuses par des atomes libres. Elle est
largement appliquée et recommandée pour I’analyse des métaux traces (AIEA, 2001). Elle

permet la détection de faibles teneurs en métaux éléments et éléments minéraux en solution.
= Principe

Proposé par WALCH en 1995, la spectrophotométrie d’absorption atomique (S.A.A.) est
une méthode d’analyse quantitative s’adressant essentiellement aux métaux lourds. Elle est
basée sur la propriété des atomes de 1’¢1ément a doser, qui peuvent absorber des radiations de
longueurs d’ondes déterminées. La solution de 1’élément a analysée est nebulisée dans une
flamme, ce qui provoque successivement, 1’évaporation du solvant, la vaporisation de
I’¢lément sous forme de combinaison chimique, et enfin, la dissociation de ces combinaisons

avec production d’atomes libres a I’état fondamental.
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Figure 27 : Protocole expérimental d’extraction des métaux lourds

2. Analyse histologique :

2.1. Fixation :

Apres le prélevement de I’hépatopancréas et du pied des escargots on les coupe en deux et
on les place a I’'intérieur de piluliers en verre de 50 ml remplis de formol dilué a 10%. La
fixation permet la conservation des structures et le durcissement des piéces. Elle doit
impérativement étre réalisée apreés la dissection de 1’escargot (séparation du pied et des

viscéres quand les escargots sont encore vivants), par immersion de 1’échantillon dans un
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grand volume de liquide fixateur, dans notre cas le liquide est le formol (Preece, 1972)

compte tenu de leur taille, les échantillons séjournent trois jours dans ce fixateur.
2.2. Inclusion

Cette étape a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres, les
échantillons sortis du formol sont rincés plusieurs fois & 1’eau déminéralisée. Le milieu
d’inclusion utilisée est la paraffine : d’une part son caractére hydrophobe, les échantillons
doivent donc subir, dans un premier temps, une déshydratation par immersion successives
dans des bains d’alcool a degré croissant (30 minutes dans un bain d’alcool a 70°, deux bains
successifs de 15 minutes dans de I’alcool a 95° puis trois bains de 30 minutes dans de 1’alcool

2100°).

Ensuite, ’alcool est remplacé par du toluéne (trois bains de 15 minutes chacun) afin
d’imprégner les échantillons par le solvant de la paraffine Dans un deuxiéme temps, les
¢chantillons sont placés a 1’étuve dans un bain de paraffine liquide (étuve de 56 a 58°C) afin
qu’elle les imprégne totalement. Aprés une nuit, les échantillons sont inclus dans la paraffine
a I’aide de moules (barres de Leuckart) : apres refroidissement, on obtient des blocs de
paraffine durs, a I'intérieur des quels se trouvent les échantillons inclus et orientés selon le

plan de coupe choisi.
2.3. Coupe

Les coupes des blocs de paraffine, de 6um d’épaisseur, sont réalisées par un microtome

Leitz et sont collées sur des lames de verre grace a 1’eau albumineuse.
2.4.Coloration

Comme les colorants sont en solution aqueuse, les lames doivent étre déparaffinées avant
de pouvoir étre réhydratées (coloration a I’hématoxyline-€osine). Le déparaffinage consiste a
chauffer les lames, jusqu’a fusion de la paraffine, avant de les immerger dans trois bains
successifs de toluéne. Ensuite, les lames sont plongées dans des bains d’alcool & degré
décroissant (un bain d’alcool a 100°, deux bains d’alcool a 95° puis un bain d’alcool a 70°)

puis colorées (Martoja et Martoja-Pierson, 1967; Gabe, 1968).
2.5. Montage

Aprés avoir subi une nouvelle déshydratation (deux bains d’alcool a 95°C puis a 100°, trois

bains de toluéne), les lames colorées sont montées entre lames et lamelles avec une résine
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synthétique, le baume de Canada (Martoja et Martoja-Pierson, 1967) Les lames sont alors
prétes pour étre observées au microscope optique.

2.6. Observation

L’observation des coupes histologiques des organes est réalisée avec un microscope (Zeiss
Axio Imager 2) équipé d’une caméra (Zeiss AxioCam MRcS) permettant la prise d’images

avec un logiciel d’imagerie numérique (Axio Vision release 4.8.2).

=

5] =

Figure 28: Appareillage utilisé dans la réalisations des coupes histologiques : a) réservoir de
paraffine d’inclusion , b) automate, ¢) microtome (photo originale)

Figure 29: L’étuve (photo originale)
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Figure 30: Les bacs de coloration (photo originale)

2. Analyse statistique des donnees :

L’analyse statistique des données est effectué par le test de student qui sert a comparer
entre deux échantillons (témoin et traité) ce test est réalisé a 1’aide d’un logiciel des données
Minitab (version 14.0) (Dagnelie ,1999).
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3. Résultats :

3.1. Analyses des métaux au niveau de I’hépatopancréas et du pied chez

Hélix aspersa :

Les résultats sont exprimés par la moyenne * (écart type) de n expériences (ou n
représente le nombre d’animaux utilisés avec n=3), les différences sont considérées
significatives quand P <0,05.

Le tableau 3 et 4 et les Figures 31 a 34 montrent 1’évolution des concentrations de Pb et Cr au
niveau de I’hépatopancréas et du pied chez les escargots au cours d'un traitement de 6
semaines par voie digestive et cutanée. Chez les individus traités, les concentrations des deux
métaux au niveau des deux organes tendent a augmenter de maniére dose-dépendante et ceux
pour les traités par les deux voies cependant 1’accumulation des deux meétaux est plus
importante chez les traités par voie digestive et que les concentration les plus élevés sont
enregistrées au niveaux de ’hépatopancréas par rapport au pied et ceux pour les traités par les

deux métaux.

3.1.1. Accumulation du Pb et Cr au niveau du pied et de ’hépatopancréas chez

les traités par la voie digestive :
3.1.1.1. Accumulation du plomb

On constate une augmentation dose dépendante chez les escargots exposés aux
différentes concentrations des éléments métalliques. Ainsi nos résultats met en évidence une
augmentation hautement significative de particules de plomb accumulés dans
I’hépatopancréas et le pied chez les traités par les concentrations 400ug et 1200ug avec (p <
0.001) alors que chez les traités par la concentration 800ug avec (p < 0.01) ’augmentation est

trés hautemet significative par rapport aux témoins.
3.1.1.2. Accumulation du chrome

Concernant le chrome, 1’augmentation est trés hautement significative dans
1I’hépatopancréas pour les traités par les concentrations 400ug et 1200ug avec (p < 0.001) par
rapport au témoin. D’un autre coté on note une augmentation trés significative du chrome
dans le pied des traités par les concentrations 400ug, 800ug, et 1200ug avec (p < 0.01) par

rapport au témoin.
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Tableau 03: Accumulation du plomb et du chrome au niveau du pied et de I’hépatopancréas

par voie digestive

Concentration du chrome et du plomb

métal témoin 400 ug 800 ug 1200 ug
Pb Hépatopancréas | 0.483/0.073 | 107.4/6.437 | 298.5/6.982 | 438.33/52.214
0.493/0.086 | 45.516/2.362 | 58.973/1.764 | 61.46/3.464
Cr Hépatopancréas | 1.056/0.476 | 95.4/4.371 | 280.86/9.300 | 398.58/7.872
0.956/0.166 | 9.306/1.142 | 14.84/1.360 | 29.63/3.091
600
400
300 - EPp
HHP
200
100 - *%
0 ;
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Figure 31: Evolution des concentrations en Pb au niveau de I’hépatopancréas et du pied chez

H. aspersa par voie digestive
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Figure 32: Evolution des concentrations en Cr au niveau de ’hépatopancréas et du pied chez

H. aspersa par voie digestive

3.1.2. Accumulation du Pb et Cr au niveau du pied et de

I’hépatopancréas chez les traités par la voie cutanée:

3.1.2.1. Accumulation du plomb

Nos résultats mettent en évidence une augmentation trés hautement significative de
particules de plomb accumulés dans I’hépatopancréas chez les traités par les concentrations
400ug, 800ug et 1200ug/g avec (p < 0.001) comparativement aux témoins. Alors que dans le
pied des traités par le plomb I’augmentation des concentrations est hautement significative

pour les traités par rapport aux témoin.
3.1.2.2. Accumulation du chrome

Concernant le chrome, I’augmentation est hautement significative dans
I’hépatopancréas pour les traités par la concentration 400ug avec (p < 0.001) est tres
hautement significative pour les traités par la concentration 800ug avec (p < 0.01) par rapport
au témoin. D’un autre coté on note également une augmentation trés significative dans le pied

des traités par les concentrations 800ug et 1200ug avec (p < 0.01).
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Tableau 04: Accumulation du plomb et du chrome au niveau du pied et de I’hépatopancréas

par la voie cutanée

Concentration du chrome et du plomb

métal organe témoin 400 ug 800 ug 1200 ug
Pb Hépatopancréas | 0.483/0.073 | 86.97/3.618 | 100.5/3.774 120.9/2.364
pied 0.493/0.086 | 38.793/3.721 | 44.633/3.453 | 65.773/4.024
Cr Hépatopancréas | 1.056/0.476 | 82.033/5.688 | 73.146/53.793 | 125.713/6.231
pied 0.956/0.166 | 6.373/1.825 | 13.733/1.882 | 23.62/3.397
** **
140
120
100
80
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60 E hp
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0
temoin
Figure 33: Evolution des concentrations en Pb au niveau de I’hépatopancréas et du pied chez

H. aspersa par voie cutanée
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Figure 34: Evolution des concentrations en Cr au niveau de 1’hépatopancréas et du pied chez

H. aspersa par voie cutanée
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3.2. Etude histologique

3.2.1. Effets du plomb et du chrome sur I’histologie de I’hépatopancréas:

Les figures présentent des coupes histologiques effectuées au niveau de

I’hépatopancréas témoin et traité aux différentes concentrations de plomb et chrome.

L’hépatopancréas normal des escargots témoin est constitué d’un épithélium digestif
compos¢ des lobules formant un ensemble d’acini maintenus cohérent par un tissu conjonctif
I’épithélium renferment trois types de cellules et chaque cellules présente les constituants
essentiels noyaux et membrane : les cellules digestives CD les plus abondant (Zaldibaret al.,
2008), les cellules excrétrices CE, et les cellules a calcium CC.

L’examen histologique des tissus contaminé par le plomb et le chrome a montré
quelques altérations visibles en réponse a tous les traitements et pour les deux voies (digestive

et cutanée) d’une maniére dose dépendante.
3.2.1.1. Effet du plomb sur Phistologie de L’hépatopancréas:

Concernant I’effet du plomb sur I’histologie de I’hépatopancréas les observations

microscopiques sont les suivants :

L’hépatopancréas des escargots traités par la dose 01 (400ug) pour les deux voies
montre qu’il n’y a pas des effets observables par contre chez les traités par la dose 02 (800ug)
il y a quelques altérations.représentéées par I’augmentation de nombre des cellules digestives,
diminution de I’espace inter-lobulaire et ’apparition des débris cellulaire pour les deux voies,
digestive et cutanée et une rupture dans la membrane basale uniquement chez les traités par
la voie digestive. Alors que I’hépatopancréas des traités par la dose 03 (1200ug/g) quelle que
soit la voie en enregistent une diminution de I’espace inter lobulaire, une dégérénéscence
pattielle des cellules digestives et augmentation des nombres des cellules excrétrices,
I’existence d’une rupture de la membrane basale et ’apparition des débris cellulaire en plus

nous notons une inflammation chez les traités par voie digestive.

3.2.1.2. Effet du Chrome sur I’histologie de L’hépatopancréas:

En ce qui concerne les effets de chrome sur 1’histologie de I’hépatopancréas les

observations microscopiques sont les suivants :
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L’hépatopancréas des traités par la dose 01 (400ug) quelle que soit la voie présente
un aspect normal. Par contre chez les traités par la dose 02 (800ug) il y a quelques altérations
se manifestés par une diminution de 1’espace inter-lobulaire, ’augmentation de nombre des
cellules excrétrices et une forte congestion pour les deux voies et I’apparition des infiltrats
inflammatoires uniquement pour la voie digestive. Tandis que 1’hépatopancréas des traités par
la dose 03 (1200ug) pour la voie cutanée présente un aspect inflammatoire et une diminution
de I’espace inter-lobulaire , une dégérénéscence trés avancée des cellules digestives et de
cellulles a calcium pa contre le nombre des cellules excrétrices es augmenté. pour la voie

digestive les mémes changemenparts ont été observés accompagnés par des débris cellulaires.

La
membrane

basale

Cellule a
calcium

Cellule
excrétrice

Cellule
digestif

La lumiére
d’acini

Figure 35: Coupe histologique de I’hépatopancréas des escargots témoins (Gx10x10)
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Figure 36: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose

01 de plomb voie cutanée (Gx10x10)

Figure 38: Coupe histologique
I’hépatopancréas des escargots traités par
dose 02 de plomb voie cutanée (Gx10x10)

Figure 40: Coupe histologique du

I’hépatopancréas des escargots traités par dose
03 de plomb voie cutanée (Gx10x10)
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Figure 37: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose
01 de plomb voie digestive (Gx10x10)

Figure 39: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose
02 de plomb voie digestive (Gx10x10)

Figure 41: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose
03 de plomb voie digestive (Gx10x10)
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Figure 42: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose

01 de chrome voie cutanée (Gx10x10)

Figure 43: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose
01 de chrome voie digestive (Gx10x10)

Figure 44: Coupe histologique
I’hépatopancréas des escargots traités par
dose 02 de chrome voie cutanée (Gx10x10)

BRI TS

Figure 46: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose
03 de chrome voie cutanée (Gx10x10)
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Figure 45: Coupe histologique ’hépatopancréas
des escargots traités par dose 02 de chrome voie
digestive (Gx10x10)

Figure 47: Coupe histologique de
I’hépatopancréas des escargots traités par dose
03 de chrome voie digestive (Gx10x10)
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Légende :

Rupture de la membrane basale
Diminution de I’espace interlobulaire
Débris cellulaire

Augmentation des cellules excrétrice

Inflammation

SoNpy |

Augmentation des cellules digestives

3.2.2. Effets du plomb et du chrome sur I’histologie du pied :

Les figures représentent les observations microscopiques des coupes

histologiques effectuées au niveau du pied, témoins et traités.

Chez les témoins le pied est recouvert d’un tégument, dont le tégument de la
région anterieure de l'escargot est formé d'un épithelium simple cubique a prismatique,
soutenu par un tissu conjonctif épais contenant des fibres musculaires lisses
nombreuses. Les cellules épithéliales portent une ciliature apicale irréguliére et des
cellules glandulaires profondes sont observées (mucocytes et cellules sécrétoires)
(Heusser et Dupuy., 2011).

3.2.2.1. Effet du plomb sur I’histologie du pied

En ce qui concerne les tissus des escargots traités par le plomb les

observations microscopiques sont comme suite :

Chez les escargots traités par la dose 01 (400ug) quel que soit la voie cutanée
ou digestive le pied est dans son état normal. Il n’est pas atteint & cette dose. Par
contre chez les traités par la dose 02 (800ug) par voie cutanée on remarque
I’existence d’une rupture de la membrane basale et une augmentation de volume des
mucocytes par contre on remargue uniqguement une rupture de la membrane basale
chez les traités par la voie digestive. Alors que ’examen histologique des traités par la

dose 03 (1200ug) met en évidence des altérations plus marquées représentent par des
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ruptures de la membrane basale ; une augmentation de volume des mucocytes,
augmentation des cellules sécrétoires chez les traités par la voie cutanée et seulement

une rupture de la membrane basale chez les traités par la voie digestive.
3.2.2.2. Effet du chrome sur I’histologie du pied

Concernant les tissus des escargots traités par le chrome les observations
microscopiques sont comme suite :

Les traités par la dose 01 (400 ug) quelle que soit la voie cutanée ou digestive
le pied est dans son état normal, Tandis que les traités par la deuxiéme dose (800 ug)
pour les deux voies il y a une augmentation de volume des mucocytes. Pour ce qui est
des traités par la troisieme dose (1200 ug) on observe les mémes altérations tissulaires
que dans la deuxieme dose accompagnées par une augmentation des cellules
sécretoires pour les deux voies et une rupture de la membrane basale notamment

chez les traités par la voie cutanée.

Membrane
basale

Mucocyte

Cellule
sécrétoire

Fibre
conjonctif

Figure 48: Coupe histologique du pied des escargots témoins (Gx10x10)

41



CHAPITRE Il

Résultats

Figure 49: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 01 de plomb voie
cutanée (Gx10x10)

Figure 51: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 02 de plomb voie
cutanée (Gx10x10)

Figure 50: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 01 de plomb voie
digestive (Gx10x10)

Figure 52: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 02 de plomb voie
digestive (Gx10x10)

Figure 53: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 03 de plomb voie
cutanée (Gx10x10)
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Figure 54: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 03 de plomb voie
digestive (Gx10x10)
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Figure 55: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 01 de chrome voie
cutanée (Gx10x10)

Figure 57: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 02 de chrome voie
cutanée (Gx10x10)

Figure 59: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 03 de chrome voie
cutanée (Gx10x10)
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Figure 56: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 01 de chrome voie
digestive (Gx10x10)

Figure 58: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 02 de chrome voie
digestive (Gx10x10)

Figure 60: Coupe histologique du pied des
escargots traités par dose 03 de chrome voie
digestif (Gx10x10)
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Légende :

: Rupture de la membrane basale
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4. Discussion :

4.1.  Accumulation du plomb et du chrome au niveau de
I’hépatopancréas et le pied d’Hélix aspersa

L’accumulation des métaux par les organismes invertébrés est le résultat des processus
d’absorption-et assimilation, de distribution, de stockage et d’excrétion (Dallinger., 1993).
Lorsque les métaux sont absorbés, les gastéropodes terrestres ont une stratégie de non-
régulation qui serait conditionnée, d'une part, par le métabolisme du calcium un constituant
majeur du corps des escargots (Notten et al., 2005), et d'autre part, par la nécessité d'éviter les
pertes excessives d'eau (Dallinger et al., 2001).

L’évaluation de ’accumulation des ETM de Hélix aspersa repose sur la mesure des
concentrations internes apres une durée d’exposition donnée, généralement a moyen ou a long
terme a permis d’évaluer les capacités d’accumulation de H. aspersa, I’intensité du transfert
des ETM depuis I’environnement (nourriture et/ou sol) et d’estimer, dans une premiére

approche, leur biodisponibilité (Gimbert., 2006).

Les métaux considérés dans notre étude (plomb et chrome), sont dosés dans
I’hépatopancréas et le pied des H aspersa apres traitement a des concentrations croissantes en

Pb et Cr par deux voies complémentaires (digestive et cutanée) durant 6 semaines.

Dans notre travail, nous avons montré que la concentration des deux métaux au niveau
des deux organes analysés (hépatopancréas et pied) et pour les deux voies de contamination
(digestive et cutanée) augmente de maniére dose-dépendante en présence de plomb et chrome.
L’accumulation de ces deux meétaux par les mollusques gastéropodes est liée a leurs
concentrations environnementales et a leur biodisponibilit¢ a I’intérieur de 1’organisme
(Coeurdassier., 2001), comme l'indiquent (Viard et al., 2004) qui ont mis en évidence une
grande capacité d'accumulation des ETM, les plus fréquents (Cd, Cu, Zn, Pb et Cr) chez les

mollusques gastéropodes.

En effets la concentration élevée en plomb et en chrome retrouvé dans les tissu des
escargots indique une accumulation importante de ces métaux du a la prise de la nourriture
contaminé par les ETM ainsi que 1’exposition de ces derniers au sol contaminé au cours de
I’expérience, cette accumulation se fait par ingestion direct de particules du sol ou par
diffusion cutané a travers 1’épithélium du pied (Gomot et al., 1989; Vaufleury et Pihan.,
2002).
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Selon Chabicovsky et al., 2003 la grande affinité de la glande digestive vis-a-vis des
métaux lourd est probablement li¢ a la capacité d’absorption et la phagocytose possible des
particules qui se produit dans la glande digestive .aprés I’absorption, les gastropodes terrestres
accumule d’importante quantité des ETM on les séquestrant dans des structure intercellulaire
specifique dans la synthése et induite par la présence des métaux, cependant (Grara., 2011)
dans une étude sur les escargot traités par les poussiéres métalliques a mis en évidence une
accumulation importante du Pb au niveau de I’hépatopancréas et du pied par la voie digestive.
Le Pb stimule I’activité lysosomale de plusieurs especes de gastéropodes et s'accumule dans

des granules de lipofuscine des cellules digestives de I’hépatopancréas (Coeurdassier., 2001).

Selon Gomot., 1998, pour I’ensemble des espéces des gastéropodes qu’il a étudié
(Hélix pomatia, Arianta arbustorum, Arion ater, Cepaea hortensis et Arion subfuscus), le
principal organe d’accumulation de Cd, Pb et Zn est I’hépatopancréas. En situation
contaminée, il contient 70 a 90% de la quantité totale accumulée. D’autres tissus participent
au stockage de ces métaux soit de fagcon temporaire, les métaux étant redirigés ensuite vers

I’hépatopancréas, soit de facon définitive pour étre excretes a plus ou moins long terme.

Le pied et I’intestin dit organe secondaires jouent un rdéle important dans le stockage

de ces ETM, soit de facon definitive pour étre excrété soi d’une fagon temporaire.

Enfin les travaux sur ’accumulation et la toxicité du chrome son peut nombreux on
peut citer sel de Boumaaza., 2015 qu’elle a évalué des concentrations importantes en chrome

dans des sites pollués.

Les mollusque gastropodes en particulier sont connus par leur capacité d’accumulation
des métaux lourd les plus fréquents a savoir le Pb, ainsi toutes les études sur les bio-
indicateurs convergent vers 1’idée que 1’espece hélix aspersa est un excellent modele
biologique pour toutes les études éco toxicologique , toxicologique et pour la compréhension
des mécanismes d’action des xénobiotique (Ait Hamlet et al., 2012 ; Gara., 2011). lls sont
également sensibles vis-a-vis des xénobiotiques varié tel que les ETM (Gomot., 1997), ou

encore les nanoparticules (Boucenna., 2016).
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4.2. Effets du plomb et du chrome sur I’histologie de I’hépatopancréas et

du pied d’Hélix aspersa :

L’examen histologique de I’hépatopancréas d’Hélix aspersa traité par deux éléments
métalliques (Chrome et Plomb) a des concentrations croissantes et par deux voies (digestive
et cutanée) a met en évidence des altérations qualitative importante dé la faible concentration
testé se qui confirme la pénétration des deux xénobiotiques (Chrome et Plomb) a travers les
tissus et les organes de I’escargot, indiquant ainsi une accumulation importante des ETM sous

forme de petites vésicules de 2 a 4pum au niveau des cellules a calcium de la glande digestive.

L hépatopancréas est l'organe le plus important dans la détoxication des xénobiotiques
chez les mollusques. Cet organe est responsable de la production d’enzymes digestives,
I'absorption des nutriments et la digestion par endocytose de substances alimentaires, et de
I'excrétion (Owen., 1996). L’exposition aux métaux lourds peut causer des altérations
cytologiques et ultra structurales trés importantes au niveau de I’hépatopancréas (Frias et al.,
2008). Ces altérations peuvent étre utilisées en tant que bio marqueurs d’exposition aux

métaux (Amaral et al., 2004).

Dans notre étude, nous avons mis en évidence au niveau de 1’hépatopancréas des
nécroses cellulaires ainsi qu’une prolifération des cellules excrétrices et une dégénérescence
des cellules digestives chez les escargots exposes aux différentes concentrations de Pb et Cr,
Selon (Yager et Harry., 1963), les ETM détériorent la dynamique des cellules et
endommagent leurs membranes. De ce fait, I'échange intercellulaire et la fluidité sont
perturbés. En conséquence, la diffusion des ETM augmente dans les cellules causant ainsi une
nécrose cellulaire. La perte des cellules digestives semble étre une réponse générale aprés une
exposition aux métaux lourds chez les gastéropodes terrestres et elle est reliée principalement
a la détérioration du processus digestif provoqué par la présence des particules métalliques
(Zaldibar et al., 2008; 200), ainsi la prolifération des cellules excrétrices et les changements
dans leur proportion apres exposition chronique a des polluants semblent étre une réponse
générale chez les mollusques. (Marigomez et al., 1996 a; 1998 b), Plus récemment, des
études ont également permis de révéler la présence d’altérations au niveau du tissu hépato
pancréatique chez les escargots exposés différents contaminants. On peut ainsi citer I’étude de
(Boucenna., 2015 et ameur., 2021) menée sur les escargots Helix aspersa exposés aux

métaux lourds.
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Le pied est un organe important du métabolisme, de I’accumulation, de la
biotransformation, et de I’excrétion de nombreux xénobiotiques, il fait partie des organes les

plus étudiés (Zaldibar et al., 2008).

Les résultats obtenus concernant 1’examen histologique du pied montrent des
altérations cytologiques et ultrastrecturales importantes au niveau de cet organe chez Hélix

aspersa.

Notre étude histologique montre que les éléments traces métalliques provoquent des atteintes
tissulaires sans équivoque. En effet ’examen histologique de 1’épithélium pédieux met en évidence
I’apparition d’infiltrats inflammatoires, lymphoplasmocytaires ainsi que des ruptures au niveau de la
membrane basale d’une fagon dose dépendante et ceux pour les traités par les deux métaux et les deux
voies ces altérations sont plus marquées chez les traités par voie cutanée, ceci pourrait étre une
premiére réponse biologique due a la présence des xénobiotiques, ces observations sont en accord avec
les travaux de (Tadjine., 2007), de (Russell et al., 1981) et de (Chabicovsky et al., 2004).
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Conclusion et perspectives

a présente etude vise & évaluer I’accumulation de deux métaux toxique
(Plomb, Chrome) chez un modele d’organisme bio accumulateur/ bio
indicateur Hélix aspersa, utilisées comme espéces sentinelles de la
contamination des écosystemes, et ce a travers la contamination en conditions contrélées des
individus adultes d’H.aspersa par des concentrations croissantes en Pb et Cr par deux voies:
cutanee et digestive.
Dans le cadre de notre travail, nous avons €tudié¢ deux aspects possibles de I’expression de
la toxicité des métaux :
v La bioaccumulation du Pb et du Cr au niveau de deux organes (hépatopancréas et
pied)
v’ les altérations histologiques, provoquées par ces métaux

L’analyse des données concernant la bioaccumulation confirment le fort potentiel bio
indicateur d’Helix aspersa en ce qui concerne les éléments métalliques :

Les résultats ont montré une forte accumulation du chrome et du plomb dans les deux
organes (hépatopancréas et pied) mais majoritairement au niveau de I'népatopancréas, et ce
pour les deux voie de contamination des escargots. Cette accumulation de particules
métalliques est accompagnée d’atteintes histologiques sur les deux organes cibles.

Les résultats obtenus dans le cadre de cet étude ouvrent certaines perspectives d’étude qu’il

serait judicieux d’entreprendre :

L’étude de la contamination des sols avec d’autres ETM tels que : le mercure et le

cadmium qui sont tres nocifs pour les étres vivants.

e Poursuivre cette étude en prenant compte des paramétres physico chimique et faire
plusieurs prélévements afin de réunir le maximum d’information sur les niveaux de
contamination

e Associé les études sur le dosage des métaux lourds dans les organismes vivants a ceux
des bio-marqueurs.

e Mettre en place un réseau de surveillance des écosystémes terrestres par dosage des
métaux lourds dans des organismes bio indicateurs spécialement ceux qui se situe a la
base de la chaine alimentaire et qui sont responsable de la contamination du réseau

trophique
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