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Résumé 

           Dans le but d’évaluer  la toxicité des particules métalliques d’origine industrielles,  

nous avons effectué un travail de recherche au sein du laboratoire de toxicologie cellulaire 

sur 35 escargots adulte Helix aspersa  provenant d’une région considérée comme non 

polluée  Boumahra Ahmed (wilaya de Guelma). 

            Nos résultats mettent en évidence des perturbations physiologiques concernant le 

poids des escargots traités se  caractérisant par un déficit de l’ordre de 5% particulièrement 

chez les traités aux fortes concentrations. Parallèlement  les modifications métaboliques 

indiquent une augmentation du taux de protéines, et une diminution  du taux  des lipides et  

glucides (dose dépendante).   

            De plus, les ETM affectent  le système antioxydant   par des modifications corrélées  

avec une diminution du taux de GSH  au niveau de l’hépatopancréas formant des complexes  

SH-métal. Parallèlement à cela, une synthèse de GST  traduit un  mécanisme de détoxication 

des ETM au niveau de deux organes cibles  (l’hépatopancréas et le rein). Cela est suivi par  

une augmentation de l’activité enzymatique Catalase (phase I) constituant un des 

mécanismes de défense cellulaire contre la présence des particules métalliques.     

           Nos résultats montrent aussi l’existence  d’une induction du taux de malondialdehyde 

(MDA) biomarqueur de la peroxydation lipidique. L’étude histologique vient confirmer 

l’atteinte tissulaire et les changements observés au niveau des structures cellulaires de 

l’hépatopancréas et du rein.   

 

Mots clés : Helix aspersa, ETM, poussières métalliques, CAT, GST, GSH, MDA, histologie, 

système antioxydant, biomarqueurs, rein, hépatopancréas.  



Abstract 

 

           In order to evaluate the toxicity of metal particles of industrial origin, we 

conducted a research in the toxicology laboratory cell of 35 adult snails Helix aspersa 

from a region considered unpolluted Boumahra Ahmed (wilaya of Guelma).  

 

            Our results highlight the physiological disturbances on the weight of the snails 

treated characterized by a deficit of around 5% in the treated particularly at high 

concentrations. In parallel the metabolic changes indicate an increase in protein 

levels, and decreased levels of lipids and carbohydrates (dose dependent).  

 

            Indeed, the ETM affect the antioxidant system by changes correlated with 

decreased levels of GSH in the hepatopancreas forming HS-metal complexes. Along 

side this, a synthesis of GST a mechanism of detoxification of the ETM at two target 

organs (hepatopancreas and kidney). This is followed by an increase in enzyme 

activity of catalase (Phase I) constituting one of the mechanisms of cellular defense 

against the presence of metal particles. 

  

           Our results also show the existence of an induction rate malondialdehyde 

(MDA) biomarker of lipid peroxidation. The study confirms the histological damage 

observed in tissue and changes in cellular structures of the hepatopancreas and 

kidney.  

 

Keywords: Helix aspersa, ETM, metal dust, CAT, GST, GSH, MDA, histology, 

antioxidant system, biomarkers, kidney, hepatopancreas. 
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1. GENERALITES : 

 

             Depuis le début du siècle, l’environnement (atmosphérique,  terrestre et aquatique) a 

été soumis à la pression croissante des activités industrielles  et humaines dont les effets se 

sont fait rapidement sentir. 

             Ces activités émettent dans l’atmosphère des polluants tels que les oxydes de soufre 

et d’azote, le monoxyde et dioxyde de carbone,  les poussières, les éléments traces, etc. 

L’atmosphère joue donc un rôle capital dans le cycle biogéochimique de ces éléments, d’une 

part en participant à la redistribution de ces derniers dans les différents compartiments 

environnementaux et d’autre part en étant le lieu de processus physiques et 

photochimiques qui conditionnent leur devenir dans l’environnement. 

              L'augmentation des concentrations en éléments traces métalliques dans les sols est   

principalement due à la pollution urbain lie aux  activités humaines  (Nriagu et Pacyna, 

1988), a fait l’objet de nombreuses études sur les risques de leurs transferts, ces risques 

paraissent d'autant plus grands que les ETM, contrairement à la plupart des composés 

organiques, ne sont pas dégradés dans l'environnement. 

              La réponse biologique à des contaminants métalliques à l’échelle individu est 

caractérisée  par une perturbation de la physiologie cellulaire qui peut se traduire par la 

manifestation d’effets sur le comportement, la survie, la  croissance et la reproduction, la 

façon dont la présence de contaminants, dans les tissus se répercute sur ces variables 

individuelles dépend des caractéristiques biologiques et écologiques des espèces (Koeman, 

1991), ces caractéristiques interviennent dans le niveau d’exposition des individus au 

contaminant, et dans sa cinétique dans l’organisme (Escher et Hermens, 2002), ainsi que  

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

             D’un autre côté, la manifestation d’une perturbation du fonctionnement de la cellule 

est le résultat de l’interaction entre les biomolécules cellulaires et les contaminants. Cette 

interaction est très spécifique.  Elle se mesure en étudiant la présence et la concentration de 
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molécules qui ont pénétré dans la cellule ou qui sont produites en réaction à l’exposition ou 

à l’effet des contaminants sur la cellule (biomarqueurs). 

            Ce travail a pour objectif la mis en évidence des capacités du gastéropode Helix 

aspersa  à s’adapter a un stress chimique en  occurrence une forte concentration de 

poussières métalliques rejetées par le complexe sidérurgiques. Pour cela nous nous 

proposons de suivi les paramètres physiologiques métaboliques (poids, lipides, glucides, et 

protéines) et de certains biomarqueurs du déclenchement des systèmes de détoxification à 

savoir le système  GSH-GST ainsi que le taux de  malondialdehyde (MDA) connus comme un 

excellent biomarqueur d’une peroxydation lipidique conséquence d’un stress oxydatif.     
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2. Origines des substances toxiques :  

              Il existe de nombreuses substances toxiques susceptibles de perturber les systèmes 

biologiques, des plus simples ions inorganiques jusqu'aux molécules organiques complexes. 

Neuf millions de molécules de synthèse étaient déjà listées dans « the Chemical Abstract 

Service registry of chemicals » en 1990 (Cairns et  Mount,  1990)  Parmi  ces  substances,  

plus  de    10 000  sont  produites  mondialement  dans  des quantités supérieures à 10 

tonnes par an (Moriarty,  1999). On peut ajouter à cette liste les molécules issues de  la 

dégradation  chimique, physique et/ou  biologique des  composés de  synthèse ainsi  que 

certaines  substances  naturelles  utilisées  en  quantité  importante  dans  les  activités  

humaines (procédés industriels, installations et équipements technologiques …). 

2.1. Effets moléculaires et biochimiques des contaminants 

2.1.1. Effets directs : 

Les contaminants ont des cibles moléculaires de différentes natures, on distingue  ainsi:   

� Les composés neurotoxiques agissant sur le système nerveux des vertébrés et des 

invertébrés en perturbant la transmission normale des influx nerveux. 

� Les composés génotoxiques qui agissent sur l’ADN au niveau moléculaire (adduits, 

liaisons entre bases), génique (mutation) ou structural (aberrations 

chromosomiques). Ils peuvent être à l’origine du développement de  tumeurs 

malignes, parmi  les polluants génotoxiques, on peut par exemple citer  certains  

hydrocarbures  polycycliques  aromatiques,  ou  certains ETM (Hg2+, Cr6+, Cd2+ …).   

� Les composés qui réagissent avec les groupes thiols des protéines en formant des 

ponts disulfures qui  entraînent  un  changement  de  conformation  spatiale  des  

protéines exposant aux  Hg2+,  Cd2+, et composés organométalliques. 

2.1.2. Effets moléculaires indirects : le stress oxydant  

             Les  composés métalliques et  organiques  peuvent  également avoir des effets 

moléculaires  indirects dus  à  la  formation  d’espèces  d’oxygène  réactives  qui  sont  
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potentiellement  préjudiciables  pour l’intégrité de certains compartiments cellulaires. Le 

stress oxydant correspond à l’ensemble des effets néfastes liés aux formes actives de 

l’oxygène (FAO) (Narbonne, 1994). Les FAO dérivent de l’oxygène moléculaire  (O2) par  

réduction électronique univalente  (radical superoxyde O2·-), divalente  (peroxyde 

d’hydrogène H2O2) ou trivalente (radical hydroxyde OH·).     

             Les  oxyradicaux  sont  produits  continuellement  par  les  systèmes  biologiques  et  

les  mécanismes responsables  de  leur  production  impliquent  des molécules  endogènes  

ou  des molécules  exogènes (Ribera,  1998).  Au  cours  de  la  phase  I  du  métabolisme  des  

polluants  organiques,  les  enzymes microsomiques  (en  particulier  les  MFO  à  cytochrome  

P450)  peuvent  induire  la  production d’oxyradicaux en liaison avec les activités NADH et 

NADPH-cytochrome réductase (Ribera, 1998). Ce métabolisme  peut  également  aboutir  à  

la  formation  directe  de  métabolites  radicalaires  capables d’activer l’oxygène pour 

produire « O2·-» ou «H2O2 », Certains métaux peuvent également induire la formation de 

FAO en cassant  la  liaison O-O de  la molécule de peroxyde d’hydrogène  (Aust et Thomas 

1985; Winston et Di Giulio, 1991). 

3. ELEMENTS TRACES METALLIQUES « ETM » : 

              La convention de Genève désigne par les termes «  métaux lourds » les éléments 

possédant une masse volumique supérieure ou égale à 4,5 g/ Cm³. Cependant, ce terme est 

souvent remplacé par «  éléments traces métalliques » (ETM). Les métaux lourds sont dits à 

l’état de trace lorsque leur concentration est inférieure à 1 g/kg de matière sèche dans la 

croûte terrestre ou inférieure à 0,1 g/kg  de matière sèche chez les êtres vivants (Boutonnet, 

2000).  

              La plupart des ETM ne sont que très faiblement volatils et ne sont pas 

biodégradables. Ces deux principales caractéristiques confèrent aux ETM un grand pouvoir 

d’accumulation dans tous les compartiments de la biosphère. Ainsi, même si nombre d’entre 

eux sont indispensables dans les différentes étapes des divers  cycles métaboliques (Cu, Fe, 

Mn, Mo, Zn), l’augmentation de leur concentration dans l’environnement, associée à leur 
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capacité d’accumulation, induisent des risques pour le développement des différents 

organismes. 

3.1. ETM essentiels et non essentiels : 

              Certains de ces ETM sont des oligo-éléments qui à faibles doses sont bénéfiques 

mais deviennent toxiques à doses trop élevées ; c’est le cas du cuivre, du zinc, du 

manganèse, du sélénium (Baize, 1997). 

  Les métaux non essentiels n’ont, à l’inverse des précédents, aucun rôle biologique 

actuellement connu. C’est le cas du : Hg, Ag, Cd et Pb (Mason & Jenkins, 1995). Ils sont 

considérés comme néfastes dès qu’ils sont présents dans le milieu et entraînent des effets 

biologiques délétères à de très faibles concentrations. Le tableau (01) regroupe les 

principaux ETM essentiels et non essentiels. 

Tableau 01:Principaux  éléments  métalliques  essentiels  et  non-essentiels (Hopkin, 1989). 

 

3.2.  Pollution des sols : 

              Les élément trace métalliques dans  les sols proviennent de différentes sources, Les 

ETM endogènes sont hérités  du matériau  parental,  redistribués  par  les  processus  

pédogénétiques  et  constituent  le fond pédogéochimique (Baize, 1997). La concentration 

naturelle de ces éléments dans les sols varie selon la nature de la roche, sa localisation, son 

âge et la nature de l’élément. 
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              Cependant, les ETM exogènes peuvent être d’origine naturelle  (érosion, émissions 

volcaniques, feux de forêt) (Garrett, 2000) ou anthropiques (Senesi et al., 1999). Trois 

principaux types de pollutions anthropiques sont responsables de l’augmentation des flux de 

métaux. 

la pollution industrielle qui émet dans  l’environnement (air, sol, eau) de nombreux ETM  

provenant  principalement  des  activités  métallurgiques  telles  que  le  traitement  des 

minerais,    le  recyclage  du  plomb des  batteries  ou  la  fabrication  de  peintures.   

� la pollution  liée aux activités agricoles via  l’application de produits ou substances 

destinés à améliorer les propriétés physico-chimiques du sol, de plus les produits 

phyto-sanitaires comme le Cu dans la bouillie bordelaise (Morgan et Taylor, 2004), 

les lisiers « Cu, Zn, Cd », (Moore et al., 2006). 

� la  pollution  urbaine  qui  regroupe  des  émissions  atmosphériques  liées  au  trafic 

routier  à  l’incinération des ordures ménager(Denison et Silbergeld, 1988), ces 

différentes pollutions sont précisées dans   la figure (01). 

 

Figure 01 : Processus de dépôt des polluants D’après Maystre et al.,  (1988) 
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4. TOXICITE DES ELEMENTS TRACES METALLIQUES: 

4.1. Transfert des ETM vers les organismes animaux : 

              L'ensemble des auteurs s'accorde à considérer que les différences de régime 

alimentaire (déterminant l'exposition des organismes) et de physiologie digestive 

représentent les principaux facteurs expliquant les variations de concentrations observées 

chez les différents groupes (Hopkin et al., 1985). 

             Toutes les études constatent que la concentration en ETM n'est pas obligatoirement 

liée à la position de l'organisme étudié dans la chaîne trophique, que ce soit dans des 

écosystèmes contaminés (Hunter et al., 1987b; Laskowski et Maryanski, 1993; Rabitsch 

1994 ; Mackay et al., 1998) ou dans des écosystèmes présumés non-pollués (Knutti et al., 

1988; Scharenberg et Ebeling, 1996), les concentrations en ETM dans les organismes ne sont 

pas corrélées avec leur masse corporelle.  

Les gastéropodes comme les isopodes,  parmi les organismes qui accumulent le plus les 

différents ETM (Dallinger, 1993), cet auteur a classé les espèces en fonction des FBAs 

(macroconcentrateurs : FBAs > 2, microconcentrateurs : FBAs < 2 et déconcentrateurs : FBAs 

< 1) pour les différents ETM et les gastéropodes dont  Helix aspersa sont 

macroconcentrateurs pour le Cd, le Cu et le Zn, le tableau (02) montre les principales voies 

d’exposition des invertébrés aux polluants. 

Tableau 02. Principales voies d'exposition des invertébrés aux polluants   

(Adapté par Walker et al., 1996) 
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4.2. Transfert des ETM dans les relations proie – prédateur : 

               Les fortes capacités d'accumulation des ETM des mollusques gastéropodes ont 

alerté les chercheurs sur le risque qu'ils représentaient en terme de transfert dans les 

chaînes alimentaires, Laskowski et Hopkin, (1996a) soulignent également le rôle possible des 

escargots dans l'intoxication de prédateurs. Ces auteurs constatent que les concentrations 

de Cd et de Cu dans les tissus d'escargots sont toujours supérieures à celles de leur 

nourriture. Pour le Pb et le Zn, les concentrations sont inférieures dans les tissus lorsque la 

nourriture est fortement contaminée. 

5. BIOACCUMULATION ET DEVENIR DES ETM CHEZ L’ESCARGOT : 

             Selon Ramade (1993), la bio-accumulation est un phénomène par lequel une 

substance, présente dans un biotope, s’accumule en surface et/ou pénètre dans un 

organisme même si elle n’a aucun rôle métabolique, voire même si elle est toxique à 

l’organisme. 

5.1. Sources et voies d’exposition et d’absorption : 

              Une  fois  libérés  dans  l’environnement,  les  ETM  sont  soumis  à  des  processus  

de transport et de dispersion complexes à  l’intérieur et entre  les différents compartiments 

de  la biosphère. L’exposition dépend donc à la fois de la physico-chimie du milieu et de la 

biologie de l’organisme considéré (Van Straalen et Van Gestel, 1998). 

A  l’interface  sol-plante-atmosphère,  l’escargot  intègre  plusieurs  sources  de 

contaminations accessibles via différentes voies d’exposition (Figure 02). 

� digestive  par  ingestion  de  nourriture  (plante  mais  également  particules  de  sols, 

Gomot et al., 1989),  

� cutanée  par  diffusion  des  polluants  du  sol  à  travers  l’épithélium  du  pied 

(Coeurdassier et al., 2002 ; Gomot-de Vaufleury et Pihan, 2002),  

� respiratoire par  inhalation de gaz et/ou de particules atmosphériques (Ismert et al., 

2002, Regoli et al., 2006). 
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             De même, chez Helix aspersa, la contribution du sol à l’accumulation totale des ETM 

est  supérieure à 80% pour le Pb, comprise entre 30 et 60% pour le Zn et entre 2 et 40% pour 

le Cd (Scheifler et al., 2006). 

Les  taux d’assimilation et  la  toxicité des ETM dépendent  fortement des  ligands auxquels  

ils sont liés dans la nourriture et des mécanismes variés de désorption et d’assimilation des 

ETM dans la lumière du tube digestif (Hopkin, 1989 ; Berger et al., 1993), ces différentes 

voies sont illustrées  dans la figure (02). 

 

 

 

 

Figure 02 : Voies et sources d'exposition (et de transfert potentiel) des mollusques 

gastéropodes aux polluants (Scheifler, 2002). 
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5.2. Devenir Des ETM Dans L’organisme : 

             L’accumulation  dans  les  organismes  est  le  résultat  net  des  processus 

d’absorption/assimilation , de distribution, de stockage et d’excrétion (Dallinger, 1993). Les 

mollusques  gastéropodes  sont  connus  pour  leur  grande  capacité  d'accumulation des 

ETM les plus fréquents, à savoir le Cd, le Cu, le Pb et le Zn. Cette propriété a été mise à profit 

pour utiliser  les escargots comme bioindicateurs de pollution par  les ETM (Beeby et 

Richmond, 2002 ; Viard et al., 2004 a ; Notten et al., 2005).  

 

              Dans toutes les espèces étudiées à ce  jour,  la  glande  digestive  (ou  

hépatopancréas)  contient  systématiquement  les  plus  fortes concentrations en Cd, Pb et 

Zn ( Cooke et al., 1979; Dallinger et Wieser, 1984a ; Cantu  Medellın et al.,2009). Le  tube 

digestif semble également  jouer un  rôle dans  le  stockage du Cd,  le pied apparaissant plus 

comme un site d’accumulation  transitoire en  liaison avec  l’absorption cutanée  (Dallinger  

et  Wieser,  1984a ;  Chabicovsky  et  al.,  2003).  Le  Cu  associé  à l'hémocyanine,  est  

distribué  de manière  plus  homogène  dans  le  corps  entier  et  s’accumule principalement  

dans  le manteau  et  le  pied  (Dallinger  et Wieser,  1984a  ;  Gomot  et  Pihan, 1997). La 

coquille des escargots n’est pas un site de stockage  important pour  le Cd et  le Zn.  

Des escargots  (Helix aspersa), prélevés dans des zones hautement contaminées, présentent 

des concentrations de  l'ordre de 1 µg/g  (Cooke et al., 1979). Seul  le Pb a été  retrouvé dans  

la coquille  mais  à  des  quantités  n’excédant  pas  3%  des  quantités  totales  accumulées  

dans l’organisme (Beeby et Richmond, 1989 ; Beeby et al., 2002). 

5.3. Des exemples des effets toxiques  sur l’escargot : 

             Une  étude  récente  a  démontré  que  l’exposition  in vitro  au  Zn,  Cu  et  Cd  

provoque  une  inhibition  des  activités  des  nucléotidases  dans l’hépatopancréas d’ Helix  

aspersa mais n’altère pas l’activité des cholinestérases (De Sousa  et al., 2006), (Chabicovsky 

et al., 2004) ont montré qu’une exposition de  long  terme  (supérieure à 40  jours) à de  la  

laitue enrichie à 270 µg Cd/g provoquait à partir d’une concentration interne de 450 µg 

Cd/g, une surcharge des  MT  dans  l’hépatopancréas  d’Helix  pomatia  à  l’origine  

d’apoptoses  cellulaires  et  d’une mortalité  supérieure  à  10%  chez  les  individus  exposés.  
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Chez  la même  espèce, (Manzl  et  al., 2004)  ont  également  observé  la  toxicité  aiguë  du  

Cd  et  du  Zn  sur  les  cellules  de l’hépatopancréas. A  l’échelle de  l’organe, des 

concentrations de 200 (µg) de Cd par 1 (g) de nourriture provoquent  une  inhibition  

importante  du  développement  du  tractus  génital  chez  Helix   aspersa    (Gomot-de  

Vaufleury  et  Kerhoas,  2000). 

 Beeby  et  al  (2002)  ont montré,  en  exposant  en laboratoire des escargots Helix  aspersa à 

la nourriture contaminée au Pb, une diminution de 15  à  25%  de  la masse  de  la  coquille.  

Jordaens  et  al  (2006)  n’ont  cependant  pas  trouvé  de relation significative entre la 

pollution des sols par les ETM (Cd, Cr, Pb et Zn) et la solidité et la morphologie des coquilles 

de populations de l’escargot Cepea nemoralis prélevées in situ. De  plus une  diminution  de  

l’activité reproductrice, du nombre de pontes et de  la fécondité chez Helix  aspersa (Russell 

et al., 1981 ; Laskowski et Hopkin, 1996 a ; Gomot et Kerhoas, 2000). 

6. BIOMARQUEURS : 

              Le biomarqueur utilise dans un sens très large, incluant quasiment toutes les 

mesures reflétant une interaction entre un système biologique et un danger potentiel, ce 

danger pouvant être chimique, physique, ou biologique (WHO, 1993).   

6.1. Biomarqueurs d’exposition, d’effet, de susceptibilité : 

              En écotoxicologie, trois types de biomarqueurs: les biomarqueurs d’exposition à un 

xénobiotique, les  biomarqueurs d’effet de l’exposition et les biomarqueurs de sensibilité 

aux effets (Lagadic et al., 1997 ; Van der Oost et al., 2003).   

� Les biomarqueurs d’exposition sont des indicateurs de la contamination des 

systèmes biologiques par un (des) xénobiotique(s). Ils peuvent  être le résultat de 

l’interaction du polluant avec des molécules biologiques dans des tissus et/ou dans 

des liquides corporels. 

� L’utilisation des biomarqueurs d’effet permet de montrer que le xénobiotique est 

entré dans l’organisme et, qu’après avoir été distribué entre les différents tissus, a 

exercé un effet toxique sur une cible critique.  
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� Les biomarqueurs de susceptibilité indiquent quant à eux la capacité inhérente ou 

acquise d’un organisme à répondre au stress induit par l’exposition à un 

xénobiotique. Cette catégorie de biomarqueurs peut donc notamment  inclure des 

facteurs génétiques, leur intérêt principal pourrait résider dans leur capacité à fournir 

un éclairage nouveau sur l'interprétation collective des biomarqueurs d'exposition et 

d'effet,  ce qui encourage leur développement (Livingstone, 1993 ; Depledge et al., 

1993; Lagadic et al., 1994), et  la figure (03) représente les niveaux de réponse par les 

biomarqueurs . 

 

 

Figure 03 : Représentation graphique des niveaux de réponses attendus en fonction du 

niveau d’exposition à un facteur de stress (Van der Oost et al., 2003). 
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7. UTILISATION DES ESCARGOTS DANS L’ETUDE DE LA CONTAMINATION PAR LES ETM : 

           Les escargots sont des mollusques gastéropodes pulmonés terrestres à activité 

nocturne qui  synchronise avec la photopériode. Ils sont fortement influencée par les 

conditions environnementales, notamment l'hygrométrie du sol et de l'air (activité au dessus 

de 80% d'humidité), la  température (inactivité pour des températures nocturnes inférieures 

à 9°C) et l'intensité lumineuse (Chevallier, 1982), Ils détestent les terrains argileux, acides et 

marécageux. La coquille  est constituée de quelques tours de spires s’enroulant dans le sens 

des aiguilles d’une montre, autour d’un ombilic prononcé pour Helix aspersa.  

7.1. Anatomie de l'escargot : 

           Le corps d'un escargot consiste en un pied unique, une tête et une masse viscérale 

enroulée placée dans la coquille. 

Le mouvement a lieu grâce à l'expansion et l'extraction de muscles dans le pied, des glandes 

de mucus sur le reste du corps protégeant l'escargot contre la perte d'eau. Deux paires de 

tentacules placées sur la tête.  La paire supérieure porte les yeux. La coquille est sécrétée 

par un épais pli de peau, appelé le manteau, cette dernière est reliée au corps par un 

puissant muscle qui est attaché au columella.  

           Des "ramifications" à la tête et aux tentacules, la contraction de ce muscle permet à 

l'escargot de se retirer dans sa coquille. À l'intérieur de la coquille, se trouve la cavité du 

manteau, qui contient le cœur, le rein et le poumon, la figure (04)  montre l’anatomie d’Helix 

aspersa. 
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Figure 04 : Anatomie de l’escargot (www.naturae-scientia.com ) 

Légende :(1. coquille - 2. foie - 3. poumon - 4. anus - 5. pore espiratoire - 6. oeil - 7. tentacule 

- 8. cerveau - 9. conduit salivaire - 10. bouche - 11. panse - 12. glande salivaire 13. orifice 

génital - 14. pénis - 15. vagin - 16. glande muqueuse - 17. oviduc - 18. sac de dards - 19. pied 

- 20. estomac - 21. rein - 22. manteau - 23. cœur - 24. canal déférent ) 

7.2. Reproduction : 

              Les escargots  sont hermaphrodites, mais doivent s'accoupler car ils ne peuvent pas  

s'autoféconder. Ils sont tous équipés d'un pénis et de l'organe réceptif correspondant.  

La fécondation est réciproque par échange de spermatophores entre les 2 partenaires, 

certains individus peuvent toutefois se comporter uniquement comme mâle ou comme 

femelle. L'autofécondation, qui existe chez les limaces et les achatines, est rarement 

observée chez les escargots du genre Helix et n'a jamais été rapportée pour Helix aspersa      

(Gomot, 1980). La durée entre l'accouplement et la ponte est d'environ 10 jours en 

conditions optimales mais peut atteindre 1 voire 2 mois lorsque les conditions de 

l'environnement sont défavorables.  

               Les œufs (entre 80 et 130) sont déposés dans une cavité creusée à quelques cm 

sous la surface du sol, cavité qui est ensuite rebouchée. L'incubation dure de 12 jours à 20°C 

http://www.naturae-scientia.com/
http://www.naturae-scientia.com/?page_id=136&Title=RA==&Referer=Lz9wPTEwOQ==
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à environ 22 jours à 15°C. Le nombre moyen de ponte par reproducteur est de 1,3 et le 

nombre d'infantiles produits est de 75 à 85 (Madec, 1983). 

7.3. Les escargots indicateurs de contamination par ETM : 

              Les escargots peuvent pour partie refléter la qualité de leur environnement en 

accumulant certains polluants ou toxiques naturellement présents dans leur milieu, dans 

leur chair, ou dans leurs coquilles. Leur mucus les protège des agressions extérieures, 

bactériennes et fongiques notamment. la question a été posée de leur capacité à abriter une 

partie du cycle du virus grippal dont la cible est l'acide sialique. 

              Les escargots  (Mollusques, Gastéropodes, Pulmonés). Sont  reconnus  comme  des  

indicateurs  écologiques  pertinents  (Berger  et Dallinger, 1993 ; Cortet et al., 1999), car :   

� ils  représentent  une  biomasse  significative  au  sein  de  la  communauté  des 

invertébrés du sol (Dallinger et al., 2001),  

� ils  occupent  une  situation  privilégiée  à  l’interface  sol-plante-atmosphère  (Barker, 

2001),  

� ils intègrent des sources et voies de contamination multiples (Scheifler et al., 2006),  

� ils  possèdent  des  capacités  de  bioaccumulation  importantes  pour  de  nombreux 

polluants métalliques  (Brooks  et  al.,  1992 ;  Menta  et  Parisi,  2001 ; Gomot-de 

Vaufleury  et  Pihan,  2002 ; Viard  et  al.,  2004)  et organiques (Coeurdassier et al., 

2001 ; Sverdrup et al., 2006),  

� ils  présentent  des  réponses  physiologiques telle que l’inhibition  de  croissance,  et 

de reproduction (  Gomot-de  Vaufleury  et  Bispo,  2000 ; Swaileh  et Ezzughayyar,  

2001 ;  Notten  et  al.,  2006)  et    biochimiques  (Coeurdassier et al., 2001 ;   Ismert 

et al., 2002 ; Regoli et al., 2006) quand  ils sont exposés aux contaminants, 

� ils  constituent  un  élément  des  réseaux  trophiques  qui  contribue  au  transfert 

des polluants  du  sol  et/ou  des  plantes  aux  prédateurs  (Beeby,  1985 ;  Laskowski  

et  Hopkin, 1996b ; Scheifler et al., 2002a). 
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1. Matériel et méthodes :  

              Notre étude a été réalisée au  niveau du laboratoire de toxicologie cellulaire 

d’université Badji Mokhtar – ANNABA, sur 35 escargots Helix aspersa. Ces escargots utilisés 

au cours des expérimentations proviennent d’une population originaire d’une région  non 

polluée à Boumahra Ahmed  wilaya de Guelma (Nord-est de l’Algérie), et la situation 

géographique de la région de collecte des escargots est illustrée dans la figure (05). 

1.1.  Méthode d’échantillonnage : 

Collecte des échantillons : 

              La collecte  de l’escargot Helix aspersa  a été effectuée au mois d’octobre 2008 dans 

des jardins de la région de Boumahra Ahmed « GUELMA », de façon aléatoire. Les escargots 

collectés sont maintenus pendant  15 jours pour l’acclimatation aux conditions da 

laboratoire avant le  traitement.   

 

 

Figure 05 : localisation du  site d’échantillonnage à « Boumahra Ahmed »  

(Encarta 2008) 
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1.2. Matériel biologique : 

              Le matériel biologique utilisé dans notre travail est l’escargot petit gris : Helix 

aspersa   dont la position systématique est la suivante : (Bonnet  et Vrillon ,1990.) 

 

Règne : Animalia 

Embranchement : Mollucsa 

Classe : Gasteropoda 

Ordre : Stylommatophora 

Famille : Helicidae  

Genre : Helix 

Espèce : aspersa 

Sous-espèce : aspersa  

 

            Helix aspersa (petit-gris) : Les escargots utilisés dans nos travaux appartiennent à 

l'espèce Helix aspersa aspersa Müller (1774) , également  nommés Cantareus  aspersus  ou  

Cornu  aspersum  dans  la  nomenclature  récente,  (Barker,  2001 ), son nom vernaculaire est 

Petit gris. Ce sont des mollusques gastéropodes pulmonés terrestres stylommatophores 

(Figure 6 a.b). Le genre  Helix compte de nombreuses espèces européennes et 

méditerranéennes (avec une limite altitudinale située à 1000 m environ) mais l'espèce  

aspersa a colonisé les régions atlantiques et a été introduite hors de son aire de répartition 

européenne (Chevallier 1992; De Kerney et al., 1999).    

Leur  croissance en milieu naturel (de l'éclosion jusqu'à la maturité sexuelle) s'effectue par 

pallier (en fonction des alternances de périodes d'activité et des estivations/hibernations), 

généralement en 2 ans. La longévité de cette espèce en milieu naturel est de 6 à 7 ans, et le 

tableau (3) montre les phases de croissance d’Helix aspersa. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-esp%C3%83%C2%A8ce
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A                aa 

 

 

 

 

 

 

 

                                  a                                                                                                       b 

Tableau (03) : Description des 4 phases de croissance d'Helix aspersa (Gomot et Enée 

1980). 

 

 

 

 

  

 

Figure 6 : Helix aspersa aspersa adulte (Masse fraîche : 8-12 g ; Diamètre coquille : 30-40 

mm). a : photographie ; b : schéma de l’escargot sorti de sa coquille. Les pointillés rouges 

symbolisent la ligne de dissection séparant le pied des viscères (Daguzan, 1983). 
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2. Matériel chimique : 

2.1. Les rejets métalliques utilisés : 

              Les poussières métalliques utilisées dans notre étude ont été collectées au complexe 

sidérurgique d’El-Hadjar à Annaba ; une analyse chimique par absorption atomique a été 

réalisée pour déterminer la composition de ces poussières. Cette analyse a déterminé la 

présence de 07 métaux lourds (Klèche, 2002), dont le Cu, Zn, Pb, Cr, Ni, Mn, Fe, tableau  (04). 

Tableau (04) : Composition en ppm des poussières rejetées par l’aciérie électrique 1 (ACE 1)  

et  l’aciérie électrique 2 (ACE 2) du complexe sidérurgique d’El-Hadjar  durant l’année (2001-

2002), (Klèche, 2002). 

 

Echantillon Cu Zn Pb Cr Ni Mn Fe 

Poussières 

ACE1 

3,7 240 24 10 1,2 320 3000 

Poussières 

ACE 2 

7 480 62,4 12 1,3 540 3600 

Total 10,7 720 88,4 22 2,5 860 6600 

 

3. Conditions d’élevage : 

Les escargots utilisés dans notre expérimentation sont des adultes, leurs  poids moyen est      

(10 ± 0.35g).  

Les escargots sont élevés dans les conditions d’environnement optimales suivantes : 

Photopériodes 18h de lumière / 24h, température 20 ± 2° C, humidité relative 70-80 % 

(Gomot de vaufleury, 2000). 
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Les escargots sont répartis dans des boites de plastique transparentes  (23,5 × 16,5 × 10,5 

Cm) « 4071 ,37 Cm³ » avec couvercle perforé, et chaque boite  contient une  éponge humide 

pour maintenir le taux d’humidité, l’alimentation « farine de blé » est fournie dans des 

boites de  pétrie. Les boites de plastiques sont quotidiennement nettoyées l’après midi, et 

on renouvelant  l’alimentation quotidiennement.  

3.1. Mode de traitement : 

              Le traitement des animaux à été effectué par addition des concentrations 

croissantes de poussières métalliques dans l’alimentation. Nous avons retenu 4 

concentrations croissantes. 

Les escargots sont répartis en 5 lots de {7 escargots / lot.} (Tableau 05) 

Tableau (05) : Répartition des concentrations de poussières métalliques.  

 

Lots 
Nombre 

d’Escargots 

Concentration en µg poussière/ g 

d’aliment sec (farine de blé) 

T 07 0 

1 07 100 

2 07 500 

3 07 1000 

4 07 1500 

 

Le traitement  se déroule pendant deux  semaines  pour les 5 lots. 
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3.2. Dissection et prélèvement de l’hépatopancréas et le rein : 

Après deux (2) semaines les escargots sont pesés, mis à jeun pendant 48 h pour vider leur 

tube digestif, puis disséqués. 

Après la dissection l’hépatopancréas est prélevé, pesé et divisé en 6 fragments : 

�  Un échantillon  pour le dosage des métabolites (lipides, protéines, glucides). 

�  Un  échantillon  pour le dosage du  glutathion (GSH). 

� Un  échantillon  pour le dosage de la glutathion-s-transférase (GST). 

�  Un échantillon  pour le dosage de la catalase. 

�  Un échantillon  pour le dosage de malondialdehyde (MDA). 

 

 Un dernier échantillon conservé dans une solution de Bouin alcoolique pour l’étude  

histologique. 

Les mêmes étapes de dissection ont été suivi afin d’effectuer sur les reins, avec comme 

objectif les mêmes dosages effectués pour l’hépatopancréas, et la figure (07) montre la 

dissection des deux organes (hépatopancréas et rein).  

 

Figure 07 : La dissection de l’escargot  
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4. Paramètres étudiés :   

4.1. Paramètres physiologiques : Le poids   

Les escargots sont pesés individuellement avant le traitement et répartis en 5 lots de poids 

moyen de 10 ± 0,35 g. 

Le suivi  de poids durant notre  traitement se fait   le septième puis  quatorzième jour a la fin 

du traitement. Le poids moyen de chaque lot est calculé et comparé avec les poids initiaux 

mesurés avant traitement aux poussières métalliques. 

4.2. Paramètres biochimiques :     

 4.2.1  Dosage des métabolites : 

4.2.1.1.  Extraction des métabolites :  

 L’extraction des métabolites de l’hépatopancréas et du rein  ont  été réalisées selon le 

procédé de (Shibko et al., 1966), (Figure 08).  
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Figure 08: Principales étapes  d’extraction des métabolites : protéines, glucides, lipides  

(Shibko et al., 1966). 
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4.2.2.  Dosage des glucides totaux : 

              Le dosage des glucides totaux a été effectué selon  Duchateau et Florkin (1959). 

Cette méthode utilise l’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide 

sulfurique et    25 ml d’eau distillée) et une solution mère de glucose  (1g/L). 

La méthode consiste à additionner à une fraction aliquote de 100 µl de surnageant, 4 ml de 

réactif d’anthrone et après chauffage du mélange dans un bain marie (80°C pendant 10 min), 

une coloration verte se développe, dont l’intensité mesurée à une longueur d’onde de 620 

nm est proportionnelle à la concentration des glucides présente dans l’échantillon.  

 

4.2.3 Dosage des lipides totaux : 

              La concentration des lipides totaux a été estimée selon Glodsworthy et al (1972) 

utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0,38 g de vanilline, 55 ml d’eau distillée et 195 

ml d’acide orthophosphorique à 85 %). La solution mère des lipides est préparée en utilisant 

l’huile de table (Cevital) selon la procédure suivante : 25 mg d’huile de table pesée dans un 

tube eppendorf ; cette quantité est ensuite reprise dans 10 ml du mélange (éther / 

chloroforme) (1V/1V).  Après évaporation des prises aliquotes de 100 µl de surnagent II dans 

un bain à sec à 60°C, on additionne 1 ml d’acide sulfurique concentré (96 %), les tubes 

fermés sont agités et chauffés dans un bain à sec à 100 °C pendant 10 minutes. 

 Après refroidissement, on prélève 200 µl de chaque tube auxquels on ajoute 2,5 ml de 

réactif sulfophosphovanillinique et on agite. Après 30 minutes à l’obscurité, le complexe se 

colore en rose. La densité optique est lue dans un spectrophotomètre (Jenway 6300) à une 

longueur d’onde de 530 nm. 

4.2.4. Dosage des protéines totales : 

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui consiste à 

additionner à une fraction aliquote de 50 µl du surnageant ou de la gamme étalon, 200µl de 

réactif Bradford dans  750 µl d’eau distillée. La présence des protéines dans l’échantillon se 
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révèle par une coloration bleue. L’absorbance est lue au spectrophotomètre à une longueur 

d’onde de 595 nm. La gamme d’étalonnage est réalisée à partir de la solution de Bradford. 

4.3. Dosage du Glutathion (GSH): 

              Le glutathion est un tripeptide constitué d’acide glutamique, cystéine et de glucine. 

Le GSH est requis pour l’activité de plusieurs enzymes, il participe avec le glutathion 

réductase à l’établissement de ponts désulfures dans de nombreuses protéines et dans des 

hormones polypeptidiques et prend part au métabolisme des xénobiotiques. Il est aussi un 

substrat des glutathions peroxydases sélénodépendantes (GPx), et avoir présent dans la 

majorité des tissus. Il est intéressant de noter que le GSH peut chélater les ions Cu+ et ainsi 

limiter leur participation à la génération de radicaux libres par la réaction  de Fenton (Hanna 

et Mason, 1992).  

     Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory 

(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de l’acide 2-nitro 5-

mercapturique, résultant de la réduction de l’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB) 

par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré à une longueur d’onde de 412 nm. 

Le dosage s’effectue après homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution 

d’éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) à 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée]. 

Afin de protéger les groupements thiols du glutathion l’homogénat doit subir une 

déprotéinisation par l’acide sulfosalicylique (ASS) à 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau distillée] 

où 0,2 ml du ASS sont additionnés à 0,8 ml d’homogénat. Le mélange après agitation est 

plongé dans un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifugé à 1000 trs/mn pendant 5 mn. 

             Une aliquote de 500 µl du surnageant récupéré est ajoutée à 1 ml du tampon 

tris/EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de 

DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances 

s’effectue à une longueur d’onde de 412 nm après 5 minutes de repos pour la stabilisation 

de la couleur contre un blanc où les 500 µl du surnageant sont remplacés par 500 µl d’eau 

distillée en utilisant le spectrophotomètre de type  (JENWAY 6300). 
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Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :  

                                                  DO × 1 × 1,525 

                           Taux de GSH           =                                                                                                                              

(µM/mg de protéines)               13,1 × 0,8 × 0,5 × mg de protéine 

          

        Taux du GSH : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines  

                     (µM/mg de   protéines). 

Δ Do : différence de la densité optique obtenue après 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 l’homogénat utilisé dans la déproténisation : 0,8 ml  

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris/EDTA + 0,025 ml 

DTNB]. 

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg. 

4.4. Mesure de l’activité  glutathion-S-transférase (GST) : 

            La mesure de l’activité de la 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 dinitrobenzène) en présence d’un cofacteur le glutathion 

(GSH) et mesurée à une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotomètre visible/UV 

(JENWAY 6300).  

   Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6). 

L’homogénat est centrifugé à 14000 trs/mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré servira 

comme source d’enzyme. 
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     Le dosage consiste à faire réagir 200 µl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB   

(1 mM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon 

phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée pendant une  minute et 

chaque 15’ à une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 µl d’eau 

distillée remplaçant la quantité du surnageant. 

L’activité spécifique est déterminée d’après la formule suivante : 

                                            (∆∆∆∆ DO × Vt) 

                Activité GST (µmol /mn /mg prot )  =                                     

                                                                                        (9,6
 
 × d × Vs × mg de prot) 

Taux de GST : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines 

(µM/mn/mg de protéines). 

Δ DO : pente de la droite de régression obtenue après 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. 

           d : épaisseur de la cuve  

        mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg. 

4.5. Dosage du malondialdehyde (MDA) : 

              Le  malondialdehyde MDA, "messager  toxique secondaire" responsable de  la 

cytotoxicité  liée à  la lipoperoxydation, est le représentant le plus réactif et le plus abondant 

des aldéhydes produits in vivo par la décomposition des hydroperoxydes  lipidiques par les 

FAO (Cossu et al., 1997). Il représente un marqueur  important de  la  lipoperoxydation 
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membranaire qui est un des premiers mécanismes d'atteinte cellulaire par  les polluants 

(Ribera et al., 1991;  Klobucar et al., 1997).  

Le malondialdehyde (MDA) est dosé selon la méthode de Draper & Hadley (1990) basée sur 

la mesure colorimétrique de la réaction entre l’acide thiobarbiturique (TBA) et le 

malondialdehyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont l’intensité de la coloration est 

mesurée à une longueur d’onde de 532 nm. 

     Les fragments d’hépatopancréas et de rein  de H. aspersa sont broyés aux ultrasons 

dans 1 ml de tampon tris-HCl (50 mM, pH 7,5) [1,5137 g tris, 0,0730 g EDTA (acide éthylène 

diamine tétra-acétique), 42,78 g sucrose, 250 ml eau distillée]. Une fois l’homogénéisation 

réalisée, une centrifugation est effectuée pendant 10 mn à 10000 trs/mn et le surnageant 

récupéré servira au dosage du MDA. 

     Le dosage est réalisé avec 500 µl du surnagent additionnés de 2,5 ml de TCA [100 g 

TCA, 1000 ml eau distillée]. Après chauffage au bain marie à 100 °C pendant 15 mn et 

refroidissement dans de la glace, une centrifugation est effectuée à 10000 trs/mn pendant 

10 mn. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée à la quelle on ajoute 1 

ml de TBA [6,7 g TBA, 1000 ml eau distille]. Après un second chauffage (100 °C, 15 mn) et 

refroidissement, 1,5 ml de butanol sont rajoutés. Après agitation, une dernière 

centrifugation (10000 trs/mn, 10 mn) est réalisée et le surnageant constitué de 1 ml de 

butanol renfermant les complexes TBA/MDA est récupéré et une lecture des absorbances 

est effectuée à 532 nm contre un blanc où du tampon tris-HCl remplace le surnageant.  

Le taux du MDA est déterminé selon la formule suivante : 

  

                                                                                     Δ Do × Vt 

         Taux  de MDA   (µM/mg de protéines)  =                                                                                                                                     

)                                                                                  156   × Vs × mg de protéines 
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Taux du MDA : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (µM/mg de 

protéines). 

Δ Do : différence de la densité optique obtenue après 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. 

         mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg. 

 

4.6. Mesure de l’activité  Catalase (CAT) : 

              La catalase est l’enzyme antioxydante le plus couramment mesurées dans les 

recherches liées aux radicaux libres. La catalase est l’enzyme qui élimine le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). Le protocole le plus couramment utilisé est le plus direct (Aebi, 1984; 

Goth 1991a, b).  

Cette  enzyme intervienne dans la défense de la cellule contre le stress oxydatif en 

catalysant la dismutation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) toxique en eau et en oxygène 

(Regoli et Principato, 1995). 

                2 H2O2        2 H2O + O2 

L’activité catalase (CAT) est mesurée à  240 nm à l’aide d’un spectrophotomètre par la 

variation de la densité optique consécutive à la dismutation  du peroxyde  d’hydrogène 

(H2O2) ( ε = 40 M
-1

 cm 
-1

 ) en faisant réagir dans 100Mm de tampon phosphate pendant 1mn 

à pH 7,5 100 µl de H2O2 (500 mM ) sur 20 µl d’homogénat, à une température d’incubation 

de 25°C. Les résultats sont exprimés en µmol d’ H2O2 par minute et par mg de protéines.  
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  Tableau (06): Protocole utilisé pour le dosage de l’activité  Catalase 

 Essai  µl Blanc µl 

Tampon phosphate (100 mM ; pH 7,5) 780 800 

H2O2  ( 500 mM) 200 200 

Homogénat 20 0 

 

              L’activité de la CAT est plus sensible  décroît rapidement, après 15 secondes de délai 

durant 60 secondes de mesure. Le coefficient d’extinction est de 0,0040 m M
-1

. cm 
-1

  et 

l’activité CAT est calculée par la formule suivante :  

                                                            (∆∆∆∆ DO X 10) 

                              Activité CAT (µmol /mn /mg prot ) =                    

                                                                                             ( εεεε× L ×  0.05 × mg de prot )                             

 

Activité CAT : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines 

(µM/mn/mg de protéines). 

∆ DO : différences des absorbances pendant une minute   

ε: Facteur d’extinction  

L : Longueur de la cuve utilisée. 

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg. 
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5. Etude histologique : 

             Les échantillons sont fixés dans le liquide de Bouin alcoolique pendant 48h. Puis 

déshydratés dans l’éthanol 95°  au moins deux fois pour éliminer l’excès d’acide picrique. 

Après déshydratation, les pièces sont conservées dans du butanol. Après imprégnation dans 

la paraffine (3 bains de 24 h.) les pièces sont coupées (2µm) à l’aide d’un microtome Anglia 

scientific 0325, étalées avec l’eau gélatinée et séchées à l’étuve (37 °C) pendant au moins 48 

h. Les coupes sont par la suite déparaffinées avant d’être colorées à l’hemalun éosine 

(hématoxyline 1 g, iodate de sodium 0,2 g, chloral hydraté 150 g) qui permet  une coloration 

différentielle .après déshydratation dans les bains suivants : éthanol 95°, éthanol à 95° et du 

xylène pur et enfin du xylène pur. Les pièces sont montées à l’aide du baume de Canada 

(Martoja et Martoja, 1967). 

  Les observations des coupes sont effectuées  avec une photo microscope LEICA  DM 1000.   

 

6. Etude statistique   

              L’analyse statistique des données est effectuée par le test de student qui sert à 

comparer entre deux échantillons (Témoin et traité). Ce test est réalisé à l’aide d’un logiciel 

d’analyse des données: Minitab (Version 14.0) (Dagnelie, 1999). 
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1. Effets de  particules  métalliques sur l’évolution   du poids relatif des escargots : 

 

          La figure (09)  met en évidence  l’évolution de poids  relatif des escargots après deux 

semaines d’exposition aux  particules  métalliques. Ainsi l’exposition des escargots pendant 

une semaine ne semble avoir aucun effet sur le poids relatif des animaux et ce pour toutes 

les concentrations testées, avec une  prise moyenne de poids d’environ  0,05 g pour tous les  

traités. 

          Cependant après deux semaines de traitement, les variations du poids relatif   chez  les 

lots traités aux plus fortes concentrations (500, 1000 et 1500 µg /g) montrent  une nette 

diminution de l’ordre  de (0,12 g, et 0,41 g) par rapport au  poids initial  des escargots et les 

témoins.   

 
 
 
    

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 09 : Evolution des poids relatifs d’Helix aspersa traités par  différentes                                 

concentrations de particules  métalliques  en fonction du temps. 
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2. Effets de particules  métalliques sur l’évolution des  Paramètres biochimiques :  
  
2.1.  Évolution du taux de protéines totales au niveau de l’hépatopancréas : 
 
             La figure (10) montre l’effet des particules  métalliques  sur le taux de protéines 

totales au niveau de l’hépatopancréas d’Helix aspersa. Ainsi nous remarquons que le taux de 

protéines totales  tend à augmenter pour les plus fortes  concentrations (500, 1000 et 1500 

µg /g)  d’une manière hautement significative avec  (p=0,003 et p=0,006) respectivement. 

Cette augmentation est de l’ordre de 50% par rapport aux témoins.    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Effet du traitement par des concentrations croissantes de particules métalliques  

sur l’évolution du taux de protéines au niveau de l’hépatopancréas d’Helix aspersa. 
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2.2.  Évolution de taux de protéines totales au niveau du rein: 
 
           La figure (11) illustre l’évolution du taux de protéines totales au niveau du rein. 

Nous ne constatons aucune différence significative entre le taux de protéines totales des 

témoins et les traités par les différentes concentrations  de particules métalliques puisque ce 

taux est stable et il est  de l’ordre de 3,5 µg/mg.PF aussi bien chez les témoins que chez les 

traités. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux de protéines totales au niveau du rein d’Helix aspersa. 
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2. 3. Évolution du taux des lipides  totaux  au niveau de l’hépatopancréas : 
  
             La figure (12) illustre les variations du taux de lipides totaux au niveau de 

l’hépatopancréas. Nous constatons que chez les animaux traités avec différentes 

concentrations de  xénobiotiques, le taux de lipides diminue d’une manière dose-

dépendante. Ainsi l’analyse statistique révèle une différence significative entre le taux des 

lipides chez  les traités par les concentrations 100 et 1000 µg/g et  les  témoins  avec P=0,016 

et p=0,015 respectivement, la différence est aussi hautement  significative chez les escargots 

traités par la concentration 500 µg/g  et très hautement significative pour les traités par la  

concentration 1500 µg/g avec (p=0,000) toujours par rapport aux témoins.     

  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules métalliques  

sur l’évolution du taux des lipides totaux au niveau de l’hépatopancréas d’Helix aspersa. 
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2. 4.  Évolution du taux des lipides  totaux  au niveau du rein: 
  
             La  figure (13) montre l’évolution du taux des lipides totaux au niveau du rein, chez 

les escargots traités avec  des concentrations croissantes de particules métalliques.  Nous 

constatons que ce taux de lipides tend à diminuer  d’une manière dose-dépendante chez 

tous lots traités.  

            L’analyse statistique révèle une différence   significative entre le lot traité par la 

concentration 100 µg/g avec (p=0,012) et le témoin, notons aussi  une différence très 

hautement significative chez  les traités par les plus fortes concentrations (500, 1000) et 

1500 µg/g) avec (P=0,000), par rapport aux témoins.  

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure13 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux des lipides totaux au niveau du rein d’Helix aspersa. 
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2. 5.  Évolution du taux   de glucides  totaux  au niveau de l’hépatopancréas : 
 
            La figure (14) illustre les variations du taux de glucides totaux au niveau de 

l’hépatopancréas des escargots traités avec des concentrations croissantes de particules 

métalliques. On remarque que le taux de glucides chez les escargots traités par la 

concentration (100 et 500 µg/g) est stable par rapport aux témoins. Cependant le taux de 

glucides  diminue significativement d’une manière dose – dépendante  chez les traités par 

les fortes concentrations (1000 et 1500 µg/g),  avec (P=0,012) et ce par rapport aux témoins.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules 

métalliques  sur l’évolution du taux de glucides totaux  au niveau de l’hépatopancréas 

d’Helix aspersa. 
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2. 6.  Évolution du taux de  glucides  totaux  au niveau du  rein : 
 
          La figure (15) illustre les variations  du taux de glucides au niveau du rein, chez les 

escargots traités avec des concentrations croissantes  de particules métalliques. Ainsi nous 

constatons que le taux de glucides totaux diminue d’une manière dose – dépendante chez 

les traités. L’analyse statistique révèle une différence significative entre  les traités par la 

concentration 100 µg/g par rapport aux témoins  avec (P=0,011) et une différence 

hautement  significative  entre le taux de glucides chez les témoins et les traités par les  

concentrations  (500, 1000 et 1500 µg/g).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux de glucides totaux au niveau du rein d’Helix aspersa. 
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3. EFFETS DE PARTICULES  METALLIQUES SUR LES 
 
3. 1. Évolution de l’activité Catalase 
 
        La figure (16) montre l’évolution 

des escargots traités par les concentrations croissantes de 

résultats ainsi obtenus révèle

statistiquement révèlent  un

traités par rapport aux témoin

 

 

 

 

 

   

 

Figure 16 : Effet du traitement par des 

métalliques  sur l’évolution
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100 µg 500 µg 1000 µg
Concentrations  (µg/g  d'aliment) 

METALLIQUES SUR LES BIOMARQUEURS : 

atalase (CAT) au niveau de l’hépatopancréas

’évolution de l’activité  catalase au niveau de 

traités par les concentrations croissantes de particules

révèlent une augmentation dose-dépendante

une différence très hautement significative entre

témoins avec (p=0,000).   

 

 

du traitement par des concentrations croissantes  de

l’évolution de l’activité catalase  au niveau de l’hépatopancréas 

d’Helix aspersa. 

 

                            Résultats  

1500 µg

’hépatopancréas: 

au niveau de  l’hépatopancréas 

particules métalliques, les 

dépendante. L’analyse 

entre tous les lots 

concentrations croissantes  de particules  

’hépatopancréas    
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3. 2. Évolution de l’activité Catalase 
 
             La figure (17) met en évidence l’effet des rejets métalliques sur l’activité 

niveau du  rein, l’activité catalase semble

par la concentration  100 µg /g

cette activité enzymatique  est 

de l’ordre de 0,07µM/min/mg de protéines 

µM/min/mg de protéines  pour les témoins.  La

témoin est significative à hautement significative 

 

 

 

 

  

Figure 17 : Effet du traitement par des 

métalliques  sur l’évolution de 
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atalase (CAT) au niveau du rein: 

) met en évidence l’effet des rejets métalliques sur l’activité 

catalase semble équivalente  entre les  lots témoin

/g, alors que chez  les  lots traités par les fortes concentrations 

est deux fois plus élevée que chez les témoins

/min/mg de protéines  pour les traités avec 500

pour les témoins.  La différence entre les lots traités et le lot 

témoin est significative à hautement significative   avec p=0,041 et p=0,006

 

 

du traitement par des concentrations croissantes  de

l’évolution de l’activité catalases  au niveau du rein d’

 

 

 

 

 

 

100 µg 500 µg 1000 µg
Concentrations (µg/g d'aliment)

                            Résultats  

) met en évidence l’effet des rejets métalliques sur l’activité CAT au 

témoins et les   traités 

lots traités par les fortes concentrations  

deux fois plus élevée que chez les témoins, en effet elle est 

pour les traités avec 500 µg/g et de 0,03 

entre les lots traités et le lot 

et p=0,006. 

 

concentrations croissantes  de particules  

d’Helix aspersa. 

1500 µg
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3. 3. Évolution du taux de glutathion (GSH) au niveau de l’hépatopancréas : 
 
            La figure (18) illustre l’évolution du taux de GSH au niveau de l’hépatopancréas  chez 

Helix aspersa en réponse à un traitement avec des concentrations croissantes de particules 

métalliques.  Nous constatons que chez les traités, le taux de GSH tend à diminuer d’une 

manière dose dépendante. En effet le taux de GSH chez les témoins est de 3,40 µM/mg de 

protéines,  alors que chez les traités à la plus forte concentration par exemple le taux de GSH 

est de l’ordre de 2,10 µM/mg de protéines. L’étude statistique met en évidence   différence 

significative entre les lots traités avec  500 µg /g soit (p=0,008) par rapport aux  témoins et 

une différence très hautement significative entre les traités par les concentrations  1000 et 

1500 µg /g et les témoins avec (p=0,000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux de GSH  au niveau de l’hépatopancréas 

 d’Helix aspersa. 
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3. 4. Évolution du taux de glutathion (GSH) au niveau du rein : 
 
            La figure (19) met en évidence l’évolution du taux de GSH au niveau du rein chez Helix 

aspersa traités avec des concentrations croissantes de particules métalliques. Nos résultats 

révèlent une légère déplétion du taux de GSH chez les escargots traités par rapport aux 

témoins. En effet pour les lots traités avec la plus forte concentration de particules 

métalliques 1500 µg/g le taux de GSH est d’environ 1,2 µM/mg de protéines, alors que pour 

les lots témoins ce taux est d’environ 1,5 µM/mg de protéines.  

L’analyse statistique révèle une différence significative entre le taux de GSH chez les témoins 

par rapport aux  escargots traités par la concentration 1000 µg /g  avec (p=0,049). 

      

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux de GSH  au niveau du rein d’Helix aspersa. 
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3. 5. Évolution de l’activité  Glutathion -S- Transférase (GST) au niveau d’hépatopancréas: 

 

            D’après la figure (20) nous constatons que le traitement des escargots par des 

concentrations croissantes de particules métalliques provoque une augmentation dose 

dépendante de l’activité  GST par rapport aux lots témoins. Ainsi pour la plus concentration 

de particules métalliques  l’activité  GST est de l’ordre de 3,5 µM/min/mg de protéines, alors 

que pour la plus faible concentration de particules métalliques l’activité  est de l’ordre de 1,2 

µM/min/mg de protéines, comparativement aux témoins ou l’activité GST que ne dépasse 

pas 0,5 µM/min/mg de protéines. L’analyse statistique révèle une différence significative 

entre les témoins et les traités par les concentrations  100 µg/g, soit  (p=0,019) et 500 µg/g, 

soit (p=0,040) et très hautement significative (p=0,000) pour les escargots traités par 1000 et 

1500 µg/g par rapport aux témoins. 

           

 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution de l’activité GST  au niveau de l’hépatopancréas  

d’Helix aspersa. 
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3. 6. Évolution de l’activité  Glutathion -S- Transférase (GST) au niveau du rein: 
 
             La figure (21)  illustre l’évolution l’activité  GST au niveau du rein chez les escargots 

traités avec des concentrations croissantes de particules métalliques. Nos résultats  mettent 

en évidence une augmentation progressive et dose dépendante de l’activité  GST chez les 

lots traités par rapport aux témoins. Ainsi chez les lots traités avec la plus forte 

concentration de xénobiotiques, l’activité GST est de l’ordre de 0,12 µM /min/mg de 

protéines, alors que chez les témoins l’activité ne dépasse pas 0,08 µM/min/mg de 

protéines. 

L’analyse statistique met en évidence une différence   significative à très hautement 

significative entre les témoins et les traités  avec respectivement p=0,011,  p=0,012,  p=0,014 

et   p=0,000.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution de l’activité GST  au niveau du rein d’Helix aspersa. 

 

 

 

*** * 

* * 



Chapitre 3                                                                                                         Résultats  

 

 45 

 
3.7. Évolution du taux de malondialdehyde (MDA) au niveau de l’hépatopancréas : 
 
            La figure (22) illustre l’évolution le taux de MDA au niveau de l’hépatopancréas, ce 

taux tend à augmenter de façon  dose- dépendante en  réponse à  la  toxicité  des particules 

métalliques et ce par rapport aux témoins. L’étude statistique met en évidence une   

différence significative à hautement significative entre les lots  témoins et les lots traités 

avec p=0,022, p=0,002 et p=0,003.  

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

       
 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux de MDA  au niveau de l’hépatopancréas  

d’Helix aspersa. 
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3.8. Évolution du taux de malondialdehyde MDA au niveau du rein : 
 
            La figure (23) illustre l’évolution le taux de MDA au niveau du rein chez Helix aspersa 

traités avec des concentrations croissantes de particules métalliques. Nous  constatons une 

augmentation progressive et dose-dépendante du taux de MDA  chez les  escargots traités 

par rapport aux témoins. L’analyse statistique met en évidence une différence significative à 

hautement significative et évidement très hautement significative par rapport aux témoins 

avec p=0,015, p=0,025, p=0,004 et p=0,000.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Effet du traitement par des concentrations croissantes  de particules  

métalliques  sur l’évolution du taux de MDA  au niveau du rein d’Helix aspersa. 
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4. Etude histologique :    

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : coupes histologiques de l’hépatopancréas des escargots témoins (A) et des 

traités par les concentrations 1000 µg/g (B), et 1500 µg/g(C), (G × 40). 

CD : Cellule digestive, CE : Cellule excrétrice, CC : Cellule à Calcium, L : Lumière de l’acini 
 

          Débris cellulaire,                    Nécrose , (CV) congestion vasculaire. 

 L : Lumière de l’acini             Hypertrophie cellulaire  
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4.1. Examen des coupes histologiques au niveau de l’hépatopancréas : 

 

            La figure (24), montre des coupes histologiques effectuées au niveau de 

l’hépatopancréas, témoin et  traités. 

 

            L’hépatopancréas normal des escargots témoins (Fig 24.A)  est constitué d’un 

épithélium digestif constitué  des lobules  formant un ensemble d’acini maintenus cohérents 

par un tissu conjonctif.  L’épithélium renferment trois types de cellules et chaque cellule 

présente les constituants essentiels (noyau et membrane) : les cellules digestives CD (les plus 

abondantes), les cellules excrétrices CE, et les cellules à  calcium CC. 

           

           Cependant chez les lots traités cette structure cellulaire présente des altérations 

visibles  se manifestant par une congestion vasculaire(CV), des acinis présentant une lumière 

élargie ainsi des structures cellulaires nécrosées particulièrement à la concentration 1000 

µg/g   (Fig 24 .B) 

 

           L’observation microscopique des tissus des traités avec la concentration 1500 µg/g 

(Fig 24.C)   illustre une destruction du parenchyme de l’acini, la lumière irrégulière avec des 

débris cellulaires, ainsi qu’une  forte congestion (couleur rouge foncé), la disparition des 

cellules digestives et une diminution de l’épaisseur de l'épithélium confirme le 

phénomène de nécrose. 
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 Figure 25: coupes histologiques au niveau du rein des escargots témoins (A) et des 

traités par les concentrations 1000 µg /g (B), et 1500 µg/g(C), (G × 40). 

CB : cellules à bâtonnet, CC : cellules ciliées. 

          Débris cellulaire,                   Nécrose 

 L : Lumière de l’acini             Hypertrophie cellulaire  
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4.2. Examen des coupes histologiques au niveau du rein : 

 

            La figure (25), montre des coupes histologiques effectuées au niveau des reins d’Helix 

aspersa, témoins et  traités. 

            Le rein  des escargots témoins (Fig 25. A)  est constitué d’un épithélium excréteur 

tapissé de lamelles rénales, lamelles conjonctives creuses, de sinus sanguin et  de fibres 

musculaires lisses, constituées en cellules prismatiques avec une bordure en brosse.  

L’épithélium renferme un seul type de cellules excrétrices  présentant un noyau et une 

membrane granulaire, ces cellules excrétrices sont subdivisées  en cellules  à bâtonnet   et  

ciliées. 

 

              Les manifestations histologiques induites par la présence des particules métalliques 

(Fig 25.B) se traduisent  par une hypertrophie des épithéliums, une nécrose  avec une 

lumière irrégulière encombrée par des débris cellulaires. 

 

              Parallèlement l’examen histologique des traités par la concentration 1500 µg /g      

(Fig 25.C) illustre la disparition des membranes des cellules excrétrices suite à leur 

destruction  et la prolifération du tissu conjonctif avec une hypertrophie.  
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Discussion Générale 

            Les bioindicateurs de pollution environnementale, ont  fait l’objet des nombreux 

travaux chez les gastéropodes particulièrement. Ainsi ces espèces sont sensibles aux 

variations physicochimiques de leur milieu, notamment la température, (Bride et al., 1993), 

les fréquences électromagnétiques (Regoli et al., 2005) et à toute forme de pollution urbaine 

(Resal et al., 2006), mais ils sont également sensibles vis-à-vis   des xénobiotiques variés  tels 

que les hydrocarbures (Ismart et al., 2002) ou encore les éléments traces métalliques (Manzl 

et al., 2004). Plusieurs  études  récentes  suggèrent  que  certains  aspects  de  la  toxicité  

des ETM,  en particulier les effets chroniques et sublétaux, dépendent plus de la vitesse à 

laquelle un ETM entre dans  l’organisme que des concentrations  internes  (Rainbow, 2002 ; 

van Straalen et al., 2005 ;  Rainbow,  2006).          

           Toutes les études  sur les bioindicateurs, convergent vers l’idée que les espèces Helix 

sont d’excellents modèles biologiques pour toutes les études toxicologiques et pour  la 

compréhension des mécanismes d’action des xénobiotiques in situ. 

                                C’est dans ce contexte que se situe notre travail. 

           Dans un premier temps  nous nous sommes intéressés à l’effet des poussières  

métalliques (rejetées dans l’atmosphère par les aciérées 1 et 2  du complexe sidérurgique) 

sur l’évolution du poids des escargots. En effet La modification du comportement ainsi que 

la diminution des taux de survie, de croissance et de reproduction peuvent conduire à une 

modification de la dynamique d’une  population, voire à la disparition de l’espèce dans 

l’habitat pollué (Caswell, 2001). Ainsi dans notre travail, l’exposition des escargots à des 

concentrations croissantes de poussières métalliques en fonction du temps  a mis en 

évidence une diminution importante du poids relatif des escargots  traités particulièrement  

à la plus forte concentration de poussières,   selon Hames et hopkin, (1989) ceci pourrait 

être dû à la variation des sécrétions d’enzymes digestives. Par ailleurs  Hopkin et al  (1995) et  

Bibic et al (1997) stipulent que dans un environnement pollué, l’animal se met  dans un état  

de jeûn prolongé  pour éviter la nourriture  souillée, hypothèse confirmée par Notton et al 
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(2006) ou encore Gimbert et al (2008) sur la croissance des juvéniles d’Helix aspersa  et tout 

récemment  Hispard (2008) et Atailia (2009) sur la même espèce.      

                L’ équilibre  entre  absorption  et  élimination  est étroitement associé aux effets  

toxiques des ETM difficilement  ou  lentement  régulés  (Peijnenburg  et  al.,  1997). Si  cet  

équilibre  est modifié par une augmentation du flux d’absorption (lié à une modification de 

l’exposition), l’excès d’ETM libres dans l’organisme est susceptible d’engendrer une 

perturbation des processus physiologiques (Rainbow, 2006). Aussi avons-nous jugé 

nécessaire de nous intéresser aux mécanismes de détoxications mis en jeu par Helix aspersa 

durant cette étude.  

               Deux principaux  types de structures de détoxication et de stockage ont été 

identifiés  chez  les  escargots : les métallothionéines  (MTs)  et  les  granules. Chabicovsky  

(2003) a démontré l’induction de Cd-MTs dans le cytoplasme des cellules à Calcium. Les MTs  

constituent  une  superfamille  de  métalloprotéines  de faible  poids moléculaire,  riches  en  

cystéine  et  responsables  à  la  fois  de  la  protection  des cellules  contre  les ETM  toxiques  

tels  le Cd  ou  le mercure  (Dallinger  et  al.,  2004)  et  de  la régulation homéostatique 

d’ETM  essentiels  comme  le Zn ou  le Cu  (Dallinger, 1993), d’un autre côté  l’induction des 

gènes HSPs est également rapportée chez quelques invertébrés, y compris les mollusques, Il 

a été prouvé que divers facteurs, tels que le choc thermique  ou l'exposition aux ETM, 

activaient  les gènes Hsp70 chez  Mytilis galloprovincialis (Franzellitti et Fabbri, 2005), 

(Kourtidis et al., 2006), et récemment chez l’escargot Achatina fulica  (Martynova et al ., 

2007). Cette double compétence « MTs, HSPs » probablement présente chez Helix aspersa, 

pourrait expliquer en partie  l’induction et l’augmentation  du taux protéines totales au 

niveau de l’hépatopancréas et du rein  en présence de particules métalliques. Ainsi nos 

résultats  abondent dans le même sens que les travaux précédemment cités et confirment 

donc une augmentation du taux de protéines totales chez les escargots traités aux 

poussières métalliques puisque les MTs font partis de ce pool de protéines. 

            Concernent l’effet des particules métalliques sur la variation du taux de lipides totaux 

et de MDA, ainsi,  selon Aurousseau (2002), les  radicaux libres oxygénés sont à l’origine 

d’une  dégradation des lipides, à travers  la  β oxydation. De plus les ETM comme le Cuivre et 

le Fer ont été largement utilisés comme des agents initiateurs de l’oxydation des lipides 
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(Nzengue, 2008). Ces résultats vont dans le même sens que ceux de Padjama et Rao (1994) 

qui ont mis en évidence une diminution des taux des lipides chez l’escargot d’eau douce  

Bellamya dissimilis  exposé aux pesticides. Le taux de lipides peut être également  affecté par 

le mode de nutrition de l’escargot qui est semis  herbivore dans les écosystèmes terrestre 

(Beeby, 1985). Parallèlement à cette perturbation lipidique, les  radicaux  libres  produits  

entraînent  également  des  désordres  structuraux  et  fonctionnels dans  la  cellule. 

L’attaque  radicalaire des membranes provoque des perturbations  de  la perméabilité 

membranaire  liées  à  la  formation  de  peroxydes  lipidiques  (Lawton  et  Donaldson, 

1991), tous les composants peuvent être touchés : lipides, protéines et  donc  la membrane  

dans son ensemble (Radi et al.,1991 ; Halliwell et Chirico, 1993), touchant aussi  l’ADN et 

provoquant des pathologies  (Curtin et al., 2002; Gutteridge, 1992). Witt (1992), Huang et 

Fwu (1993) et Schelling et al (1995) stipulent que les effets spécifiques d’une attaque 

radicalaire se manifestent  à l’échelle cellulaire par une peroxydation  lipidique  induisant  

des perturbations prononcées du fonctionnement cellulaire (Halliwell et Chirico ,1993). Le 

taux du  MDA est considéré comme un biomarqueur spécifique (Del Rio  et al., 2005;  Box et 

al., 2007; Nesto et al., 2007). Nos résultats sont en accord avec ceux cités précédemment 

avec  en l’occurrence une diminution du taux de lipides accompagnée par une augmentation 

du taux de MDA. Nos résultats mettent en évidence une  diminution significative  du taux de 

lipide d’une manière dose-dépendante  au niveau  des deux organes testés (hépatopancréas 

et rein), parallèlement nous avons noté une augmentation du taux de MDA, indiquant ainsi 

un processus de peroxydation lipidique enclenché en présence de particules métalliques.  

             Notre hypothèse est basée sur la production et l’augmentation hautement 

significative du taux MDA dans l’hépatopancréas et le rein d’Helix aspersa, pouvant être liée 

à la peroxydation lipidique des membranes  en présence de particules métalliques, cette 

hypothèse est en accord avec les travaux de  Ercal et al (2001) et de Tweeddale et al (2007). 

Les métaux comme le cuivre et le fer ont été largement utilisés comme des agents initiateurs 

de l’oxydation des lipides par l’intermédiaire de la réaction de Fenton. En effet, Klobucar  et  

al (1997) ont mis en évidence la production de MDA chez le gastéropode pulmoné  

Planorbarius corneus exposé au PCP. Un  taux  en MDA  élevé  a  été  observé  chez  des  

poissons  ou  des moules après exposition au paraquat, au Cu ou au Hg (Bano et Hasan, 

1989) et à des sédiments contaminés  par diverses substances dont des hydrocarbures       
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(Di Giulio et al., 1993 ; Livingstone et al., 1993), selon Chandran et al  (2005)  les taux du 

MDA sont  supérieurs dans l’hépatopancréas et le rein d’Achatina fulica lorsqu’ il est exposé 

à des concentrations élevées  de Cadmium et de  Zinc. D'ailleurs, la peroxydation des lipides 

peut être stimulée non seulement par de divers cations inorganiques (Viarengo et al., 1990 ; 

Geret et al., 2002) mais également par les produits chimiques organiques (Livingstone et al., 

2000 ; Shaw et al., 2004). 

           En revanche, Salama et al (2005) ont montré que les pesticides n’affectaient  pas le 

taux du MDA chez l’escargot Helix aspersa. De plus les études in vivo réalisées sur les 

bivalves dulcicoles Corbicula sp  exposés  à  des  solutions enrichies en Uranium et en Plomb 

ont montré que  le taux de MDA  était inférieure à celui  des  témoins  (Labrot  et  al.,  1996). 

Cependant, d'un point de vue  toxicologique,  le MDA est un marqueur  peu  spécifique  

puisque  sa  production  peut  résulter  de stress  variés  en  dehors  de  toute  contamination  

du  milieu  en plus   de  l'exposition  à  divers  types  de  polluants,  métalliques  et 

organiques  (Mora,  1998).  

           D’un autre coté et toujours dans le même ordre d’idée, EL-Wakil et Radwan (1991) 

suggèrent  que l'épuisement du taux de glycogène dans les tissus de l'escargot d’eau douce 

Bellamya dissimilis, exposés à des pesticides  (l'endosulfane, parathion, quinalphos et Nuvan 

méthyliques) serait  dû à l'utilisation directe du glycogène pour la régénération d'énergie, ou 

suite à une l'hypoxie induite par les pesticides. Les glucides sont les sources d'énergie 

primaires et immédiates, en état d'effort des réserves glucidiques sont épuisées pour 

satisfaire des demandes énergétiques accrues. Cette diminution est due à l’oxydation des 

glucides en présence des ions métalliques conduisant à la libération d’aldéhydes et du 

peroxyde d’hydrogène (Nzengue,  2008). D’après Carefoot et al (1993), le taux du glucose 

diminue lorsque l’on soumet l’escargot Abalone à un stress chimique. Par ailleurs, selon 

Canesi et al (1998),  les ETM sont susceptibles d’inhiber l’hexokinase de la glande digestive 

de la moule Mytilus galloprovincialis. Dans notre travail nous avons noté que le taux des 

glucides diminue d’une manière dose-dépendante en présence de poussière métalliques au 

niveau des deux organes choisis (hépatopancréas et rein), ces résultats sont en accord avec 

ceux cités ci-dessus et témoignent d’une perturbation du métabolisme glucidique sous 

l’effet d’un stress métallique comme l’indiquent les travaux de Nzengue (2008),  le dosage 
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du taux d’aldéhyde ou de peroxyde d’Hydrogène  en cours de réalisation pourrait confirmer 

cette hypothèse.             

            Dans la seconde partie de notre travail nous nous sommes intéressés à la réponse 

enzymatique de l’organisme chez Helix aspersa  face au stress métallique auquel nous 

l’avons soumis. Nous avons ciblé un certain nombre d’activités enzymatiques  pouvant être 

modifiées et /ou perturbées lors d’une toxicité. 

           Ainsi, les enzymes antioxydantes permettent de protéger les cellules contre les 

radicaux libres produits de manière physiologique au cours du métabolisme cellulaire 

normal. La catalase et la GPx appartiennent au mécanisme de défense primaire  contre les 

espèces réactives de l’oxygène « ERO » en catalysant la conversion du peroxyde d’hydrogène 

H2O2 en H2O (Chance et al., 1979 ; Franco et al., 1999), de plus, selon Manzl et al (2004)             

les cellules de l’hépatopancréas d’Helix pomatia  sont  capables d’augmenter la formation 

des espèces réactives de l'oxygène quand elles sont exposées à des concentrations élevées 

de Cu  (100 µM). 

              Dans notre travail, l’activité catalase au niveau de l’hépatopancréas  et le rein tend a 

augmenter de façon dose-dépendante chez tous les lots traités, ce résultat est en accord 

avec ceux de  Stohs  et  Bagchi  (1995) et  Cossu  et  al  (1997) qui montrent que la 

production de peroxyde d’hydrogène  est  induite par  la présence de composés exogènes à  

l’organisme comme les  métaux .    

            L’activité CAT chez les invertébrés varie selon le mode d’exposition, les espèces et au 

sein  même de l’organisme. Toujours, selon Regoli et al (2006) les polluants dégagés par les 

véhicules induisent une  augmentation  de l’activité  CAT  au niveau de   la glande digestive 

d’Helix aspersa , chez la même espèce elle ne change pas  lorsqu’elles sont  exposées aux 

champs électromagnétiques (Regoli et al., 2005), alors que  les variations saisonnières 

peuvent affecter la catalase (Ramos-Vasconcelos et al., 2005). En revanche  Chandran et al 

(2005)  montrent que l’activité catalase est inhibée  en présence  de Cadmium et de  Zinc 

chez l’escargot Achatina fulica et ce au niveau des  deux organes cibles « hépatopancréas et 

rein ». Ainsi au niveau de l’hépatopancréas  d’Helix aspersa l’inhibition de l’activité catalase 

est de l’ordre de   76 %  en présence d’ions métalliques( Ramos-Vasconceloset et al.,2006).  
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            Le GSH, est le thiol cellulaire le plus abondant, il est impliqué dans des processus 

métaboliques et de transport et dans la protection des cellules contre les effets toxiques 

d'une série de composés endogènes et exogènes, y compris des espèces réactives de 

l'oxygène et les ETM (Meister et Anderson, 1983 ; Sies et Ketterer, 1988 ; Taniguchi et al., 

1989). Les fonctions du GSH sont principalement dues à son caractère nucléophile. En effet, 

sa  conjugaison  aux  composés  électrophiles  rend  ceux-ci  plus  hydrosolubles  et  donc  

plus facilement transportables donc excrétables de la cellule. De cette façon, il est  impliqué 

dans de nombreuses  fonctions physiologiques, et joue notamment un  rôle central dans  la 

défense cellulaire contre le stress oxydant et les xénobiotiques (Choi et al., 1997). 

            Les GSTs  sont une grande  famille d’isoenzymes, faisant partie de  la  classe II des 

enzymes de détoxication (Lukkari et al., 2004 ; Kim et al., 2009). En  effet,  elles  catalysent  

la  conjugaison du GSH  aux  composés électrophiles  cytotoxiques. Les composés ainsi 

conjugués au GSH sont souvent moins  toxiques, plus hydrosolubles et peuvent ensuite être 

expulsés plus facilement de la cellule (Salinas et Wong, 1999). 

           Dans notre travail nous avons  montré que  l’effet  des particules métalliques sur 

l'escargot Helix aspersa provoquent une diminution du taux de GSH au niveau de  

l’hépatopancréas, et le rein, de manière dose-dépendante. Cette  déplétion  peut  être 

expliquée  par la  liaison  directe  du    glutathion  au métal, comme le stipule Barillet  (2007) 

les  ETM sont caractérisés par leur  forte  affinité  vis-à-vis  des    groupements  thiols  et  

forment  des  complexes  avec  ces  entités chimiques (Viarengo et Nott, 1993 ; Viarengo, 

1994), la synthèse de GSH en présence de Cadmium serait un mécanisme de protection dans 

lequel le métal se fixe aux groupements thiols du GSH, prévenant ainsi les dommages 

cellulaires (Hatcher et al., 1995; Shukla et al., 2000). En  effet,  grâce  à  la  fonction  thiol  de  

sa cystéine, il agit comme un tampon "antioxydant" et pendant ce cycle, le GSH est oxydé en 

glutathion disulfide (GSSG), qui est réduit rapidement à son tour en GSH par l’action de la 

glutathion  réductase  en  présence  de NADPH  (Filomeni et al.,  2002) maintenant  ainsi  la 

proportion GSH /GSSG à 99 %. 

            La mise en place des mécanismes de détoxication des ETM suggère  la mobilisation de 

GSH par la GST ce qui représente probablement la voie principale de  la diminution  du taux 

de glutathion dans les tissus de moules exposées au Cu (Canesi et al., 1999). Plusieurs études 
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ont mis en évidence  une  diminution du GSH  en réponse à la toxicité  des Cadmium et Zinc 

chez l’escargot Achatina fulica (Chandran et al., 2005), ou encore en réponse à l’effet 

électromagnétique sur Helix aspersa (Regoli et al., 2005). Conjointement  à la diminution de 

GSH dans  l’hépatopancréas et le rein d’Helix aspersa nos résultats révèlent une 

augmentation progressive de l’activité GST chez  tous les escargots traités par les poussières 

métalliques. Les travaux  de Hamed et al (2006)  mettent en évidence  une augmentation 

l’activité  GST  chez  Biomphlaria alexandrina suite à un traitement par le principe actif de la 

plante toxique l’Agave attenuata. L’activité de GST est multipliée (3.4 et 4.2) au niveau des  

tissus de la glande digestive de la moule Laternula elliptica respectivement  (Park et al., 

2008). 

             La GST joue  un rôle primordial dans le mécanisme de  détoxication des espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) et la régulation  de l'équilibre redox (Konings et Penninga, 1985 

; Siritantikorn et al., 2007), cette enzyme peut être  affectée par des facteurs biotiques et 

abiotiques, elle est définie comme un  biomaqueur  de contamination par les  ETM (Cantu-

Medellı  et al., 2009), et les hydrocarbures aromatiques (Pennec et Pennec, 2003). La mise 

en place de mécanismes de détoxication nécessite la présence de la GST pour neutraliser les 

effets toxiques des ETM, nos observations viennent appuyer nos résultats. 

             

             Afin de mieux étayer les mécanismes biochimiques mis en jeux lors d’un stress aux 

métaux chez Helix aspersa, nous avons jugé utile d’effectuer  une recherche des 

perturbations tissulaires au niveau des deux organes  cibles (hépatopancréas et rein).   

                 Les travaux de Marigomez et al  (1996) et (1998) et Zaldibar et al (2007a), ont mis en 

évidence chez les lingots terrestres soumis à un stress chimique (métallique ou autre) un 

nombre relatif élevé des cellules à calcium et une hypertrophie  des espaces intercellulaires 

au niveau de la glande digestive. Notre étude histologique  permet de situer les atteintes 

tissulaires de l’hépatopancréas et du rein d’Helix aspersa en réponse à la toxicité des 

particules métalliques qui pourraient se traduire par des changements structurels  visibles  

chez lots traités par  les fortes concentrations. De plus  l’examen histologique, a mis en 

évidence une  dilatation des espaces hemolymphatiques entre les tubules, une 
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dégénérescence cellulaire, avec une lumière  plus élargies, la nécrose cellulaire, avec une 

atrophie du tissu conjonctif de la glande digestive, et une desquamation des cellules 

épithéliales, accompagnée d’une hypertrophie des cellules à calcium, Ces résultats vont dans le 

même sens que ceux cités précédemment.  

            Par ailleurs  les ETM détériorent la dynamique de cellules et endommagent leurs 

membranes. De se fait, l'échange intercellulaire et la fluidité sont  perturbées. En 

conséquence, la diffusion des ETM augmente dans les cellules causant ainsi une  nécrose 

cellulaire  (Yager et Harry, 1963). 

           D’autre part, les coupes au niveau du rein d’Helix aspersa traités avec des 

concentrations croissantes de particules métalliques, mettent en évidence une  hyperplasie 

de l'épithélium dés les plus faibles concentrations, des cellules nécrosées  et une 

prolifération étendue des cellules excrétoires, ces résultats   sont en accord avec ceux de 

Russell et al (1981)  observés chez  Helix aspersa traité au Cd.     
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Conclusion 

             Au terme de ce travail, nous avons pu confirmer la qualité exceptionnelle d’Helix 

aspersa en tant qu’organisme bioaccumulateur/ bioindicateur et ce à travers, toutes les 

modifications physiologiques, le poids  notamment et le comportement alimentaire(résultat 

non montré), semble d’adapter aux conditions défavorables du milieu ainsi que les 

perturbations métaboliques mis en évidence par le biais des activités de certains enzymes de 

la phase I (Catalase) et de la phase II  GST/ GSH qui confirment l’aptitude du gastéropode à 

déclencher les mécanismes de détoxications en présence de fortes concentrations des 

particules métalliques . 

             Néanmoins, et toujours  aux plus fortes concentrations de ces métaux, la déplétion 

en enzymes de détoxication semble à l’origine d’une augmentation des radicaux libres 

oxygénés, avec pour conséquence une fixation sur les macromolécules cellulaires 

notamment les lipides d’où cette augmentation du taux de malondialdehyde (MDA) 

observée dans notre travail. 

L’observation microscopique des coupes histologiques ne fait que confirme les altérations 

tissulaires suite à cette toxicité. 

               En fin, la présente étude toxicologique a permis de mettre en évidence d’une part  

des perturbations physiologiques, biochimiques et des atteintes tissulaires et d’autre part 

une activation des biomarqueurs protégeant ainsi ces cellules par le déclenchement du 

système de détoxification. Enfin, un phénomène d’adaptation d’Hélix au xénobiotique utilisé 

est mis en évidence protégeant ainsi l’animal en assurant sa survie à travers la 

bioaccumulation des ETM.      

               En perspective, il serait judicieux d’étudier les phénomènes  de compétition entre 

les ions Ca et certains métaux notamment le Cd, de rechercher l’impact des ETM sur la 

capacité de reproduction de l’animal, et d’assurer le suivi des juvéniles après l’élevage 

d’individus préalablement traités par les ETM.                          
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