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Introduction

Depuis environ cinquante ans, la pollution est devenue I'un des défis majeurs de notre
monde moderne. Ce terme englobe la présence généralisée de substances chimiques
dangereuses dans I'environnement, principalement produites par l'activité humaine, et
dont les effets néfastes peuvent perdurer a I'échelle mondiale (EI Morhit, 2009). Les
activités industrielles, agricoles et domestiques ont considérablement altéré tous les
environnements naturels, notamment les milieux terrestres, qui agissent comme des
réservoirs pour une variété de polluants tels que lesmétaux lourds. L'industrialisation
croissante, l'urbanisation rapide et diverses activités telles que I'exploitation miniére, la
fusion et le traitement des métaux, ainsi que les émissions associées a l'industrie
pétroliere, gaziere et au trafic, ont amplifié les niveaux de pollution (Armah et al.,
2010). En raison de leur toxicité, de leur persistance dans I'environnement et de leur
capacité a s'accumuler dans les organismes vivants, ces métaux lourds sont classés
parmi les polluants environnementaux les plus préoccupants (Islam et Mostafa, 2021 ;
Monira et al., 2023).

Une fois libérées dans le milieu terrestre, les molécules de métaux lourds contaminent le
sol ets’accumulent dans ses différentes composantes, notamment la végétation et les
organismes vivants (Nagajyoti et al., 2010 ; Alloway, 2013 ; Li et al.,, 2019).
L’exposition chronique des organismes terrestres a ces contaminants peut provoquer
diverses perturbations susceptibles d’affecter différents niveaux de 1’organisation
biologique, allant de I’individu a 1’écosystéme entier (Khan et al., 2008 ; Wuana et
Okieimen, 2011). De plus, les effets toxiques de ces substances peuvent également se

manifester chez 1’étre humain (Jarup, 2003 ; Tchounwou et al., 2012).

Le sol, bien que crucial pour de nombreuses activités humaines, demeure souvent mal
compris et négligé. Ce n'est que récemment, en particulier grace aux preuves de
pollution par les activités industrielles et agricoles, que l'on a pris conscience de
I'importance des fonctions du sol et de la nécessité de les préserver (Saltiene et al., 2002
; Chapman et al., 2003). En effet, le sol joue un role essentiel en tant qu'interface
environnementale face aux principales formes de pollution anthropique (Calvet, 2003).
Un sol est considéré comme pollué lorsque l'introduction d'éléments toxiques par

I'activité humaine compromet sa qualité au point de menacer la santé humaine et/ou

~1~



I'environnement (Promeyrat, 2001). La simple présence d'un polluant dans le sol ne
constitue pas nécessairement un danger en soi (Chaussod, 1996), mais le risque émerge
lorsque ce polluant peut étre libéré et affecter I'écosystéme ou la santé humaine (Lee et
al., 2006).

Les mollusques, particulierement les gastéropodes terrestres, sont essentiels pour la
biodiversité terrestre, comptant entre 30 000 et 35 000 espéces dans le monde (Tsai,
2004). Leur diversité morphologique est une mesure intuitive de la variété biologique
(Williams et Humphries, 1996), tandis que l'inventaire, une discipline étudiant la
biodiversité des ecosystéemes, contribue a la compréhension de la faune malacologique

méditerranéenne riche en gastéropodes terrestres (Boudchiche, 2007).

Les escargots terrestres, comme Helix aspersa, sont largement utilisés comme
bioindicateurs de la pollution environnementale en raison de leur capacité a accumuler
les éléments traces métalliques (ETMs) et a refléter les niveaux de pollution dans leur
environnement (Viar-La rocca, 2004). lls sont exposés aux polluants par ingestion de
plantes et de sol contaminés, par contact cutané et par respiration (Van Straalen et al.,
2005). Cette espéce est particulierementétudiée en écotoxicologie pour évaluer les effets
dose-effet des contaminants, soulignant sa sensibilité et son utilitt comme modéle

biologique en laboratoire (Grara, 2011 ; Nowakowskaet al., 2012).

C'est dans ce contexte que nous avons entamé notre étude en utilisant Helix aspersa
comme modele biologique afin d'évaluer les effets d'un métal lourd largement distribué
dans notre environnement le cadmium. Nous avons determiné, en conditions controlées
au laboratoire, latoxicité aigué du cadmium (Cd) a I'égard de Helix aspersa apres 24, 48
et 72 heures d’exposition, en evaluant I’impact du Cd sur Dactivité de deux
biomarqueurs du stress environnemental : la catalase (CAT) et la glutathion S-
transférase (GST).
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I. Matériels et méthodes

I.1. Modele biologique : L’escargot Helix aspersa

a) Présentation de I’espéce

Helix aspersa ou Cornu aspersum (O.F. Muller, 1774) communément appelé petit-gris
(Fig.1). C’estun mollusque gastéropodes appartiennent a la famille d’hélicidé (Pirame
et Sandrine, 2003), on le trouve largement dans la région méditerranéenne et dans la
région atlantique européenne. Il posséde des capacités de bioaccumulation importantes
pour de nombreux polluants métalliques (Viard et al., 2004) ce qui fait de lui un

bioindicateur de pollution terrestre.

Figure 1: Helix aspersa petit gris (Robert J. Erwin, 2018)

b) Classification de I’espéce : Selon (Bonnet et Vrillon, 1990)
Régne : Animalia
Embranchement : Mollusque
Classe : Gastéropoda
Sous -classe : Pulmonés
Ordre : Stylomatophora
Super-famille : Helicacea

Famille : Helicidae
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b) Description morphologique

> La coquille

La coquille du Petit-Gris, de couleur brune avec des dessins foncés dont la forme varie
selon l'origine, est plus globuleuse que celle des autres espéces du genre Helix. Elle
s'enroule dans lesens des aiguilles d'une montre autour d'un axe central appelé columelle.
Sur le plan structurel, elle est composée d'un composant organique et d'un composant
minéral. La conchioline, une protéine spécifique des mollusques, constitue la partie
organique qui représente 1 a 2% de sa composition. Le reste de la coquille est composé

de minéraux.

La matrice de conchioline est principalement constituée de calcite et d'aragonite, des
formes decarbonate de calcium. Le bord du manteau sécrete la coquille. Initialement, la
matrice de conchioline est complexe, donnant un aspect fragile et mou, qui se solidifie
ensuite avec des couches successives de carbonate de calcium. Le péristome, bord final
de la coquille formé lorsde la croissance, s'enroule vers l'intérieur et se durcit a mesure
que la croissance s'acheve, un stade appelé "bordé". Les lignes d'expansion sur la
coquille sont perpendiculaires a sa directionde croissance, avec des lignes plus marquées
indiquant des pauses de croissance pendant les périodes d'estivation et d'hibernation.
Environ un tiers du poids frais total de I'escargot est attribué a sa coquille (Bonnet et al.,
1990). (Fig.2)

Figure 2 : vue externe de la coquille d'escargot Helix aspersa (Beaumont et Cassier,
1970).

1, 2, 3, 4, 4.5: numéros des tours de la coquille adulte, a: sommet, b: bande
pigmentaire, c: ligne desuture, d: strie d’accroissement, e: péristome
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> Le corps

En I'absence d'un axe squelettique, Helix aspersa posséde un corps mou qui se
subdivise en troisparties (Fig. 3) :

»  Latéte : est considéré comme une région céphalique de I'escargot.

»  Le pied : est un élément tres développé qui représente la majorité de la
masse charnue. Saface ventrale effectue le rampement.

» La masse viscérale : est composée des systemes digestif, circulatoire,
génital, excréteur etrespiratoire ainsi que de leurs compléments. Elle est dans un

sac hélicoidal a I'intérieur de la coquille. (Beaumont et Cassier, 1970).

PIED TETE

MASSE VISCERALE

N

Figure 3 : Morphologie de Helix aspersa (Beaumont et Cassier, 1970).
1: ceil, 2 : tentacule postérieur, 3 : nerf optique, 4 : orifice génital, 5 : tentacule antérieur,

6 : bourrelet palléal, 7 : pneumostome, 8 : anus, 9 : sole de reptation

¢) Description anatomique

Le corps de I'escargot est caractérisé par sa structure complexe comprenant un pied, une
téte, une masse viscerale enroulée dans sa coquille, des tentacules, une coquille sécrétée

par le manteau, et une cavité du manteau contenant plusieurs organes vitaux (Fig.4) .
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Figure 4: Schéma en coupe de I’anatomie de 1’escargot Helix aspersa (Quibik, 2007)

1: Coquille. 2: Foie. 3: Poumon. 4: Anus. 5: Pore respiratoire. 6: (Eil. 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: Oviducte. 18: Sac de dards. 19: Pied. 20: Estomac.
21: Rein. 22: Manteau. 23: Cceur. 24: Canal déférent.

» Systéme digestif

Aprés la bouche, il y a une structure appelée bulbe buccal. A l'intérieur de ce bulbe, il y a une

langue musculaire recouverte d'une lame cornée appelée radula, son réle est de broyer les

aliments et on trouve deux glandes salivaires dans la partie postérieure du bulbe buccal.

Le bulbe buccal se prolonge par un cesophage qui se renfle en un estomac lui-méme prolongé

par un intestin qui s'enroule deux fois (double circonvolution) autour d'un organe combiné

appelé hépatopancréas. Finalement, le tube digestif se termine par 1I’anus (Pirame et Sandrine,

2003).

Bulbe
buccal

Ganglion cérébral

Oesophage
Canal salivaire

Intestin

Jabot ———

:bcmlier nerveux
g4 Masse

J \ )\ ganglionnaire

Glande salivaire ———— (¢

Rectum

= ——Hépatopancréas

Figure 5 : Appareil digestif de I’escargot (Skendraoui, 2015)
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Figure 6: Schéma du fonctionnement de la radula (Gireaud, 2008)

1: Langue rapeuse. 2: Minuscules dents. 3: Cartilage. 4: Sortie de la radula. 5:

minusculesdents sont retirées. 6: particules de nourriture sont avalées

Figure 7 : Partie de la langue rapeuse de ’escargot, la radula, grossie 4000x & I’aide d’un

microscopeélectronique a balayage (Sirtin, 2009)

» Systéme nerveux

Le systéme nerveux de 1’escargot est composé de deux parties (Fig.8) :
o Le systéme nerveux sympathique :

Il est décrit comme étant constitué d'une paire de ganglions buccaux. Ces ganglions
sont situés sous le bulbe buccal, c'est-a-dire la partie de la téte de I'escargot ou se
trouvent sa bouche et sestentacules. Ces ganglions sont connectés par deux cordons
nerveux aux ganglions cérébroides, qui sont situés dans la région céphalique (la téte) de
I'escargot. Le systeme nerveux sympathique

~7 ~
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innerve la plus grande partie du tube digestif de I'escargot, ce qui signifie qu'il controle et régule
les activités digestives. (Pirame et Sandrine, 2003) .

o Le systéeme nerveux central :

Il est également situé dans la région cephalique de I'escargot. 1l est décrit comme
étant formé d'une chaine de ganglions qui forment un double collier péri-cesophagien
complexe. Cela signifie qu'il y a une série de ganglions nerveux disposés en cercle
autour de l'cesophage de l'escargot, formant ainsi un double collier (c'est-a-dire deux
rangées de ganglions). Ces ganglions jouent un réle central dans le traitement et la
transmission des informations nerveusesdans le systeme nerveux de l'escargot. (Pirame
et Sandrine, 2003) .

Ganglions
# cérébroides

Ganglions ? A

palléaux /4 A )
g # Otocyste
Triangle & %\
latéral Ganglions
pédieux
(mlr;gl;on . Ganglion
ga éa ™ palléal
roit gauche

Ganglions \
viscéraux

Figure 8: Systeme nerveux d’un escargot (Meglitsch, 1974)
»  Systéme circulatoire

Le cceur est divisé en deux parties distinctes qui jouent des roles spécifiques dans la

circulation sanguine.

Le sang ou I’hémolymphe contient un pigment appelé hémocyanine pour transporter
I'oxygenedans son sang. Lorsque I'némocyanine est oxydeée, elle prend une teinte bleue,
d'ou le sang de I'escargot qui peut sembler bleu sous sa forme oxydée.

Le sang est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes. L'aorte antérieure est
responsable d'irriguer le pied de l'escargot, tandis que l'aorte postérieure irrigue le
tortillon, le sang revient au cceur par un systeme de veines et de sinus veineux. Ces
vaisseaux sanguins raménent le sangdésoxygéné vers l'oreillette antérieure du ceeur pour

recommencer le cycle (Pirame et Sandrine, 2003).

~8~
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» Systéme respiratoire
o Structure du poumon :

Le poumon est décrit comme une poche formée de I'épithélium palléal. L'épithélium
palléal estune couche de tissu qui tapisse la cavité du manteau de I'escargot. Cette poche
pulmonaire est irriguée par les vaisseaux pulmonaires (Bonnet et al., 1990) et est située
entre la masse viscéralede I'escargot, composée des organes internes, et le manteau qui

recouvre l'intérieur de sa coquille.
o Fonctionnement du poumon :

Le poumon s'ouvre a I'extérieur par l'orifice respiratoire (Fig.9) , également appelé
pneumostome. Cet orificerespiratoire est la structure par laquelle I'air entre et sort du
poumon. On peut facilement observer les mouvements rythmiques d'ouverture et de
fermeture de cet orifice respiratoire (Bonnet et al., 1990). L'air circule a travers le

pneumostome grace a des mouvements de contraction de son ouverture.

Figure 9 : Orifice respiratoire chez I’escargot (Pol, 2006)
» Systeme génital

L'escargot est hermaphrodite, possédant a la fois des organes males et femelles ainsi que
des organes exclusivement méales ou femelles. Il comprend une gonade (ovotestis)
située a I'extrémité postérieure de I'hépatopancréas ou se forment les ovules et les
spermatozoides, un canal hermaphrodite pour I'évacuation des gametes, une glande
albuminipare élaborant les réserves vitellines, et un ovospermiducte. Le systéeme
reproducteur (Fig.10) se divise ensuite en deux voies distinctes : la voie male, qui inclut
un spermiducte ou les spermatozoides s'accumulent en un spermatophore, et un organe
copulateur (pénis) ; et la voie femelle, qui comporte une

~0~
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glande secrétant un dard calcaire lors de I'accouplement, le vagin et lI'orifice genital

(Pirame etSandrine, 2003).

Orifice génital

Vagin

Pénis
Muscle

rétracteur

du pénis

Glande

Réceptacle //] Oviducte
séminal £ Canal

hermaphrodite

Glande de Ovotestis (glande
I'albumine hermaphrodite)

Figure 10 : Schéma de I’appareil génital de I’escargot (Boué et Chanton, 1958)
1.2. L’utilisation de I'Escargot Helix aspersa
> Importance Biologique

Le mucus d'escargot a été associé a diverses fonctions biologiques, telles que des
propriétés antibactériennes, antioxydants, anti-tyrosinase et anti tumorales (Fabi et al.,
2013 ; Ulagesan et Kim, 2018 ; Ellijimi et al., 2018).

Selon des études récentes, le mucus d'escargot contient des composés chimiques ayant
des propriétés biologiques intéressantes. Le plus abondant est le Cyclotrisiloxane
hexaméthyl (Aouji et al., 2023), qui posséde des fonctions antibactériennes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses (Muthukrishnan et al., 2022). La méme étude a
découvert que l'activité cicatrisante du mucus de Helix aspersa était comparable a celle
d'une pommade (Aouji et al., 2023).

Une ¢étude a découvert que I'extrait de Helix aspersa stimule la production de TNFa et
diminue I'expression de NF-kB, étant donné sa propriété cytotoxique élevée contre les

cellules cancéreuses du sein (El Ouar et al., 2017).

L'hémocyanine de l'escargot Helix aspersa s'est avérée étre un agent efficace dans
I'inhibition de la prolifération cellulaire dans divers types de lignées cellulaires
cancéreuses, notamment lecancer de la vessie, le cancer de la prostate chez I'homme, le
carcinome ovarien, le gliome malin, le lymphome de Burkitt et la leucémie

monocytique aigué (Antonova et al., 2014).
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> Importance Alimentaire

Les escargots sont un repas tres nutritif et ont longtemps été une source alimentaire
importante pour les humains (Tremlova, 2001). Dans certaines régions de 1I’Algérie,
I’espéce Helix aspersa est ordinairement consommeée sous 1’appellation de « Babbouch
», une recherche a considéré que la viande d'escargot possede une grande valeur
nutritionnelle gréce a sa teneur élevée en protéines, a la présence d'acides gras insatures
omégab et omega-3, Ainsi qu'a l'abondance de minéraux essentiels tels que le
potassium, le calcium et le fer (Aouji et al., 2023). Une autre étude démontre que les
nutriments mentionnés précédemment sont présents a des niveaux similaires par rapport

aux fruits de mer (Cagiltay et al., 2011).
1.3.Cadmium :
a) Présentation de ce métal

Le cadmium (Cd), découvert en 1817 par le chimiste allemand Stohmeyer, est un métal
blanc argenté appartenant a la famille des métaux de transition. On le trouve dans la

crodte terrestre,souvent associé a des minerais de zinc, de plomb et de cuivre. (Fig.11)

Figure 11 : Piece de cadmium centimeétrique

Le cadmium (Cd) est un élément chimique ayant un numéro atomique de 48 et une
masse atomique d'environ 112,4 g/mol. Sa densité est de 8,6 g/cms3, et son point de fusion
est d'environ 320,9 °C, avec un point d'ébullition d'environ 765,0 °C. Il appartient au
groupe 12 du tableau périodique des éléments et se trouve généralement dans un état
oxydatif de +Il. Le cadmium possede plusieurs isotopes naturels, parmi lesquels les
formes les plus courantes sont le Cd'% Cd° Cd!'?, Cd''3 et Cd'*® ce dernier étant le
plus abondant (Weast, 1986).
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Tableau 1: Propriétés physico-chimiques du cadmium. (Weast, 1986).

Numéro Groupe Période Bloc Masse Configuration
atomique atomiqu Electronique
e
48 12 5%periode | Bloc d 112,41 [Kr] 4d%° 552
g.mol?
: . Température de Tempeérature de
Masse volumique Durete fusion d’ébullition
8.642 g.cm-3 2 320.9°C 765°C
b) Les Sources de Cadmium

>  Source naturelle

Dans la nature, le cadmium est présent dans la crodte terrestre en quantité relativement
faible, généralement entre 0,1 et 0,2 mg/kg (Kabata Pendias et al., 2001), bien que cette
concentrationpuisse varier considérablement en fonction de I'origine géographique des
sols. Il est souvent associé au zinc dans certains minerais. De plus, il peut étre absorbé
par les plantes a partir des couches superficielles du sol, ce qui peut entrainer une
accumulation dans les tissus vegétaux. En outre, le volcanisme, tant & la surface qu'en
milieu sous-marin, contribue également a la libération de cadmium dans

I'environnement.
»  Source anthropique

Le cadmium est largement utilisé dans de nombreuses industries, ce qui entraine une
importanteprésence anthropique dans I'environnement. Ses applications comprennent la
fabrication d'accumulateurs et de piles Ni-Cd, le revétement protecteur de l'acier via le
cadmiage, ainsi queson utilisation comme pigment jaune ou rouge (IARC 2012). De
plus, le cadmium est employecomme stabilisant anti-UV dans les plastiques comme le
PVC (Jarup, 2002), et il est présent dans les alliages cuivre-cadmium, les électrodes de

soudage, et méme dans les panneaux solaires sous forme de tellurure de Cd.

Par ailleurs, les secteurs industriels tels que la métallurgie, la chimie, la construction, la
pate a papier et les raffineries de pétrole émettent également du cadmium dans

I'environnement a travers leurs processus de production et de traitement, qui se
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représentent une source principale de contamination par le cadmium dans les zones

urbaines (He et al., 2005).

Les activités agricoles contribuent également a son relargage dans I'environnement via
I'utilisation des pesticides qui peuvent contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu,
Cd, Zn et Pb et peuvent donc contribuer a la contamination des terres agricoles (He et
al., 2005), de fertilisants (Schutze et al., 2003), I'épandage de boues des stations
d'épuration. (Bliefert et Perraud, 2001) et aussi certains engrais phosphatés
contiennent plus de 50 mg de Cd / Kg (Mortvedt et Beaton, 1995).

1.4. Toxicité de Cadmium

L'exposition au cadmium (Cd) constitue un risque complexe pour la santé humaine,
principalementpar inhalation et, dans une moindre mesure, par ingestion, avec un risque
minime par contact cutané.Une fois introduit dans I'organisme, le Cd est transporté par
les érythrocytes et I'aloumine dans la circulation sanguine, ou il s'accumule
principalement dans les reins (Satarug, 2018), le foie et I’intestin (Tinkov et al., 2018).
La métallothionéine, une protéine liant le zinc, joue un réle crucial en neutralisant les
radicaux libres, conférant ainsi aux cellules une résistance aux dommages du Cd,tandis
que celles qui en sont dépourvues se révelent vulnérables a son action nocive (Han et
al., 2015). Méme a des niveaux d'exposition faibles, le Cd présente des risques
significatifs, notamment des lésions rénales, hépatiques, squelettiques et
cardiovasculaires (Fatima et al., 2019), ainsi qu'une altération de la vision et de
l'audition. De plus, ses propriétés tératogénes et mutagénes soulignent ses effets
néfastes sur la santé reproductive, affectant a la fois la fertilité masculine et féminine
ainsi que les résultats de la grossesse (Kumar et Sharma., 2019). Des preuves
épidémiologiques suggérent un lien entre I'exposition au Cd et des troubles musculo-
squelettiques tels que I'ostéoporose, l'arthrite rhumatoide, l'ostéoarthrite et la maladie
commune (Reyes Hinojosa, 2019), mettant en évidence le large spectre d'implications

pour la santé a ce métal toxique.
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» Toxicités de cadmium sur les escargots

Le poids et la croissance de la coquille peuvent étre influencés par différents facteurs
environnementaux, tels que la pollution métallique (Ebenso et Ologhobo, 2008) et la
disponibilité du calcium (Ireland, 1991). En plus, une étude trouve que la croissance
peut étreinhibée en raison d'une absorption insuffisante de calcium (Schoenmakers et
al., 1992).

Le calcium (Ca) chez les gastéropodes terrestres comme les escargots est d'abord stocké
dans les cellules calcareuses hépatopancréatiques, puis dissous et transporté vers les
parties du corpsayant besoin de carbonate de calcium, en particulier la coquille pendant la
période de croissance (Barker, 2001) puisque le cadmium et le calcium sont des
antagonistes compétitifs (Massaro,1997) une explication potentielle est que le Cd réduit

le transport de Ca depuis I'népatopancréasvers la coquille affectant ainsi sa croissance.

L'effet du cadmium sur le stress oxydatif a également été remarqué chez d'autres
organismes, comme Drosophila melanogaster, ou son exposition a entrainé une
augmentation du stress oxydatif et de l'apoptose en élevant les niveaux de espéces
réactives de I'oxygene (Yang et al.,2022).

Les mollusques peuvent subir un stress général en présence de métaux lourds, ce qui
peut entrainerune diminution de leur capacité a s'adapter a des conditions d'anoxie (Le
Bras, 2007).

1.5. Présentation du site de prélevement

Des échantillons ont été prélevés au niveau Erbea (36° 8' 59" N ,4° 26' 50" E) 46 km
ouest de wilaya de Bordj Bou Arreridj en raison d’une forte abondance du matériel

biologique utilisé etde son éloignement des sources de pollution.
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Figure 12 : Site de prélevement Erbea, Mansoura, Bordj Bou Arréridj (Google Earth,
2024)

1.6. Traitement

Des boites en plastique sont placées au niveau du laboratoire. Les escargots sont placés
dans 3boites (n = 16 par lot). Un lot témoin et les deux autres lots sont traités par le
cadmium. Le Cda été utilisé sous forme de CdCl> (chlorure de cadmium) a différentes
doses : 15 mg et 25 mg.On donne pour la nourriture des escargots de la farine mélangée

avec le cadmium pour les deuxlots traités.

Figure 13: Lots des échantillons

~15 ~



Matériels et méthodes
1.7.Préparation de Tampon phosphatase

* Pour la catalase : Nous avons dissous 8,95 g de Na,HPO. dans 250 ml d'eau
distillée et 3,45 g de NaH.PO.4 dans 250 ml d'eau distillée. Ensuite, nous avons
prélevé 100 ml de chaque solution et les avons mélangées. Pour obtenir un pH de
7,5 nous ajustons le pH en ajoutant I'une des solutions en fonction de la nécessité.

* Pour le GST : Nous avons mesuré precisément 12,3 ml de la solution déja préparée
de Na,HPO. et 87,7 ml de la solution de NaH-PO.. Ensuite, nous avons ajouté 4,2 ¢

de saccharose au mélange.

1.8. Dissection et prélévement de tissu

Nous avons utilisé des pinces pour retirer délicatement les coquilles des escargots sans
endommager les organes internes. Apres avoir retiré les coquilles, nous avons incisé
délicatement le manteau des escargots a I'aide de ciseaux fins ou d'un scalpel pour
exposer les organes internes, y compris I'népatopancréas. Ensuite, nous avons séparé
soigneusementl'hépatopancréas des tissus environnants. L'hépatopancréas ainsi extrait
a été placé dans une solution tampon : une pour le dosage de la catalase et une autre
pour l'analyse de la GST. Ces étapes ont été appliquées de maniére rigoureuse a tous les

escargots, en veillant a préserver la précision et la stérilité.

1.9. Dosage des biomarqueurs
»  Dosage de catalase

L'activité de la catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Claiborne (1985).
Elle est mesurée a 240 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV en observant les
variations de densité optique résultant de la dismutation du peroxyde d'hydrogéne
(H202). Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (50 mM,
pH 7.5). L'homogénat est ensuite centrifugé a 15 000 trs pendant 10 minutes, et le
surnageant récupéré est utilisé comme sourced'enzyme. Le dosage est réalisé selon le

protocole suivant :
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Surnagent (pl) Tampon Phosphate Solution H202
(1) (uh)
Blanc 0 800 200
Echantill 50 750 200
on

La lecture des absorbances est effectuée toutes les 5 secondes pendant 30 secondes a

une longueurd’onde de 240 nm. L’activité spécifique est déterminée d’aprés la formule

suivante :

CAT (UM/mn/mg de protéines) = 422420

0,040

ADO : ADO /mn (blanc) - ADO/mn (Echantillon).

/ mg de protéines

0,040 : coefficient d’extinction molaire du peroxyde d’hydrogene.

» Dosage de la glutathion S-transférase

La mesure de I'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 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH) est mesuré

a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotometre. Les échantillons sont

homogénéisés dans 1 ml du tampon phosphate (0,1 M, pH 6) a l'aide d'un broyeur a ultrasons

dans une cuve remplie de glace. L'nomogénat ainsi obtenu est centrifugé a 14000 tours/mn

pendant 30 mn et le surnageant servira au dosage de l'activité de la GST.
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Le dosage de I'activité specifique de la GST consiste a faire réagir : une fraction aliquote
de 0,2ml est ajoutée a 1,2 ml du mélange CDNB (1 mM) - GSH (5 mM) ; (20,26 mg
CDNB, 153,65mg GSH, 1 ml tampon phosphate 0,1 M, pH 6). La lecture se fait contre
un blanc préparé dansles mémes conditions avec 0,2 ml d'eau distillée remplagant le
surnageant. La variation de la densité optique due a I'apparition du complexe CDNB-
GSH est mesurée toutes les 1 min pendant 5 min a 340 nm dans un spectrophotometre

UV. L'activiteé spécifique de la GST est déterminee par la formule suivante :

GST (UM/mn/mg de protéines) ==4be4max-/ mg de protéines
9.6XVs

ADO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction
dutemps.

Vt : Volume total dans la cuve : 1,4 ml (1,2 ml du mélange CDNB/GSH + 0,2
ml desurnageant).

9,6 : Coefficient d'extinction molaire du CDNB.

Vs : Volume du surnageant utilisé dans le dosage (0,2 ml).
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» Dosage des protéines

Le dosage des protéines a ete réalisé selon la méthode de Bradford (1976). Pour cela,
une fraction aliquotée de 100 ul du surnageant ou de la série d'étalons a été mélangée
avec 4 ml deréactif du bleu de Coomassie brillant (BBC) (G 250, Merck). La solution de
BBC a eté préparée en dissolvant 50 mg dans 25 ml d'éthanol a 95°. Apres agitation
pendant 2 heures, 50 ml d'acideorthophosphorique a 85% ont été ajoutés, puis complétés
a 500 ml avec de I'eau distillée. La présence de protéines dans I'échantillon est révelée
par un changement de couleur en bleu. L'absorbance a été mesurée au
spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm. La courbed'étalonnage a éte établie

a partir d'une solution d'albumine de sérum bovin (BSA) titrant 1 mg/ml.

Tableau 3 : Dosage des protéines : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de 0 20 40 60 80 100
BSA (ul)
Eau distillée
(ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC
(ml) 4 4 4 4 4 4
Quantite de 0 20 40 60 80 100
BSA (ug)
1.10. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées grace a un logiciel MINITAB (Version 16). La
démonstration statistique des effets recherchés est réalisée a 1’aide de tests

paramétriques. Différents tests statistiques ; ANOVA a un, deux et de classification, test
de Tukey. Les variances sont considérées comme significatives lorsque la significativité

présente une probabilité inférieure ou égale a 95% (p< 0,05).
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Résultats

1. Résultats

I1.1.  Activité de la glutathion S-transférase

La détermination de D’activité spécifique de la GST (uM/mn/mg de protéines) est
estimée par application de la formule de Habig et al., (1974) au niveau de
I’hépatopancréas de Helix aspersa.Le traitement des individus de Helix aspersa avec du
cadmium pendant 24h, 48h et 72h révele des fluctuations importantes, avec une
augmentation marquée de [D’activité specifique de la GST apres chaque durée
d’exposition. Les résultats relatifs a I’impact du cadmium sur I’activité de la GST sont

représentés dans le tableau 4 et la figure 14.

L'ANOVA a deux critéres de classification indique des effets hautement significatifs (p <
0,001) du traitement, du temps, et de l'interaction traitement/temps (Tableau 5). La
comparaison des séries traitées avec les séries témoins, par ’ANOVA a un seul critére
(traitement), révele une augmentation trés significative (p < 0,01) de I’activité GST
apres 24 heures d’exposition au cadmium (Tableau 6). Les résultats montrent que les
individus traités avec une dose de 25 mg de cadmium présentent une activité GST
significativement plus élevée par rapport aux témoinset a ceux traités avec une dose de
15 mg (Tableau 7), soulignant l'effet dose-dépendant du cadmium sur l'activité
enzymatique. Cependant, apres 48 et 72 heures de traitement, on observeune différence
hautement significative (p < 0,001) dans I’activité spécifique de la GST entre les
différents traitements (Tableau 8). L’augmentation maximale de I’activité GST a été
observéeapres 72 heures d’exposition a une dose de 25 mg de cadmium, atteignant une
valeur de 0,0606 + 0,0003 puM/mn/mg de proteines (Figure 14). Ces résultats confirment
que ’augmentation del’activité GST est proportionnelle a la durée et a la concentration
de I’exposition au cadmium, indiquant une adaptation physiologique progressive pour

contrer les effets toxiques du cadmium.

Le classement décroissant obtenu par le test Tukey pour les trois lots (témoin, dose
15mg et dose 25 de cadmium) a chaque durée (24h, 48h et 72h) (Tableau 4) a montré
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qu'apres un traitement de 24 heures, il y a deux classes. La premiere classe (A) regroupe
les individus traitésavec une dose de 25 mg de cadmium, tandis que la deuxiéme classe
(B) regroupe les temoins et les individus traités avec une dose de 15 mg. Apres 48
heures, le test a demontré la présence de trois classes : la classe (A) regroupe les
individus traités avec une dose de 25 mg, la classe (B) regroupe les individus traités

avec une dose de 15 mg, et la classe (C) regroupe les témoins.

Apreés 72 heures de traitement, trois classes ont également été révélées, mais avec un
classementdifférent : la classe (A) regroupe les individus traités avec une dose de 25
mg, la classe (B) regroupe les témoins, et la classe (C) regroupe les individus traités
avec une dose de 15 mg.

Une analyse de la variance (ANOVA) a un seul critere a été réalisée pour comparer les
activitésde la GST au fil du temps dans trois lots de Helix aspersa : lot témoin, lot traité
avec 15 mg decadmium, et le lot traité avec 25 mg de cadmium. Les résultats montrent
un effet temporel tréshautement significatif (p < 0,001) pour les groupes témoin et dose
de 15 mg de cadmium (Tableau 9 et 10). En revanche, aucune différence significative

n'a été observée pour le grouperecevant la dose de 25 mg de cadmium (Tableau 11).

Pour le lot témoin, le test de Tukey a révélé deux groupes : le premier groupe (a)
comprend lesespéces aprés 72 heures de traitement, tandis que le deuxiéme groupe (b)
inclut les espéces apres 24 et 48 heures de traitement. En ce qui concerne le lot traité
avec une dose de 15 mg de cadmium, deux groupes ont également été identifiés : le
premier groupe (a) aprés 48 heures detraitement, et le deuxieme groupe (b) aprés 24 et
72 heures de traitement. Enfin, pour le lot recevant une dose de 25 mg de cadmium,
aucune différence significative n'a été detectée au fil du temps, ce qui a conduit a la

formation d'un seul sous-groupe (a) pour toute la durée d’exposition (Tableau 4).

Tableau 4 : Activité spécifique de la GST (uUM/mn/mg de protéines) au niveau du
hépatopancréas de Helix aspersa durant la période d’exposition au cadmium (m + SD ;
n= 4). Les moyennes d’un méme traitement suivies d’une méme lettre en minuscule ne
sont pas significativement différentes, tandis que celles d’'un méme temps suivi d’une
méme lettre en majuscule ne sont pas significativement différentes, p> 0,05.
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Traitement Durée d’exposition (heures)

24h 48h 72h

Témoin 0,0239 + 0,0003 b | 0,0264 + 0,0006 b | 0,0392 + 0,0029 a
B C B

Dose 15 mg 0,0224+0,01 b 0,0377 £0,001a | 0,0234+0,005b
B B C

Dose 25 mg 0,0445+ 0,004 a | 0,0452 +0,003a | 0,0606 + 0,0003 a
A A A

Tableau 5: Activité spécifique de la GST (UM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’hépatopancréas de Helix aspersa durant la période d’exposition au cadmium (m + SD;
n= 4).Analyse de la variance a deux criteres de classification (traitement/temps).

Source de variation | DDL | SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,0006971 0,0003485 15,46 0,000***
Temps 2 0,0036389 0,0018195 | 80,71 0,000***
Interaction 4 0,0010847 0,0002712 12,03 0,000***
traitement/temps

Erreur résiduelle 27 0,0006087 0,0000225

Total 35 0,0060294

* Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)
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Figure 14 : Activité spécifique de la GST (uM/mn/mg de protéines) au niveau au

niveau du hépatopancréas de Helix aspersa durant I’exposition au cadmium (m £ SD ;

n=4). Les astérisques au-dessus des séries traitées indiquent une différence significative

(* : significatif aP< 0,05 ; ** : trés significatif a p< 0,01 ; *** : hautement significatif a

P< 0,001).

Tableau 6 : Analyse de la variance a un seul critére de classification (traitement) de
I’activité spécifique de la GST (UM/mn/mg de protéines) au niveau de I’hépatopancréas
de Helix aspersadurant la période d’exposition au cadmium de 24 heure (m £ SD ; n=

4),
Source de DDL SCE cM Fobs | P
variation

Traitement 2 0,0012306 0,0006153 12.72 | 0,002%*
[Erreur 9 00004353 | 0,00004884

résiduelle

Total 11 0,0016659

*Significatif (P< 0,05). ** tres significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)
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Tableau 7 : Analyse de la variance a un seul critere de classification (traitement) de
I’activité spécifique de la GST (uUM/mn/mg de protéines) au niveau de I’hépatopancréas
de Helix aspersadurant la période d’exposition au cadmium de 48 heure (m £ SD ; n=
4).

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,0007170 0,0003585 62,55 | 0,000***
Erreur résiduelle 9 0,0000516 0,0000057
Total 11 0,0007686

*Significatif (P< 0,05). ** tres significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P<
0,001)

Tableau 8 : Analyse de la variance a un seul critére de classification (traitement) de
I’activité spécifique de la GST (uUM/mn/mg de protéines) au niveau de 1’hépatopancréas
de Helix aspersadurant la période d’exposition au cadmium de 72 heure (m =+ SD ; n=
4).

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,0027851 0,0013925 102,75 0,000***
Erreur résiduelle 9 0,0001220 0,0000136
Total 11 0,0029070

*  Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)

Tableau 9 : Analyse de la variance a un seul critére de classification (temps) de
I’activité specifique de la GST (UM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’hépatopancréas de Helix aspersa pour le lot témoin (m + SD ; n=4).
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Source de DDL SCE CM Fobs P
variation
Temps 2 0,0005347 0,0002673 87,06 0,000***
Erreur 9 0,0000276 0,0000031
résiduelle
Total 11 0,0005623

*Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)

Tableau 10 : Analyse de la variance a un seul critere de classification (temps) de
I’activité spécifique de la GST (uUM/mn/mg de protéines) au niveau de I’hépatopancréas
de Helix aspersapour le lot des especes traitées avec une dose de 15 mg de cadmium (m

+SD ; n=4).
Source de DDL SCE CM Fobs P
variation
Temps 2 0,0005890 0,0002945 5,64 0,026*
Erreur résiduelle 9 0,0004697 0,00000522
Total 11 0,0010587

* Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,00

Tableau 11 : Analyse de la variance a un seul critére de classification (traitement) de
’activitéspécifique de la GST (uUM/mn/mg de protéines) au niveau de 1’hépatopancréas
de Helix aspersapour le lot des especes traitées avec une dose de 25 mg de cadmium (m

+SD ; n=14).
Source de DDL SCE CM Fobs p
variation
Temps 2 0,000028 0,000014 0,06 0,938
Erreur résiduelle 9 0,001944 0,000216
Total 11 0,001971
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11.2. Activité de catalase

La détermination de [Dactivité enzymatique de la catalase (CAT), mesurée en
uM/min/mg de protéines, a été effectuée selon la méthode de Claiborne (1985) au
niveau de I’hépatopancréasde Helix aspersa. En réponse au traitement par le cadmium,
les individus de Helix aspersa montrent des variations de 1’activité spécifique de la CAT
au fil du temps d’exposition. Chez les témoins, I’activité de la CAT varie de 1,880 +
0,00862 uM/min/mg de protéines au début de I’expérience a 2,1072 + 0,0567
uM/min/mg de protéines apres 72 heures. Les valeurs maximales sont enregistrées chez
les individus exposés a une dose de 25 mg de cadmium, atteignant une activité
enzymatique de 2,6270 + 0,1131 uM/min/mg de protéines aprés 72 heures de traitement
(Figure 15). Une analyse de la variance a deux criteres de classification
(traitement/temps) révele un effet de traitement hautement significatif (p<0,001) et un
effet de temps également hautement significatif (p<0,001), tandis que I’interaction

traitement/temps n’est pas significative (p>0,05) (Tableau 13).

L'ANOVA a un seul critére de classification révele des effets hautement significatifs (p <
0,001) sur I’activité de la catalase (CAT) aprés 24, 48 et 72 heures d’exposition au
cadmium (Tableau 14, 15 et 16). Les résultats montrent que les individus traités avec
une dose de 25 mg de cadmium présentent une activité CAT significativement plus
élevée par rapport aux témoins eta ceux traités avec une dose de 15 mg (Tableau 12),
soulignant I'effet dose-dépendant du cadmium sur l'activité enzymatique. Ces résultats
confirment que 1’augmentation de ’activité de la catalase est proportionnelle a la durée
et a la concentration de 1’exposition au cadmium. Cela indique une adaptation
physiologique progressive pour contrer les effets toxiques du cadmium. Cette réponse
adaptative peut étre interprétée comme un mécanisme de défense desorganismes pour
atténuer le stress oxydatif induit par le cadmium, en augmentant 1’activité enzymatique

pour neutraliser les peroxydes et les radicaux libres.

Les résultats de I'analyse de Tukey confirment I'effet dose-dépendant du cadmium sur
I'activitéde la catalase (CAT) chez Helix aspersa. Le test a été utilisé pour comparer les
trois groupes (témoin, dose de 15 mg, dose de 25 mg de cadmium) a différentes durées

d'exposition (24h, 48h, et 72h), et les résultats montrent une organisation hiérarchique
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des valeurs d'activité enzymatique, reflétant les effets croissants de I'exposition au
cadmium. A chaque pointtemporel mesuré (24h, 48h et 72h), le groupe traité avec 25
mg de cadmium présente une activité CAT significativement plus elevée par rapport aux
témoins et aux individus traités avec 15 mg de cadmium. Ce classement constant dans le
groupe (A) indique une différence statistiquement significative avec les autres groupes
(Tableau 12), soulignant la réponse enzymatique accrue a cette dose. A 24 heures,
I'activité CAT des individus traités avec 25 mg de cadmium est déja notablement
supérieure. Cette tendance se maintient et s'intensifie a 48 heures et 72 heures, ou

I'activité enzymatique atteint ses valeurs maximales.

L'analyse de la variance a un seul critére a été employée pour évaluer les activités de la
catalaseau fil du temps dans trois lots distincts de Helix aspersa : le lot témoin, le lot
traité avec 15 mgde cadmium, et le lot traité avec 25 mg de cadmium. Les résultats
indiquent un effet temporel extrémement significatif (p < 0,001) dans chacun des trois
groupes (Tableaux 17, 18 et 19). Pour le lot témoin, I'analyse de Tukey a distingué
deux groupes : le premier groupe (a) comprenant les spécimens aprés 72 heures de
traitement, et le deuxieéme groupe (b) incluant ceux aprés 24 et 48 heures de traitement.
De maniére similaire, le lot traité avec une dose de 25mg de cadmium a été également
divisé en deux groupes distincts selon le test Tukey. Quant aulot traité avec une dose de
15 mg de cadmium, l'analyse de Tukey a révélé une subdivision en trois groupes : le
premier groupe (a) apres 48 heures de traitement, le deuxiéme groupe (b) aprés72 heures,

et le troisieme groupe (c) aprés 24 heures de traitement (Tableau 12).

Ces résultats montrent clairement que I'activité de la CAT varie significativement avec le
tempsdans chaque lot, indiquant des réponses différentes selon la durée et la dose de

I'exposition au cadmium chez Helix aspersa.

Tableau 12 : Activité spécifique de la CAT (uM/mn/mg de protéines) au niveau du
hépatopancréas de Helix aspersa durant la période d’exposition au cadmium (m + SD ;
n=4). Les moyennes d’un méme traitement suivies d’'une méme lettre en minuscule
ne sont passignificativement différentes, tandis que celles d’un méme temps suivi
d’une méme lettre enmajuscule ne sont pas significativement différentes, p> 0,05.
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Traitement Durée d’exposition (heures)

24h 48h 72h

Témoin 1,880 + 0,00862 b| 1,9610 + 0,0706 b| 2,1072 + 0,0567 a
C C C

Dose 15 mg 2,0303 +£0,0717 b | 2,0998 + 0,0036 a| 2,3227 + 0,0323 ¢
B B B

Dose 25 mg 2,3238 £0,0504 b| 2,3244 £0,0474b| 2,6270+£0,1131a
A A A

Tableau 13 : Activité spécifique de la CAT (uUM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’hépatopancréas de Helix aspersa durant la période d’exposition au cadmium (m + SD ;
n=4).Analyse de la variance a deux critéres de classification (traitement/temps).

Source de DDL SCE CM Fobs P
variation
Traitement 2 1,9499 0,597496 138,32 0,000***
Temps 2 0,51210 0,256052 59,28 0,000***
Interaction 4 0,02607 0,006517 1,51 0,228
traitement/temps
Erreur résiduelle 27 0,11663 0,004320
Total 35 1,84979

* Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)

Tableau 14 : Analyse de la variance a un seul critere de classification (traitement) de
I’activitéspécifique de CAT (uM/mn/mg de protéines) au niveau de 1’hépatopancréas de
Helix aspersa durant la période d’exposition au cadmium de 24 heure (m = SD ; n=4).

Source de variation | DDL | SCE CM Fobs P
Traitement 2 0,40751 0,20375 40,48 0,000***
Erreur résiduelle 9 0,04530 0,00503

Total 11 0,45280

* Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)
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Tableau 15 : Analyse de la variance a un seul critere de classification (traitement) de
I’activitéspécifique de CAT (uM/mn/mg de protéines) au niveau de I’hépatopancréas de
Helix aspersa durant la période d’exposition au cadmium de 48 heure (m £ SD ; n=4).

Source de DDL | SCE CM Fobs P
variation

Traitement 2 0,26802 0,13401 55,58 0,000***
Erreur résiduelle | 9 0,02170 0,00241

Total 11 0,28972

* Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)

Tableau 16 : Analyse de la variance a un seul critére de classification (traitement) de
I’activité spécifique de CAT (UM/mn/mg de protéines) au niveau de 1’hépatopancréas
de Helix aspersadurant la période d’exposition au cadmium de 72 heure (m + SD ; n=
4).

Source de DDL | SCE CM Fobs P
variation

Traitement 2 0,54553 0,27277 49,46 0,000***
Erreur résiduelle | 9 0,04963 0,00551

Total 11 0,59516

* Significatif (P< 0,05). ** tres significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)

Tableau 17 : Analyse de la variance a un seul critere de classification (temps) de
I’activité spécifique de la CAT (UM/mn/mg de protéines) au niveau de I’hépatopancréas
de Helix aspersapour le lot ttmoin (m £ SD ; n= 4).

Source de DDL | SCE CM Fobs P
variation

Temps 2 0,10612 0,05306 10,19 0,005**
Erreur résiduelle | 9 0,04686 0,00521

Total 11 0,15298

* Significatif (P< 0,05). ** tres significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)
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Tableau 18 : Analyse de la variance a un seul critere de classification (temps) de
I’activité spécifique de la CAT (UM/mn/mg de protéines) au niveau de I’hépatopancréas
de Helix aspersapour le lot des espéces traitées avec une dose de 15 mg de cadmium (m
+SD ; n=4).

Source de DDL | SCE CM Fobs P
variation

Temps 2 0,266467 0,13323 72,19 0,000***
Erreur résiduelle | 9 0,01661 0,001285

Total 11 0,28307

* Significatif (P< 0,05). ** trés significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)

Tableau 19 : Analyse de la variance a un seul critére de classification (traitement) de
I’activité spécifique de CAT (UM/mn/mg de protéines) au niveau de 1’hépatopancréas
de Helix aspersapour le lot des espéces traitées avec une dose de 25 mg de cadmium
(m+SD; n=4).

Source de DDL | SCE CM Fobs p
variation

Temps 2 0,24523 0,12261 20,94 0,000***
Erreur résiduelle | 9 0,05269 0,00585

Total 11 0,29792

* Significatif (P< 0,05). ** tres significatif (p< 0,01). *** hautement significatif (P< 0,001)
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I11. Discussion

La préservation de la qualité des sols est devenue une préoccupation majeure des
pouvoirs publics au méme titre que la protection des milieux aquatiques et aériens. Il
est impératif de développer des techniques analytiques capables de détecter plusieurs
polluants (Gimbert et al., 2006 ; Smith et al., 2020). De ce fait, l'utilisation des
paramétres biochimiques appelés biomarqueurs comme indicateurs de la qualité des
écosystemes a pris de I'importance (Soltaniet al., 2012 ; Boumaza, 2014 ; Johnson et
al., 2021). Ces biomarqueurs mesurent l'interactionentre un systeme biologique et un
agent environnemental et peuvent étre chimiques, physiologiques ou biologiques (Wo,
1999 ; Doe et al., 2019) ; leur validité tient a trois caractéristiques principales :
spécificité, sensibilité et préciosité (Amiard-Triquet et al., 1998

; Zhang et al., 2022). L'inhibition ou l'induction in vivo des biomarqueurs est un bon
outil environnemental pour évaluer [I'exposition et les effets potentiels des
xénobiotiques sur les organismes (Ozmen et al., 1999 ; Sturn et al., 1999 ; Kim et al.,
2023). La capacité d'un organisme de s'adapter a un environnement altéré par la
contamination anthropique dépend principalement des mécanismes de la détoxication

de divers composés endogénes (Parsons etal., 1998 ; Lee et al., 2022).

Les Glutathion S-transférases (GST : E.C.2.5.1.18) appartiennent a une super famille
d’enzymes de métabolisation de phase Il multifonctionnelle essentiellement
cytosoliques (Ketterer et al., 1983 ; Smith et al., 2021), qui sont capables de lier de
maniére covalente ou non de nombreux composés hydrophobes qu’elles ne métabolisent
pas. Ceci a des fins de stockage, de séquestration ou de transport (certains xénobiotiques
ou leurs métabolites, des acides gras, des hormones stéroides) (George et Buchanan,
1990 ; Salinas et Wong, 1999 ; Hayes et al., 2005 ; Zhou et al., 2009 ; Lee et al.,
2023). Elles participent également a la biosynthese de molécules biologiquement actives
telles que les prostaglandines et les leukotrienes (Beckett et Hayes, 1993). Toutefois, la
fonction des GST la plus étudiée est leur capacité de catalyse la conjugaison d’un
tripeptide endogene polaire, le glutathion (constitué d’un acide glutamique, d’une
cystéine et d’une glycine), avec un grand nombre de composés comportant un centre
électrophile (Regoli et Principato 1995 ; Callaghan et al., 2002 ; Le Pennec et Le
Pennec, 2003 ; Van Der Oost et al., 2003 ; Cunha et al., 2007 ; Gismondi, 2012 ;

~31~



Discussion

Martinez-Alvarez et al., 2022) ; capables de réagir avec les macromolécules comme les
acides nucléiques (ADN et ARN) (Baussant et al., 2009).

Les GST sont des enzymes ubiquitaires trouvées parmi les bactéries (Ahmed Ali et
Babiker Hamza, 2015 ; Zhao et al., 2020) a I’homme (Anderson, 1998 ; Dandara et
al., 2002 ; Khanet al., 2015). Chez les bivalves, cette enzyme a été identifiée dans
plusieurs espéces telles que C. fluminea (Vidal et al., 2002), Ruditapes decussatus
(Hoarau et al., 2002), M. edulis (Yanget al., 2004), Ruditapes philippinarum (Revathy
et al., 2012 ; Umasuthan et al., 2012) et M. galloprovincialis (Kaaya et al., 1999 ;
Martins et al., 2014). Chez les gastéropodes, les GST ont été étudiées dans plusieurs
espéces, notamment Helix aspersa (Mosleh et al., 2022 ; AlSubiai et al., 2012),
Lymnaea stagnalis (Huang et al., 2021), Aplysia californica (Schroderet al., 2020), et

Pomacea canaliculata (Liu et al., 2023).

Nos résultats montrent une augmentation significative de l'activitt GST avec
l'augmentation de la dose de cadmium. Cela suggere une réponse adaptative des
escargots face a une exposition accrue a ce métal lourd. Cette réponse dose-dépendante
est cruciale car elle montre que plus leniveau de stress induit par le cadmium est élevé,

plus la GST est mobilisée pour neutraliser lescomposés toxiques.

L'élévation de l'activité GST observée dans notre étude est conforme aux recherches
précédentes indiquant que la GST joue un réle crucial dans la défense cellulaire contre
les dommages oxydatifs induits par des métaux lourds comme le cadmium (Shabbir et
al., 2022 ; Zhang et al., 2021). La GST catalyse la conjugaison du glutathion (GSH)
avec des composeés électrophiles, contribuant ainsi a la détoxification des produits de
peroxydation lipidique générés par le stress oxydatif (Franco et al., 2019). Cette
réponse enzymatique pourrait étre vue comme une adaptation physiologique visant a
réduire les effets délétéres des ROS (especesréactives de I'oxygéne) induits par le Cd
(Ali et Khan, 2018).

Nos résultats montrent que l'exposition au cadmium entraine une augmentation dose
dépendante de l'activité GST, atteignant un pic a une dose de 25 mg apres 72 heures.
Cela correspond a des études antérieures ou des doses croissantes de Cd ont conduit a

une elévation significative de l'activité GST dans divers organismes aquatiques et
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terrestres (Atli et Canli, 2020 ; Sureda et al., 2017). La nature dose-dépendante de cette
réponse souligne la sensibilité de Helix aspersa au cadmium, et la potentialité de cette
enzyme comme biomarqueur de la contamination par les métaux lourds (Spurgeon et
al., 2023).

Des études comparatives sur d'autres gastéropodes ont également démontré une
induction significative de la GST en réponse a I'exposition au cadmium. Par exemple,
chez les gastéropodes marins (Haliotis diversicolor supertexta) une augmentation de
I’activité GST dans les tissus du foie a été observée aprés exposition au Cd. Cette
augmentation est considérée comme une réponse a l'augmentation du stress oxydatif
induit par le cadmium, permettant ainsiune meilleure gestion des dommages cellulaires
(Liu et al., 2007). Une étude sur I'escargot terrestre Helix aspersa exposé au cadmium a
révélé une augmentation de l'activité GST dans les tissus du foie et des glandes
digestives. Cela montre que ces gastéropodes augmentent leuractivité de détoxification
en réponse a une exposition accrue aux métaux lourds (Radwan et al., 2010). De plus
une expérience a montré que l'exposition au cadmium et au cuivre entrainait une
augmentation de l'activité GST dans les tissus du foie de Biomphalaria alexandrina un
gastéropode d'eau douce. L'activité GST accrue était une réponse adaptative pour gérer le

stressoxydatif et neutraliser les métaux lourds (Rashed, 2011).

L’augmentation de I’activité GST avec 1’augmentation de la concentration de cadmium
et de ladurée d’exposition met en évidence le potentiel adaptatif de Helix aspersa. Ces
résultats sont cruciaux pour la bio-surveillance environnementale, car ils démontrent que
I’activité GST peutservir d'indicateur précoce de la contamination par les métaux lourds
(Cossu et al., 2000). En outre, les variations observées a différentes concentrations et
durées d’exposition suggerent quela GST pourrait étre utilisée pour évaluer la toxicité
sublétal des polluants métalliques et leur impact a long terme sur les organismes non-

cibles (Livingstone, 2001).

L'analyse de l'activité de la glutathion S-transférase (GST) chez les escargots Helix
aspersa exposés a différentes concentrations de cadmium révele des réponses
adaptatives variées, influencées non seulement par la dose, mais aussi par le temps

d'exposition. L'activité GST reste stable au fil du temps dans le lot témoin, une
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observation qui confirme I'absence de stressinduit par le cadmium. Cette stabilité permet
de maintenir une homéostasie enzymatique sans nécessiter une mobilisation
supplémentaire de GST pour la détoxification. Des études antérieures montrent que chez
les gastéropodes non exposés a des toxines, l'activité des enzymes de détoxification
demeure généralement constante. Par exemple, Al-Subiai et al., (2011) ont démontré
que l'activité enzymatique chez les gastéropodes en conditions non stressantes reste
relativement stable. Pour les escargots exposés a une dose de 15 pg/L de cadmium, une
augmentation significative de l'activité GST est observée avec le temps. Cela indique
une activation progressive des mécanismes de détoxification en réponse a I'exposition
continue au cadmium. Cette réponse adaptative est en accord avec les recherches
antérieurs, telles que celles d’Amiard-Triquet et al., (2013), qui montrent que les
gastéropodes augmentent leur activité enzymatique pour s'adapter a un stress
environnemental modéré. En revanche, les escargots exposés a 25 pg/L de cadmium, bien
que l'activité GST soit initialement plus élevée, elle n'augmente pas significativement
avec le temps. Cette absence de différence peut s'expliquer par plusieurs facteurs. Il est
possible que la GST atteigne un seuil de saturationa cette concentration, limitant ainsi
une augmentation supplémentaire de son activite. De plus, les escargots peuvent
développer une tolérance au cadmium, stabilisant leur réponse enzymatique apres une
phase initiale d'adaptation. Des études comme celle de Maria et al., (2014) ont observé

que les organismes peuvent atteindre un plateau dans leur capaciteé.

La catalase (CAT : EC 1.11.1.6) est une enzyme fondamentale pour la défense contre le
stressoxydatif, catalysant la décomposition du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene
La littératurescientifique abonde en études demontrant I'importance de la catalase dans
la protection cellulaire contre les especes réactives de I'oxygéne, comme le peroxyde
d'’hydrogene. Par exemple, des recherches ont montré que la catalase joue un réle crucial
dans I'élimination du peroxyde d'hydrogene, réduisant ainsi le stress oxydatif et
préservant l'intégrité cellulaire (Chance et al., 1979 ; Pisoschi et al., 2016). Cette
fonction en fait un biomarqueur essentiel pour évaluer les effets des contaminants
environnementaux sur la santé des organismes. Sont des hémoprotéines tétramériques,
chacune des sous-unités contenant un groupe héme avec un ion ferreux. Elles sont
largement répandues dans le régne animal, végétal et bactérien, et leur activité est

sensible & divers polluants et métaux lourds, qui peuvent perturber I'équilibre redox
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cellulaire (Almeida et al., 2007).

Des études soulignent que la catalase peut étre inhibée ou modulée par des contaminants
tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les polychlorobiphényles
(PCB) et certains pesticides, augmentant ainsi le stress oxydatif dans les tissus exposés
(Jebali et al., 2007 ; Gargouri et al., 2020). et les métaux (Labrot et al., 1996 ;
Balamurugan et al., 2007 ; Ralston et al., 2008 ; Flora et al., 2012).

L'utilisation de la catalase comme biomarqueur dans la bio-surveillance
environnementale est bien documentée, permettant d'évaluer les effets des contaminants
sur les écosystemes et la santé des organismes vivants (Bhandari et al., 2022). Son
activité peut varier significativementen réponse a I'exposition a différents niveaux de
pollution, offrant ainsi des indications précieuses sur la qualité environnementale et la

résilience des populations biologiques.

L’étude examine I’effet du cadmium sur I’activité enzymatique de la catalase (CAT) chez
Helix aspersa. Les variations de cette activité sont analysées en fonction du temps
d’exposition et de la dose de cadmium. Les résultats sont mis en perspective avec des
recherches récentes dans ledomaine de la toxicologie environnementale et la biochimie
des métaux lourds.

Chez les témoins, l'activité de la catalase (CAT) a montré une légere augmentation,
passant de1,880 + 0,00862 uM/min/mg de protéines au début de I’expérience a 2,1072 +
0,0567 uM/min/mg de protéines apres 72 heures. Cette augmentation, bien que modeste,
pourrait indiquer une adaptation physiologique normale aux conditions expérimentales.
Ce phénomeéne a été observé dans d’autres études ou des fluctuations mineures des
niveaux d'enzymes antioxydantes se produisent méme en l'absence de stress majeur,
suggérant une réponse adaptative a des changements environnementaux mineurs. Par
exemple, Una et al., (2018) ont montré que les niveaux de certaines enzymes
antioxydantes peuvent fluctuer chez les moules (Mytilus galloprovincialis) en réponse a

de légers stress environnementaux.

Les résultats montrent que les individus exposes a des doses de cadmium présentent des

augmentations significatives de I'activité de la CAT. Par exemple, ceux exposés a 25 mg
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de cadmium ont atteint une activité enzymatique de 2,6270 = 0,1131 uM/min/mg de
protéines apres 72 heures. Cette augmentation peut étre due a la production accrue de
peroxyde d'hydrogéne induite par le cadmium, nécessitant une réponse adaptative pour
neutraliser ces especes réactives de I'oxygéne. Des études similaires ont documenté des
augmentations significatives de l'activité de la CAT en réponse a l'exposition au
cadmium, suggérant un mécanisme de défense commun contre le stress oxydatif induit
par les métaux lourds. Zhang et al., (2019) ont observé des augmentations similaires de
I'activité de la CAT chez des poissons exposés au cadmium, soulignant des réponses
adaptatives similaires a travers différents organismes. Une étude sur les moules Mytilus
galloprovincialis a montré une augmentation de I'activité de la catalase en réponse a
I'exposition au cadmium, soulignant un mécanisme similaire de défense contre le stress
oxydatif (Dong et al., 2020).

De plus nos résultats indiquent un effet dose-dépendant clair : les individus traités avec
une dose de 25 mg de cadmium montrent une activité catalasique significativement plus
élevée que ceux exposes a 15 mg ou non exposés (témoins). Cette différence dose-
dépendante est cohérente avec d'autres études montrant que des doses plus élevées de
cadmium induisent généralement des niveaux plus élevés de stress oxydatif et, par
conséquent, une réponse enzymatique plus prononcée de la part de la catalase (Jiang et
al., 2019). La méme chose Gaoet al., (2017) ont également observé des augmentations
dose-dépendantes des niveaux d'enzymes antioxydantes chez des escargots terrestres
exposés a différentes concentrations de métaux lourds, soulignant un mécanisme de

défense similaire contre le stress oxydatif.

L'analyse temporelle de cette étude révéle des variations significatives de l'activité
catalasique au fil du temps, avec une augmentation progressive jusqu'a atteindre un
plateau a 72 heures. Cette dynamique temporelle indique une adaptation progressive de
I'organisme exposé, ajustant son activité enzymatique pour répondre aux exigences
changeantes du stress oxydatif induit par le cadmium. Des recherches récentes

corroborent ces observations.

Par exemple, Ahmed et al., (2021) ont montré que I'exposition au cadmium chez les
poissons zébres entraine une augmentation de l'activité de la catalase, atteignant un

maximum aprés 72 heures, ce qui indique une réponse adaptative au stress oxydatif. De
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méme, Wang et al., (2022)ont observé chez des crustacés marins exposes au plomb une
augmentation progressive de l'activité de la catalase sur une période de 96 heures,
suggerant un mécanisme de défense enzymatique contre I'accumulation de radicaux
libres. Une étude de Chen et al., (2020) sur des mollusques a également montré une
élévation graduelle de I'activité de la catalase en réponse a l'exposition au mercure,
atteignant des niveaux maximaux apres 48 heures d'exposition avant de se stabiliser,

indiguant une adaptation enzymatique pour gérer le stress oxydatif continu.

De plus, les travaux de Banaee et al., (2019) ont montré une augmentation similaire de
I'activitéde la catalase chez Galba truncatula exposé au cadmium et au diméthoate. Des
études sur Theba pisana, Helix aspersa et Perna canaliculus (Radwan et al., 2010 ;
Abdel-Halim et al., 2013 ; Chandurvelan et al., 2013) confirment également ces
observations. Les recherches de Kheneet al., (2017) ont constaté que les nanoparticules
de ZnO augmentaient le niveau de catalase dans la glande digestive de I'escargot d'eau
douce Lymnaea luteola. Ali et al., (2012 et 2015) montrent des résultats similaires

observés chez la méme espéce exposée au TiO> (Ali et al., 2015).

Ces exemples renforcent l'idée que l'augmentation temporelle de I'activité catalasique
est une réponse physiologique commune chez divers organismes exposes a des métaux
lourds, permettant de neutraliser les effets néfastes des radicaux libres et de maintenir

I'homéostasie cellulaire.
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Cette étude permis de mettre en lumiére les effets physiologiques et biochimiques du
cadmiumsur l'escargot Helix aspersa, un bioindicateur de pollution environnementale.
Les resultats obtenus démontrent que Il'exposition au cadmium entraine des
modifications significatives de l'activité enzymatique dans I'hépatopancréas de ces

especes.

En effet, I'analyse de l'activité de la Glutathion S-transférase (GST) et de la catalase
(CAT) a révélé une augmentation notable en réponse au cadmium. Cette augmentation
est dose dépendante et liée a la durée d'exposition, suggérant un mécanisme adaptatif de
détoxification chez Helix aspersa pour contrer les effets oxydatifs du cadmium. Ces
enzymes jouent un réle important dans la neutralisation des espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) et dans la protectiondes cellules contre les dommages oxydatifs, sans
oublier leur importance comme biomarqueurs dans les études de pollution

environnementale.

De plus, I'étude a également mis en évidence l'importance de la surveillance et de
I'évaluation continue des environnements contaminés par des métaux lourds comme le
cadmium. L'utilisation de Helix aspersa comme bioindicateur s'est avérée efficace pour
détecter les variations dans les niveaux de pollution et pour évaluer les impacts

écotoxicologiques sur les écosystemes.

En conclusion, il serait pertinent d’approfondir les recherches sur d’autres biomarqueurs
et d’étendre les études a différents types de polluants pour une meilleure compréhension
des mécanismes de détoxication chez Helix aspersa et d’autres espéces bioindicatrices.
Cela permettrait de renforcer les stratégies de protection des écosystéemes contre les

différents typesde pollution.
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Résumé

Le cadmium est un métal lourd écotoxique répandu dans I'environnement, présentant des risquespour la santé humaine et les écosystémes. Cette
étude vise a évaluer I'effet toxique du cadmium sur les paramétres physiologiques et biochimiques chez une espece bioindicatrice de la pollution

environnementale, Helix aspersa.

Notre expérimentation a été réalisée sur 48 escargots répartis en trois lots : un lot témoin et deux autres lots traités au cadmium a des doses de 15

mg et 25 mg respectivement, sur une période de 72 heures.

Les résultats obtenus montrent un effet toxique du cadmium sur l'activité des enzymes antioxydantes dans I'hépatopancréas des escargots. Une
augmentation significative de l'activité dela GST et de la CAT en réponse au cadmium a été observée, indiquant une adaptation physiologique des

escargots pour contrer le stress oxydatif induit par le Cd. Cette augmentation est proportionnelle a la dose et a la durée d'exposition.

L’étude démontre que Helix aspersa peut étre utilisé efficacement comme bioindicateur pour la surveillance de la pollution par les métaux lourds

et confirme le role des enzymes GST et CAT comme biomarqueurs de la pollution environnementale.

Mots clés : cadmium, Helix aspersa, espece bioindicatrice, escargot, Glutathion S-transférase, catalase, effet toxique.

Abstract

Cadmium is a widespread ecotoxic heavy metal in the environment, presenting risks to human health and ecosystems. This study aims to
evaluate the toxic effect of cadmium on physiological and biochemical parameters in a bioindicator species of environmental pollution, Helix
aspersa.

Our experiment was conducted on 48 snails divided into three groups: a control group and two groups treated with cadmium at doses of 15 mg

and 25 mg respectively, over a period of 72 hours.

The results obtained show a toxic effect of cadmium on the activity of antioxidant enzymes in the hepatopancreas of the snails. A significant
increase in the activity of GST and CAT in response tocadmium was observed, indicating a physiological adaptation of the snails to counteract
the oxidative stress induced by Cd. This increase is proportional to the dose and duration of exposure.

The study demonstrates that Helix aspersa can be effectively used as a bioindicator for monitoringheavy metal pollution and confirms the role of
GST and CAT enzymes as biomarkers of environmental pollution.

Keywords : cadmium, Helix aspersa, bioindicator species, snail, Glutathione S-transferase, catalase, toxic effect.
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