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Neurotoxic and Lipidic peroxidation effect of metal dust and Cadmium on Helix aspersa

Abstract. In this study we were interested in the evaluation of the impact of the metal dust collected on the level of the
iron and steel complex of EL-Hadjar and the Cadmium which is regarded as the most toxic pollutant, most widespread
in the environment of the zones to strong human activities and their effects on organizations bioaccumulator and bio
indicator of pollution Helix aspersa. With regard to the bio markers we highlighted a reduction in the AChE activity on
the level of the head. In addition, the exposure of Helix aspersa to metal dust and Cadmium induces a lipidic
peroxidation with release of (MDA).

Key Words: Helix aspersa , dust metal, Cadmium, bio markers, pollution, MDA, AChE , bio-accumulation,
digestive gland , kidney.

Résumé. Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 'évaluation de l'impact des poussieres métalliques
recueillies au niveau du complexe sidérurgique d’EL-Hadjar et du Cadmium qui est considéré comme le polluant le
plus toxique, le plus répandu dans 'environnement des zones a fortes activités humaines et leurs effets sur des
organismes bioaccumulateurs et bio indicateurs de pollution Helix aspersa. En ce qui concerne les biomarqueurs nous
avons mis en évidence une diminution de I'activité AChE au niveau de la téte. D’autre part, I'exposition d' Helix
aspersa aux poussieres métalliques et au Cadmium induit une peroxydation lipidique avec libération de (MDA) au
niveau des deux organes choisis.

Mots clés: Helix aspersa, poussieres métalliques, Cadmium, bio marqueurs, pollution, MDA, ACHE,
bioaccumulation, hépatopancréas, rein.
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Introduction

Les composés métalliques et organiques peuvent avoir des effets moléculaires indirects dus
a la formation d’especes d’oxygene réactives qui sont potentiellement préjudiciables pour I’intégrité
de certains compartiments cellulaires. Le stress oxydant correspond a I’ensemble des effets néfastes
liés aux formes actives de I’oxygeéne (FAO) (Coeurdassier, 2001). Les FAO dérivent de 1’oxygene
moléculaire (O;) par réduction ¢électronique univalente (radical superoxyde O,°7) divalente
(peroxyde d’hydrogéne H,0,) ou trivalente (radical hydroxyde OH"). Les oxyradicaux sont produits
continuellement par les systémes biologiques et les mécanismes responsables de leur production et
impliquent des molécules endogeénes ou des molécules exogenes (Ribera, 1998). Au cours de la
phase I du métabolisme des polluants, les enzymes microsomiques (en particulier les MFO a
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 a la formation directe de métabolites radicalaires capables
d’activer I’oxygene pour produire O,°" ou H,O, (figure 16). Parmi les polluants organiques qui
répondent & ce mécanisme, on peut citer les hydrocarbures polycycliques, les organohalogénés ou
certains herbicides comme le paraquat (Ribera, 1998). Certains métaux peuvent également induire
la formation de FAO en cassant la liaison O-O de la molécule de peroxyde d’hydrogéne (Aust et
Thomas, 1985; Winston et D1 Giulio, 1991).

Des investigations sur les effets des polluants sur le métabolisme énergétique ont €té menées. La
diminution des réserves de glycogeéne est une réponse notée chez plusieurs gastéropodes pulmonés
exposés a des insecticides et des carbamates, une stimulation de I’activité enzymatique d’hydrolyse
des polysaccharides et une réduction de la teneur en glycogéne dans certaine organes des
gastéropodes pulmonés exposés a I’hexachlorobenzeéne ont été observés (Coeurdassier ,2001).

Le modéle central de cette étude est I'escargot Petit Gris Helix aspersa, Connu pour ses capacités a
accumuler les contaminants a des concentrations importantes dans ses tissus, Herbivore et
détritivore, ce mollusque gastéropode pulmoné est exposé aux pollutions des sols, des végétaux et
de I'atmosphére et représente de ce fait un modele intégrateur complémentaire des organismes sous-
terrains comme les annélides ou les organismes a régime strictement herbivore ou détritivore. Peut-
étre parce qu'il entre dans le régime alimentaire de 'Homme, Il est considéré comme 'un des
maillons de la chaine trophique, il est la proie de nombreux prédateurs tels que les mammiferes,
oiseaux et peut donc étre a I’origine de transferts des polluants (contaminants) (Grara et al.,2012).
L’objectif de ce travail est d'étudier les effets du stress oxydant induit par les poussiéres métalliques
et du Cadmium pris isolément Helix aspersa a travers 1’évaluation de ’effet neurotoxique et le
biomarqueur de peroxydation lipidique.

1) Matériel et Méthodes

1-1 Matériel Biologique

Le matériel biologique utilisé est un gastéropode terrestre: 1’escargot Helix aspersa collecté de la
région de Guelma (zone non polluée) (Nord - Est Algérien).Les escargots de Poids moyen de 8,5 +
0,15g) sont ¢levés dans les conditions d’environnement optimales suivantes : Photopériodes 18h
de lumiere / 24h, température (20 £ 2°C), hygrométrie de 80 a 95% aliment en farine de blé, Ils sont
réparties dans des boites de polystyréne transparents (23,5 x 16,5 x 10,5 cm) avec couvercle
perforé, chaque boite contient une éponge mouillé pour maintenir ’humidité. L’alimentation est
fournie dans des boites de pétri réguliérement tous les 3 jours (Gomot, 1997 ; Coeurdasier et al.,
2001).

1-2-Matériel chimique :
1-2-1-Les rejets métalliques :
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Les poussieres métalliques utilisées dans notre étude ont été collectées au complexe sidérurgique
d’EL-Hadjar Annaba, Ce dernier se situe a 13Km de la ville d’Annaba sur la route N° 44 (Nord -
Est Algérien) ; une analyse chimique par absorption atomique a été utilisée pour déterminer la
composition de ces poussicres. Cette analyse a déterminé la présence de 07 métaux lourds (métaux
lourds (Cu, Zn, Pb, Cr, Ni, Mn, Fe) comme l'indique le tableau 1.

Tableau 01 : Composition en ppm des poussiéres rejetées par I’aciérie électrique 1 (ACE 1) et ’aciérie
électrique 2 (ACE 2) du complexe sidérurgique d’El Hadjar) (Kleche, 2002).

Echantillon Cu Zn Pb Cr Ni Mn Fe

Poussiéres 3,70 240,00 24,00 10,00 1,20 320,00 3000,00
ACE1

Poussiéeres 7,00 480,00 62,40 12,00 1,30 540,00 3600,00
ACE 2
Total 10,70 720,00 88,40 22,00 2,50 860,00 6600,00

1-2-2-Chlorure de Cadmium (CdCly) : le Cadmium qui est considéré comme le polluant le plus
toxique, le plus répandu dans I’environnement des zones a fortes activités humaines « Panreac,
99% » .

1-3 Mode de traitement

Le traitement des animaux a été effectué¢ par addition des concentrations croissantes de poussieres
métalliques et Cadmium pris isolément dans ’alimentation (farine de blé¢) .Nous avons retenu 4
concentrations et un milieu témoin (100, 500, 1000, 1500 pg/g d'aliment). Les escargots sont

répartis en 10 lots de (5 escargots / lot.). Le traitement a duré¢ (28jours) pour les 10 lots
(Coeurdasier et al., 2001 et 2002).

1-4 Dissection et prélévement des organes

Aprés quatre semaine (28jours) de chaque traitement, les animaux sont sacrifiés aprés congélation
a (—=80°C) directement a la fin de traitement, sans jeun préalable qui pourrait modifier les niveaux
d'expression des molécules recherchées.Aprés dissection, les coquilles sont enlevées, les deux
organes (Hépatopancréas et rein) sont prélevés pour le dosage du (MDA) , lavés avec 1’eau
physiologique , La téte ensuite est prélevée pour le dosage de 1’acétylcholinestérase (AChE)
(Coeurdassier, 2001).

1-5-Parametres mesurés

Le malondialdéhyde (MDA) dans les deux organes est dosé selon la méthode de Draper & Hadley
(1990) basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide thiobarbiturique (TBA) et le
malondialdéhyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont I’intensit¢ de la coloration est
mesurée a une longueur d’onde de 532 nm.

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) dans la téte est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh) dont 1’hydrolyse
libere de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La thiocholine en présence de DTNB (acide 5,
5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont I’intensité est lue a une
longueur d’onde de 412 nm.

1-6- Analyse Statistique des résultats
Les résultats sont exprimés par la moyenne plus ou moins écart type (n = 3). Les résultats sont
comparés par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis, et les différences sont considérées
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significatives pour p < 0,05. Ce test est réalis¢ a l'aide du logiciel d'analyse de données Minitab
(Dagnelie, 1999).

1-7- Effet des rejets métalliques et du Cadmium

1-7-1- Effet des rejets métalliques sur le taux du malondialdehyde (MDA)

La figure 1 illustre les variations du taux de MDA au niveau de 1'hépatopancréas et du rein en
présence des poussieres métalliques, nous constatons qu’en présence des xénobiotiques, le taux de
MDA tend a augmenter d’une maniére dose — dépendante et trés hautement significatives entre le
taux de MDA pour les traités par les différentes concentrations avec (P<0.001) au niveau des deux
organes et ce toujours par rapport aux témoins.

1-7-2- Effet des rejets métalliques sur I'activité Acétylcholine Estérase

La figure 2 illustre les variations du taux de ’AChE au niveau de la téte des escargots, Nous
constatons qu’en présence des xénobiotiques, le taux d’acétylcholine estérase tend a diminuer
d’une maniere dose — dépendante. L’analyse statistique révele une différence trés hautement
significative par rapport aux témoins pour les traités par les différentes concentrations testées avec
(P<0.001).

700 -
600 - ]
500

400 OH
300 ORrR
200 -
2 ol (]
0 ‘ ;
Ong

100pg 500pg 1000pg 1500pg

Concentrations en poussiéres métalliques (ug/g)

MDA (uM/mg de protéines)

Figure 1: Evolution du taux de MDA en fonction des concentrations croissantes
en poussieres métalliques.

g 50
S 40 -
> 30 - -
£
£ 20 -
s -
210 -
T
g 0 —
Oug 100pg 500pg  1000pg  1500ug

Concentrations en poussiére métalliques(j.g/g)

Figure 2: Evolution du taux de I’AChE en fonction des concentrations croissantes
en poussieres métalliques.
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1-7-3- Effet du cadmium sur le taux du malondialdehyde (MDA)

La figure 3 illustre les variations du taux de MDA au niveau de 1'hépatopancréas et du rein en
présence du Cadmium, Nous constatons qu’en présence du xénobiotique, le taux de MDA tend a
augmenter d’une maniere dose — dépendante et trés hautement significatives par rapport aux

témoins avec (P<0.001).

1-7-4-Effet du cadmium sur I'activité Acétylcholine Estérase

La figure 4 illustre les variations du taux d’AChE au niveau de la téte des escargots en présence de
Cadmium, Nous constatons qu’en présence du xénobiotique, le taux d'acétylcholine estérase tend a
diminuer d’une manicre dose — dépendante et trés hautement significative par rapport aux témoins

avec (P<0,001).

600 -
500 - —
400 -
300
200 ~

100 ~ k‘

Oug 100pg  500pg  1000pug  1500ug

Concentrations en cadmium (ug/g)

OH
OR

MDA (UM/mg de protéine)

(=)

Figure 3: Evolution du taux du MDA en fonction des concentrations
croissantes en Cadmium.

60 -
50 A

30 A
20 ~
10

—

AChE(uM/mn/mg de protéines)

Opg 100pg 500pg 1000pg 1500pg

Concenrations en cadmium(g/g)

Figure 4: Evolution du taux de I’AChE en fonction des concentrations
croissante en Cadmium.

2- Discussion :
De nombreuses études ont montré que la plupart des métaux lourds sont considérés comme

de véritables agents toxiques, perturbant certains systémes enzymatiques et également les activités
métaboliques et physiologiques chez ’homme et I’animal (Iscan et al., 1994).
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Les métaux engendrent des radicaux oxygénés tels que le puissant radical hydroxyle OH toxiques
au niveau cellulaire qui sont a I’origine du phénoméne connu sous le terme plus général « stress
oxydatif », chez les mollusques les métaux lourds peuvent induire un état de stress général,
entrainant la réduction de leurs capacités d'adaptation a l'anoxie (Le Bras, 2007).

L’attaque radicalaire des membranes provoque des modifications de la perméabilit¢é membranaire
liées a la formation de peroxydes lipidiques (Lawton et Donaldson 1991). La lipoperoxydation
membranaire est une réaction en chaine qui se déroule en 3 étapes: (1) I’initiation correspond a
I’attaque d’un acide gras polyinsaturé par un radical libre. (2) la propagation c’est-a-dire la
peroxydation des phospholipides voisins et (3) la réaction cesse lorqu'une molécule picge les
radicaux libres (Coeurdassier, 2001) .Cette réaction conduit a la formation de produits cytotoxiques
et mutagenes de dégradation des acides gras comme les hydroperoxydes ou le malonedialdéhyde
(Alpha Jalloh et al., 2009; Dixit et al., 2001).

Dans la présente étude, la toxicité en poussieres métallique et en Cadmium est a 1'origine d'une
augmentation du taux de (MDA) qui est 1’aldéhyde actif principal de la peroxydation de 1’acide gras
poly insaturé des membranes. Le (MDA) est également un sous produit de la biosynthése de la
prostaglandine (Coeurdassier ,2001). Les ERO peuvent oxyder les lipides (Ercal et al., 2001;
Tweeddale et al., 2007).

La peroxydation lipidique est suivie d’un changement structural des membranes biologiques
(Bebianno et al., 2005) ou d’autres éléments contenant des lipides (Al-Mutairi et.al., 2007) . 11
s'ensuit une perte de la perméabilité et du potentiel de membrane, une inactivation des récepteurs et
des enzymes membranaires (Pampanin et al.,2005).Ces perturbations fonctionnelles peuvent aboutir
a la mort des cellules, Ainsi, la peroxydation lipidique est une source endogéne des dommages de
I'ADN ( Marnett, 2002).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Viarengo et al. (1990) qui ont étudié les effets toxiques

des métaux lourds sur la peroxydation des lipides chez Mytillus galloprovinciallis, ils mis en
évidence un niveau significatif de (MDA) apres exposition au Cuivre.
Chandran et al. (2005) ont mis en évidence une augmentation significative du taux du (MDA) chez
le gastéropode Achatina fulica aprés exposition au Cd et Zn, il en est de méme pour les travaux de
Salama et al. (2005) qui ont étudié les effets toxiques sur la peroxydation lipidique chez les rats
aprés exposition a certains pesticides. Ainsi, le traitement par les métaux lourds (poussicres et
Cadmium seul) est a 1'origine d'une peroxydation lipidique traduit par une augmentation du taux de
MDA.

L'autre enzyme ¢étudiée, est un biomarqueur de la neurotoxicité, a l'occurrence 1'AChE. Cette

derniére est impliquée dans la dégradation de I’acétylcholine au niveau des fentes synaptiques. De
son bon fonctionnement dépend donc un codage correct de I’information nerveuse transmise. Du
fait du caractere neurotoxique avéré de certains métaux lourds, il semble donc essentiel d’étudier les
effets d’une exposition a cet élément sur le systéme nerveux.
Le systeme cholinergique (dont le neurotransmetteur est 1’acétylcholine, I’enzyme de dégradation
est ’AChE et les récepteurs sont dits nicotiniques) joue un role important dans de nombreuses
fonctions neurocognitives (telles que la mémoire, I’apprentissage) ou encore dans les mécanismes
de contraction musculaire (tels que ceux intervenant dans la régulation du rythme cardiaque, des
mouvements péristaltiques lors de la digestion) (Barillet ,2007).

Nos résultats concernant I’évolution du taux de I’AChE lors des différentes expérimentations,
ont mis en évidence une diminution dose- dépendante de 1’activité de cette enzyme dés les plus
faibles concentrations de métaux. L’amplitude ainsi que la cinétique de cette réponse sont
influencées par la concentration en Cadmium et en poussicres métalliques testées (plus cette
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concentration augmente, plus I’amplitude de la réponse augmente. Il semblerait donc que ces effets
de Cadmium et de poussicres métalliques sur 1’activité de I’AChE soient liés a I’accumulation de
ces ¢léments dans les tissus (Barillet, 2007). L’inhibition observée lors des premiéres concentrations
des polluants peut s’expliquer, par I’instauration d’un stress oxydant dans le milieu intracellulaire
du fait de la présence des métaux. Cette inhibition oxydative de ’AChE a en effet été observée a
différentes reprises.

C’est notamment le cas de 1’étude d’Abou-Seif et al. (2003), portant sur I’évaluation des effets
induits sur certains paramétres biologiques au niveau du foie, des reins, de la rate et du cerveau de
rats a la suite d’irradiations y Cette étude (ayant entre autres consisté en un suivi des activités
AChE, SOD, GR, CAT et du glutathion total présent au niveau plasmatique) a notamment permis
de constater une inhibition progressive de 1’activit¢ AChE. Cette inhibition a été attribuée par les
auteurs a des phénomenes d’oxydation (notamment des groupements thiols) et a la formation de
ponts disulfures en réponse a la libération de radicaux libres au moment de I’irradiation. Cette
baisse de I’activit¢ AChE a également été corrélée a une chute importante des quantités de
glutathion total présent au sein du plasma sanguin. Pour expliquer cette corrélation, les auteurs
rappellent en effet que le glutathion est un agent antioxydant qui peut notamment prévenir les
phénomenes oxydatifs altérant des macromolécules telles que les enzymes et autres protéines. La
chute du glutathion observée ne serait donc pas sans lien avec I’inhibition marquée de
I’ Acétylcholinestérase (Barillet ,2007).

Cette hypothése d’une cause oxydative de I’inhibition de I’acétylcholinestérase est ¢galement
¢tayée par I’é¢tude de Schallreuter et al. (2004), Ces auteurs ont en effet étudi¢ les mécanismes
d’inactivation de I’AChE par le peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Ils concluent leurs travaux en
mentionnant le fait que les acides aminés impliqués dans les mécanismes d’oxydation sont les
tryptophanes 432 et 435 ainsi que la méthionine 436. L’altération chimique de ces trois acides
aminés conduit alors au déplacement ainsi qu’a la désorientation de I’histidine 440 du site actif de
I’enzyme, inactivant ainsi cette dernicre.

L’étude d’Antonio et al. (2003) relie également une inactivation de I’AChE a un stress oxydant
chez des rats exposés durant leur développement embryonnaire et foetal a des métaux lourds
(Cadmium et Plomb). Le marqueur de stress oxydant suivi dans le cadre de cette étude (I’activité
Catalase), de méme que le suivi de I’activit¢ AChE ont en effet permis d’établir un lien entre
I’instauration d’un stress oxydant (augmentation de I’activit¢ CAT cérébrale) et une altération du
systeme nerveux cholinergique (inhibition de ’activité AChE cérébrale).

Une autre hypothese permettant d’expliquer la modulation de I’activité de ’AChE a la suite d’un
stress métallique peut également étre formulée. Cette hypothése serait basée sur un changement
conformationnel de I’enzyme du fait de la présence d’ions libres métalliques dans 1’environnement
proche de I’enzyme. En effet, les régions codantes de I’AChE ont été séquencées chez de nombreux
modeles biologiques, vertébrés et invertébrés, tels que les insectes, les nématodes, les poissons, les
reptiles, les oiseaux et quelques mammifeéres dont I’homme (Soreq et Seidman, 2001). Ces résultats
vont dans le sens que ceux de Coeurdassier et al. (2001), qui étudié 1'activité de I’AChE chez des
escargots aprés exposition a un pesticide, le diméthoate a base d’organophosphorés et mis en
¢évidence une diminution de celle-ci. D’autres travaux appuient nos résultats, notamment ceux de
Radwan et al. (1992), qui ont mis en évidence une inhibition de 1’activité (AChE) aprés exposition
du gastéropode terrestre (theba pisana) aux pesticides (carbamates) ou encore Salama et al. (2005)
ont mis en évidence une inhibition de I’activité de I’AChE aprés exposition du gastéropode Helix
aspersa au carbofurane (pesticide).
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Conclusion

Cette étude montre 1'intérét de Helix aspersa comme espéce modele de gastéropode pulmoné
terrestre pour l'évaluation de la toxicité des métaux (poussieres métalliques et du cadmium) dans
des tests de laboratoire et pour la surveillance des milieux terrestres récepteurs en utilisant ces
organismes dans une démarche de bioindication active. Il apparait clairement que 1’espéce Helix
aspersa est un excellent bio-indicateur de la dégradation du milieu, elle est particulierement
sensible a une pollution par les métaux lourds cette sensibilité se manifeste par une augmentation
significative du taux de MDA et dans les deux organes avec une diminution significative du taux de
I'AChE au niveau de la téte.
De plus cette étude vient de confirmer l'intensité du caractére du Cd seul par rapport aux mélanges
de poussiéres métalliques. De ce fait une étude de bioaccumulation/bioconcentration de certains
métaux ¢étudiés et du Cd s'avere complémentaire et peut nous aider a €lucider cette différence de
toxicité.
De plus, comme ce sont des espeéces comestibles pour 'homme, il convient d”etre attentif sur
l'origine des escargots récoltés dans la nature car les bords de routes a grande circulation, les
voisinages d'usines ou la proximit¢ de décharges peuvent occasionner des concentrations
importantes en métaux dans leurs tissus, risquant alors de contaminer I'homme.
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