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Résumé Introduction. La tartrazine est un additif alimentaire azoique largement utilisé
dans les industries pharmaceutique, cosmétique, alimentaire et autres. Objectif. Evaluer
les effets de la tartrazine sur I'attitude a se déplacer et a se nourrir et les altérations
histologiques au niveau de I'appareil digestif et rénal, apres un traitement aigu, sur un
modele biologique I'escargot Helix aspersa. Matériel et Méthodes. Les escargots ont été
exposés par voie orale et par contact a la farine contaminée par ce colorant pendant 24
heures. Ils sont répartis en deux groupes de 20 animaux chacun. Le groupe témoin a été
nourri avec de la farine seule et le groupe expérimental avec de la farine traitée a la
tartrazine (200mg/g de farine). Résultats. L'observation du comportement a révélé des
effets inhibiteurs de la tartrazine sur la locomotion et la nutrition des escargots. Dans un
2°m temps, I'examen histologique des intestins, de ’hépatopancréas et des reins des
animaux traités a montré des structures tissulaires altérées avec une dégénérescence
avancée des tubules digestifs, du tissu conjonctif et des fibres musculaires lisses des
parois entourant les trois organes par rapport aux témoins. Conclusion. Cette étude
suggere qu’une exposition aigué a la tartrazine peut entrainer des troubles du compor-
tement (locomoteur et nutritif), en plus des lésions tissulaires. Par conséquent, I'étude
du comportement, appuyée par I’'examen des altérations histologiques chez H. aspersa
peuvent étre utilisés comme des biomarqueurs potentiels d’exposition a d'autres
colorants azoiques.

Mots clés: Colorant alimentaire, Tartrazine, Helix aspersa, Comportement, Histologie,
Intestins, Hépatopancréas, Rein

Abstract Introduction. Tartrazine is an azofood additive widely used in the pharmaceu-
cal, cosmetic, food, and other industries. Objective. To assess the effects of tartrazine
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on the attitude to move and to eat, and histological changes in digestive, and renal sys-
tem, after an acute treatment on a biological model the snail Helix aspersa. Material
and Methods. Snails were exposed orally, and by contact to flour contaminated with
this dye for 24 hours. Adult snails were divided into two groups of 20 animals each. The
control group fed flour alone. The experimental group was administered orally with
flour treated with tartrazine (200mg/g flour). Results. The observation of behaviour
revealed inhibitory effects of tartrazine on locomotion, and nutrition of snails. Histolo-
gical examination of intestines, hepatopancreas, and kidney of treated animals showed
altered tissue structures, with advanced degeneration of digestive tubules, connective
tissue, and smooth muscle fibers of the walls surrounding the three organs, in response
to tartrazine, compared to controls. Conclusion. This study suggests that acute exposure
to tartrazine may lead to disorders in locomotor, and nutritional behavior, in addition to
tissue alterations. Therefore, this study on behavior, supported by histological changes

in H. Aspersa can be used as potential biomarkers of exposure to other azodyes.
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Introduction

L'emploi des colorants de synthése et, notamment,
des produits azoiques dans l'industrie pharmaceu-
tigue, cosmétique, alimentaire et textile ne cesse
d’augmenter ces derniéres décennies, du fait de
certains avantages techniques et économiques. Ce-
pendant, la consommation d’'un grand nombre de ces
substances a favorisé I'émergence de nombreuses
manifestations cliniques [1-3], ce qui a suscité de la
méfiance, voire méme, de I'inquiétude pour certaines
d’entre elles [4], jugées comme étant douteuses [5-7]
ou dangereuses [8-10]. Ces azo-molécules peuvent
subir, dans l'organisme, des biodégradations, avec
I'apparition d’amines aromatiques et/ou leurs déri-
vés, dont les effets cancérigenes ont toujours été re-
doutés [11].

Certains azoiques sont plus incriminés que d’autres
et, particulierement, la tartrazine. Cette substance
présente un risque avéré d'hyperactivité chez I'enfant
[2], ainsi qu’une allergie intense sur une fraction de
consommateurs [12]. Elle présente, également, des
effets cancérigenes possibles, y compris ses résidus
de production [13, 14], mutagenes [15], neurotoxi-
ques potentiels, car commercialisable sous forme de
laque d'aluminium [1, 16], immunotoxiques [17], inhi-
biteurs de la respiration mitochondriale [18], sup-
presseurs de la reproduction [19] et d’éventuelles
malformations morphologiques et squelettiques [20-
22].

La tartrazine est autorisée par I’Autorité Européenne
de Sécurité des Aliments (AESA) et par le Comité
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Scientifique de I’Alimentation Humaine (CSAH).Mais,
certains pays I'ont interdite, comme les Etats Unis et
la Suisse. La dose journaliére acceptable (DJA) recom-
mandée [23] est de 0 a 10 mg/kg de poids
corporel/jour (Equivalent de 0 a 700 mg/j, chez un
homme de 70 kg). La tartrazine est un colorant jaune
artificiel, largement utilisé, pour teindre les bonbons,
les jus, les boissons aromatisées sans alcool, les
confitures, le chewing-gum, les gelées, la moutarde,
les sodas, les glaces et les cremes glacées, les
médicaments et les cosmétiques [24]. Cependant, ses
effets nocifs sur la santé restent a compléter, ce qui
laisse ouvert le champ d’investigation.

Dans ce contexte, nous avons estimé, par une étude
expérimentale, I'effet aigu de la tartrazinesur un mo-
dele biologique, I'escargot terrestre Helix aspersa.
Cette espéce de gastéropode est abondante dans la
région Nord-Est de I’Algérie et tres utilisée dans
I’évaluation de l'impact des xénobiotiques sur les
différentes fonctions physiologiques et comporte-
mentales [25-27]. Les escargots, comme H. aspersa,
sont réputés par leur capacité a accumuler différen-
tes catégories de contaminants chimiques dans leurs
tissus, particulierement, dans la glande digestive [27].
L'utilisation des altérations hépato-pancréatiques,
comme biomarqueurs d’exposition aux xénobiotiques
a été déja investie [28-31].

La tartrazine induit des perturbations du comporte-
ment et des altérations tissulaires aprés une expo-
sition prolongée ou répétée [32-35].

L'objectif de cette étude consiste en I'exploration des
troubles du comportement et des effets histologi-
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ques possibles sur le systeme digestif (hépatopan-
créas, intestins) et rénal, aprés un traitement aigu a
la tartrazine, chez H. aspersa.

Matériel et méthodes

Produits chimiques

La tartrazine (trisodium 5-hydroxy-1-(4sulfonatophe-
nyl)-4-(4-sulfonatophenylazo)-h-pyrazol3carboxylate,
numéro de CAS 1934-21-0) utilisée dans cette étude
est une poudre orange, provenant du marché
(Algérie).

Conduite de I'essai

Des escargots H. aspersa adultes sont collectés d’un
site non traité par les pesticides, situé dans la com-
mune de Draa El Rich de la Wilaya d’Annaba dans la
région Nord-Est d’Algérie. lls sont ensuite transférés
au laboratoire, ol ils sont adaptés aux conditions
controlées décrites par Gomot, [36] (température
20+2°C, photopériode 18h de lumiére/6h d’obscurité,
hygrométrie 80 a 90%) pendant deux semaines. lls
sont nourris exclusivement de farine de blé. Les 40
escargots choisis ont une masse moyenne de
13,21+0,3g. lIs sont répartis en 2 groupes de 20 ani-
maux chacun et maintenus dans des boites de poly-
styréne perforées de dimensions 25x13,5x16,5cm. Le
1°" groupe d’escargots, considéré comme témoin, est
nourri de farine seule. Le 2¢™groupe recoit de la fari-
ne traitée avec de la poudre de tartrazine en une do-
se unique de 200mg/g pendant 24h, sous des condi-
tions contrélées de laboratoire citées auparavant.

Estimation de la nourriture consommée

Le poids moyen de la farine fournie aux escargots au
début de I'essai (PMy) et celui de la farine, mesuré
apres 24 h (PM;) ont été évalués afin de déterminer
le poids moyen de la farine consommée (PMc) et, par
conséquent, le poids moyen de la tartrazine consom-
mée (PM-).

Effets sur les comportements locomoteur et nutritif
Au cours de I'exposition a la tartrazine, les effets de
I'additif testé ont été évalués sur les comportements
plus ou moins perturbés de H. aspersa. Certains
comportements peuvent étre observés, comme se
nourrir normalement ou fuir la nourriture, l'activité
des animaux (actif ou inactif) sur la nourriture. Ceci a
été déja rapporté par d’autres auteurs [37].

Etude histologique
Aprés ce traitement aigu, 4 spécimens choisis au ha-
sard dans chaque groupe, sont sacrifiés par décapita-
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tion et leurs organes (intestin, hépatopancréas, rein)
rapidement excisés pour |'étude histologique. Ces
organes sont fixés dans du liquide de Bouin [38] pen-
dant 3 jours. Les échantillons sont préparés aux ana-
lyses, aprés plusieurs étapes de ringage a I'eau démi-
néralisée, déshydratation dans des bains d’alcool, a
degré croissant et imprégnation dans un bain de pa-
raffine [39]. Ensuite, les échantillons d’organes sont
inclus dans la paraffine a I'aide de moules (barres de
Leuckart), puis sectionnés a une épaisseur de 6 um
par un microtome Leitz et collés sur des lames de
verre,avec de |'eau albumineuse. Aprés déparaffinage
et hydratation, les lames sont colorées a |'éosine-hé-
matoxyline [40]. Les lames préparées sont observées
au microscope (Leica DM LB2) photonique.

Résultats

Estimation de la nourriture consommée

Le Tableau I présente le PMc par les escargots traités
qui est environ 7,1-fois plus faible que celui des
témoins. Quant a la quantité de tartrazine moyenne
consommeée, elle est de 11,8 mg/Escargot/24h.

Tableau I. Poids moyen (mg) de la farine et de la tartra-
zine consommé par les escargots

Témoins Traités
PMo 1000 1000
PM: 581 941
PMc 419 59
PM+ 0 11,8

PMy : poids moyen de farine au début ; PM; : poids moyen a 24h ;
PMc : poids moyen consommé ; PM; :poids moyen de tartrazine
consommeé.

Effets sur les comportements locomoteur et nutritif
Les escargots, exposés pendant 24h a la tartrazine,
ont montré la perte de la chimioréception, ils ne sont
plus attirés par la nourriture, comparés aux témoins.
lIs n"arrivent plus a se déplacer et se réfugient dans
leurs coquilles, le diaphragme bombé, la saule pé-
dieuse recroquevillée et arrivent a peine a bouger,
méme aprés lavage du corps avec I'eau de robinet
(censée les faire sortir de leur coquille). lls ne mon-
trent aucune activité locomotrice et/ou nutrition-
nelle.

Histopathologie

La dissection des escargots, exposés au colorant
azoique, a montré une masse viscérale avec des
organes remarquablement hypertrophiés (Fig. 1b)
par rapport aux témoins (Fig. 1a).

Les cedemes observés sont visibles a I'ceil nu, particu-
lierement, au niveau des intestins (Fig. 2b et c) par
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comparaison aux témoins (Fig. 2a).

Fig. 1. Photographie de la masse viscérale
a. Escargots témoins. b. Escargots traités a la tartrazine montrant
des cedémes visibles au niveau des intestins.

nectif. Les cellules digestives constituent la principale
composante cellulaire de I'épithélium des tubules de
la glande digestive et sont, relativement, polymor-
phes, selon le stade de la digestion [41]. Apres expo-
sition au colorant, I'examen histologique de I’'hépato-
pancréas a montré une architecture tissulaire altérée
avec une dégénérescence avancée des tubules diges-
tifs (Fig. 4b et c), un élargissement de I'espace inter-
tubulaire connectif, des fibres musculaires trés en-
dommagées, une augmentation du foyer inflam-
matoire, notamment, au niveau de I'enveloppe con-
jonctive et musculaire entourant I'organe et la pré-
sence de débris musculaires.

Fig. 2. Photographie des intestins
a. Escargots témoins. b. et c. Escargots traités a la tartrazine

Une section histologique de l'intestin des escargots
témoins a révélé un tube de diamétre constant (Fig.
3a), dont la paroi est localement soulevée en replis,
de la lumiere a la périphérie, elle est formée d’un
épithélium simple et prismatique au sein duquel
alternent des cellules de revétement ciliées et des
cellules glandulaires, d’une tunique de tissu conjonc-
tif peu épaisse et de fibres musculaires lisses [41].

Aprés 24h de traitement, I'examen histologique de
I'intestin (Fig. 3b et c) a révélé un aspect tissulaire
global tres altéré, avec un décollement net de la cou-
che des fibres musculaires du tube digestif, des replis
moins prononcés, des dégénérescences visibles du
tissu conjonctif et des fibres musculaires lisses de la
paroi. Une section histologique de I’hépatopancréas
du groupe témoin est illustrée dans la Fig. 4a. Cette
coupe montre que le tissu de la glande digestive est
constitué, essentiellement, par la juxtaposition de
nombreux tubules digestifs de différentes formes et
tailles, séparés par I'espace inter-tubulaire. La lumie-
re des tubules est bordée par un épithélium simple,
associant plusieurs types cellulaires. Les tubules sont
maintenus cohérents par le tissu inter-tubulaire con-
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Une section histologique du rein (ou organe de
Bojanus) des escargots témoins est illustrée dans la
Fig. 5a. Cette coupe montre que la paroi rénale forme
de nombreux replis, soutenus par des axes conjonc-
tifs au sein desquels des lacunes hémolymphatiques
sont présentes. Les replis sont tapissés d’un épithé-
lium simple, prismatique, formé de cellules sembla-
bles les unes aux autres, les néphrocytes. Ces der-
nieres possedent un noyau basal associé a un cyto-
plasme chromophyle et leur région apicale est occu-
pée par une volumineuse vacuole contenant une con-
crétion d’acide urique. Au contact de la lumiéere réna-
le, la membrane porte une bordure en brosse peu
épaisse. L'uretere est sur une partie de son trajet
accolé au rein. La paroi de 'uretére est formé de re-
plis, plus au moins, développés dans sa région proxi-
male, elle comporte au contact de la lumiere un thu-
lium simple et cubique formé de cellules munies
d’une bordure en brosse apicale, I'épithélium repose
sur du tissue conjonctif associé a de rares fibres mus-
culaires lisses. L'uretére prend en charge |'urine pro-
duite [41]. Apres traitement a la tartrazine, I'examen
histologique de de I'organe de Bojanus (Fig. 5b et c)
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Fig. 3. Coupes histologiques des intestins de H. aspersa des groupes témoin et traité (aprés 24 heures
d’exposition a la tartrazine) colorées a I’éosine-hématoxyline

CG, cellule glandulaire; CR, cellule de revétement; fm, fibre musculaire lisse; Tc, tissu conjonctif. a. Escargot témoin,

non traité montrant un tube de diamétre constant, formé d’un épithélium au sein duquel alternent les cellules

glandulaires et les cellules de revétement, puis une tunique de tissu conjonctif et une couche de fibres musculaires

lisses. b. et c. Escargot traité avec 200 mg/g de tartrazine, montrant I’élargissement et le décollement net de la

couche des fibres musculaires du tube digestif (fleches) et perte partielle des replis de la paroi. Grossissement 400x
(a et b), grossissement 100x (c).

Fig. 4. Coupes histologiques de I’hépatopancréas de H. aspersa chez les groupes témoin et traité (aprés 24 h
d’exposition a la tartrazine) colorées a I’éosine-hématoxyline.

Ecm, enveloppe conjonctive et musculaire; CS, cellule sécrétrice ; CA, cellule absorbante ; T, tubule digestif (cercle) ; Tic,
tissu intertubulaire connectif ; L, lumiére du tubule; N, noyau; fm, fibre musculaire. a. Escargot témoin, non traité,
montrant la juxtaposition de nombreux tubules digestifs de formes et de tailles diverses. b. et c. Escargot traité avec 200
mg/g de tartrazine, montrant une dégénérescence des tubules digestifs (cercle), et du tissu intertubulaire connectif
(fleche) avec altération et inflammation avancée de I'enveloppe hépatopancréatique (fleche a deux pointes) et présence
de débrits cellulaires (pointe de fleche). Grossissement x400 (a, b et c).
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Fig. 5. Coupes histologiques du rein de H. aspersa dans les groupes témoin et traité (aprés 24 h d’exposition a la
tartrazine) colorées a I’éosine-hématoxyline
U, uretere (fleche a deux pointes);Ne, nephrocyte; Er, épithélium rénale; Eu, épithélium de I'uretére (cercle) ; L, lumiére; Rp repli de
la paroi; N, noyau ; Tc, tissu conjonctif ; fm, fibre musculaire. a. Escargot témoin, non traité, montrant des replis tapissés d’un
épithélium simple, formé de néphrocytes et I'urétre accolé au rein. b. et c. Escargot traité avec 200 mg/g de tartrazine, montrant
une inflammation avancée du tissu conjonctif rénal et de la paroi de I'uretere (fleche pointillée) avec décollement visible de
I’épithélium de I'uretére (fleche pleine) et présence de débrits cellulaires (pointe de fléche). Grossissement 100x (a, b et c)

a révélé une inflammation trés avancée du tissu con-
jonctif de I'ensemble des replis rénaux et celui de
I'uretére, en particulier, accompagnée d’'un décolle-
ment visible de I'épithélium de 'uretére et I'’envahis-
sement de la lumiére du tissu néphrotique par les dé-
bris cellulaires.

Discussion

Dans cette étude, les effets de la tartrazine, additif
tres utilisé en Algérie, ont été évalués sur le compor-
tement et les atteintes histologiques de H. aspersa.
Une dose de tartrazine, inférieure a la DJA chez un
homme de 70 kg, a été utilisée. Cependant, les escar-
gots n‘ont consommé qu’environ 1/17 de cette DJA.
Les troubles constatés sur le comportement locomo-
teur et nutritif des escargots suggérent des effets
neurotoxiques du colorant sur cette espece de gasté-
ropode. En effet, Osman [1] a rapporté que les colo-
rants azoiques inhibent les cholinestérases (enzymes
indispensables a la neurotransmission), en coupant
I"acétylcholine, qui est nécessaire a la transmission de
I'influx nerveux. De plus, des effets inhibiteurs similai-
res sur le comportement locomoteur des rats [42] ont
déja été rapportés.

De la méme maniere, la natation, |'orientation olfac-
tive et le coinportement explorateur sont affectés
par la prise de cet additif, chez les souris [43]. Cepen-
dant, Doguc et al., [44] ont rapporté que des ratons
exposés a plusieurs colorants, y compris la tartrazine,
présentaient une activité et une anxiétéconsidéra-
blement accrues. De méme, Kamel et El-lethey, [34]
ont montré qu’il existe un réel lien de causalité entre
la tartrazine et la modulation d'hyperactivité et
d'anxiété chez le rat.

Sur le plan histologique, le colorant alimentaire azoi-
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que provoque des atteintes tissulaires visibles. Nos
observations sont en accord avec celles de Ali et al.,
[45] qui ont rapporté des atteintes histologiques évi-
dentes au niveau du foie et des reins, lors d’une
exposition subchronique des rats a la tartrazine.
Raposa et al.,, [15] ont montré que la tartrazine et,
bien d’autres additifs alimentaires, contribuent a I'ac-
tivation dose-dépendante des processus inflamma-
toires chez les souris. Dans la méme optique, EI-Borm
et al., [46] ont rapporté la présence d’cedémes et le
déclenchement de phénomeénes inflammatoires au
niveau du cortex rénal et des hépatocytes, chez les
ovo-embryons de Gallus domesticus. Aussi, Leo et al.,
[47] ont observé que les colorants azoiques favori-
saient l'inflammation chez 'homme.

Les colorants alimentaires, comme tout xénobioti-
qgue, pénéetrent dans le corps de I'escargot par voie
orale et franchissent plusieurs barrieres avant d’at-
teindre les intestins, puis I’hépatopancréas, organe
de détoxification des xénobiotiques [48,49]. IIs peu-
vent étre réversiblement absorbés par I’hépatopan-
créas, puis sont détoxifiés et, finalement, excrétés
par les reins [50]. L’exposition aigue de H. aspersa a
la tartrazine a entrainé des altérations cytologiques
importantes au niveau de 'appareil digestif (intestins,
hépatopancréas) et excrétoire (reins). En effet, la dé-
térioration des cellules digestives entrainent, par con-
séquent, I'altération du tube digestif global, provo-
qguée par l'ingestion de I'azoique. Ces résultats sont
en accord avec ceux de Amin et al., [32] et Khayyat et
al., [9] qui ont constaté que la tartrazine, administrée
aux rats expérimentaux, est a I'origine de séveres al-
térations de leurs tissus hépatiques et rénaux. Nos ré-
sultats corroborent, également, avec ceux d’El-
Desoky et al., [51], qui ont rapporté, lors d’une étude
toxicologique chronique chez des rats, que la
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tartrazine contenue dans l'alimentation a entrainé
des atteintes histologiques du foie. Les mémes dégé-
nérescences ont été observées dans les hépatocytes
de cobayes exposés a cet additif [52]. Il en est de
méme pour Sasaki et al., [53], qui ont montré que les
colorants alimentaires azoiques, dont la tartrazine,
induisent des dommages de la molécule d’ADN, au
niveau hépatique et rénal. Par ailleurs, Himri et al.,
[54] ont noté des dégénérescences remarquables, au
niveau du foie et du rein, aprés un traitement sub-
chronique a la tartrazine. Quant a El Golli et al., [55],
ils ont prouvé que I'additif est capable d'induire, non
seulement, des lésions hépatiques et rénales, mais
aussi une hémato-toxicité et une immuno-toxicité,
chez le rat adulte, en modifiant I'équilibre global en-
tre les oxydants et les antioxydants. D’autre part, El-
Borm et al.,, [46] ont constaté que I'exposition a la
tartrazine des embryons de Gallus domesticus entrai-
nait des effets dégénératifs et inflammatoires sur les
deux organes. Les dommages structuraux visibles, en
réponse a l'absorption de cet azo-colorant, ont été,
aussi, mis en évidence par Elbanna et al., [35], non
seulement, chez les rats traités par la tartrazine au
niveau du foie, des reins, de la rate et de l'intestin
gréle, mais aussi, chez ceux traités par les métaboli-
tes de cet azoique. Les lésions observées sont le re-
flet du traitement par ce colorant ou de ces métabo-
lites. Cependant, la sévérité ainsi que la fréquence de
ces lésions intégrent les effets de nombreux facteurs,
comme la dose administrée, le temps d’exposition,
les facteurs génétiques et I'espéce considérée [56].

Conclusion

Au terme de ce bio-essai, nous pouvons conclure que
I'administration de la tartrazine, en dose unique de
200 mg pour seulement 24h, engendre des perturba-
tions du comportement et des anomalies visibles au
niveau du systéeme digestif et rénal de I'escargot H.
aspersa. Les altérations révélées a la dose testée sont
a compléter par les effets de I'exposition aux doses
répétées, ou aux coktails.

Il est évident que la tartrazine présente un risque
pour la santé. Ces données pourraient justifier une
tentative de limitation d’incorporation de ce colorant
dans nos aliments.

Conflit d’intéréts

Les auteurs déclarent n'avoir aucun conflit d'intérét
en relation avec cet article.
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