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Introduction

1. Etat de P’art

Depuis plusieurs décennies les activités humaines ont anthropisé tous les milieux
environnementaux et notamment les milieux aquatiques, qui sont les réceptacles de nombreuses
substances chimiques médicamenteuses ou environnementales. Surtout que, le 20°™ siécle a vu
I’avénement de la chimie de synthése. Ainsi et bien que présentant de nombreux avantages,
I’utilisation de ces nouvelles molécules a eu pour conséquence une pollution globale de

I’environnement.

Parmi les polluants, omniprésents dans I'environnement, les polluants organiques
persistants (POP), qui ont depuis plusieurs années attiré I’attention en raison de leur forte présence
dans tous les maillons de la chaine alimentaire. Ce sont des substances toxiques caractérisées par
leur persistance, leur aptitude a subir un transport a longues distances par l'air, 1'eau et par les
especes migratrices. En raison de leur longue demi-vie biologique, ces produits chimiques, sont
bioaccumulables chez le méme individu comme ils sont biamplifiables a travers les niveaux
trophiques (Martin et Alwyn, 2013). Les POP entrent dans la chaine alimentaire par différentes
voies, telle que le dépot sur les végétaux, l'ingestion par les animaux au paturage, ainsi ils se
concentrent dans les organismes occupant le sommet de la chaine alimentaire tel que I'Homme. Ce
dernier est fortement exposé aux POP, par la consommation d’aliments contaminés,

essentiellement d’origine animale.

La sécurité des aliments est devenu une préoccupation majeure qui a conduit les autorités a
évaluer leur qualité afin de réglementer la gestion des substances chimiques susceptibles d’y étre
introduites (La Merrill et Birnbaum, 2011; Martin et Alwyn, 2013). Dans ce cadre et depuis 1956,
I’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et 1’agriculture (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, FAO) et l'organisation mondiale de la sant¢ (OMS) ont
administré conjointement un comité mixte FAO/OMS d’experts scientifiques internationaux (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives: JECFA). Au début de son activité, ce comité a
concentré son travail sur l'évaluation de la sécurité des additifs alimentaires, par la suite, il s'est
intéressé également a 1'évaluation des contaminants chimiques, des composés toxiques naturels et
les résidus des produits vétérinaires présents dans les aliments. Le comité a évalué plus de 1500
composés, dont 40 contaminants et 90 résidus de médicaments vétérinaires (FAO Joint Secretariat

to JECFA, 2013). A 1'¢échelle Européenne, en Janvier 2002, il y a eu la création d'un organisme
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indépendant «autorité¢ européenne de sécurit¢ des aliments» (European Food Safety Authority,
EFSA). L'EFSA travaille en étroite collaboration avec de nombreuses agences scientifiques et
institutions des états membres de 1I’'union européenne (UE). Elle fournit, en toute indépendance,
des conseils scientifiques sur toutes les matic¢res ayant un rapport direct ou indirect avec la sécurité
alimentaire. Elle couvre tous les niveaux de la production alimentaire, de la production primaire a
la livraison au consommateur. L’EFSA prend également en charge 1’évaluation des risques au sein
de la chaine alimentaire et I’évaluation scientifique de toutes les matiéres en rapport avec
I’alimentation. L'avis de I'EFSA est utilisé par la commission Européenne, les états membres et le
parlement Européen (gestionnaires de risques), qui prennent des décisions pour 1’¢laboration d’une

législation adaptée sur la sécurité sanitaire des aliments.

Selon 'OMS un résidu ou un contaminant est toute substance chimique quelconque qui
persiste dans un milieu donnég, a faibles concentrations apres qu’elle-méme ou d’autres composés
lui donnant naissance aient été introduits, volontairement ou non, dans le dit milieu, et dont la
présence est de ce fait qualitativement anormale. Néanmoins, il est possible de faire une distinction
entre résidus et contaminants dans une denrée alimentaire. En effet un résidu provient de
I’administration intentionnelle d’une substance a un végétal ou a un animal. Cependant un
contaminant résulte de la présence non intentionnelle d’une substance dans un aliment (CIV, 2008).
2. Problématique

Le concept de I’approche bénéfice/risque 1ié¢ a I’alimentation est apparu vers les années
2000, (WHO, 1997 ; WHO, 2006; EFSA, 2006; Sirot et al., 2011; EFSA, 2015). Plusieurs aliments
tels que le poisson constituent une partie intégrante de la culture traditionnelle dans de nombreuses
populations comme pour les esquimaux. Il est estimé par la FAO qu’environ un milliard de
personnes dépendent du poisson comme principale source de protéines (EFSA, 2005). En outre le
poisson est considéré comme une source majeure en nutriments (acides gras mono- et polyinsaturés
y compris les omégas 3, vitamines liposolubles, protéines, sélénium, calcium...) indispensables au
fonctionnement physiologique « normal » de I’organisme (Rodier, 1991; Roegge et a/, 2006). Pour
ce fait de nombreux organismes ont recommandé la consommation du poisson a raison de 2 fois
par semaine soit 227g de poisson/semaine (Kris-Etherton et al., 2002). Néanmoins des données
toxicologiques suggerent, que le poisson, notamment les especes prédatrices, constituent un vecteur

de transfert des contaminants, y inclus les POP tes que les biphényles polychlorés (PCB), vers
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I'Homme. (Tilson et al., 1990; Roegge et al., 2006; Cocco et al., 2011). Par exemple il a été rapporté
que 95% de l'exposition humaine aux PCB se produit, principalement, par I’alimentation (Liem et
al., 2000) et que le poisson gras constitue le principale vecteur alimentaire (67%) des PCB vers
I'Homme, en raison de 67% (EFSA, 2005; Bergkvist et al., 2012). En outre une analyse détaillée
de la contribution des différents aliments dans 1'apport par voie d'ingestion en PCB-NDL, chez
I’Homme, a révélé que les produits de la mer contribuent par 38% chez les enfants, 42% chez les
femmes en age de procréer et 42% chez les adultes (Arnich et al., 2009).

L’anguille «A4nguilla anguilla L.» est I'une des espéces connues par son haut degré de
contamination par les PCB et les métaux lourds (ATSDR, 2000 ; Arnich et al., 2009). Cette espéce
constitue l'ingrédient principal de nombreux plats populaires tels que le kabayaki ou I'anguille
fumée consommés dans plusieurs pays européens, asiatiques et nord-américains (Tsukamoto et
Kuroki., 2014). Ainsi, ’anguille pourrait étre définie comme un aliment «vecteur» du transfert des
contaminants vers I’Homme et sa consommation constitue un risque toxique qu’il devient
nécessaire d’évaluer.

En effet, de nombreuse études ont démonté que les polluants détectés dans le muscle de
l'anguille tels que les métaux lourds et les PCB ont été identifiés, dans les liquides biologiques
humains, tels que le lait maternel et le sang, chez certaines populations connues par leurs
consommation fréquentes de cette ou d’autres especes de poissons contaminés (Harrad et al., 1999;
Orloff et al., 2003 ; Maes et al., 2007; Ennaceur et al, 2008, EFSA, 2010; Ferrante et al., 2010;
Tapieetal.,2011; Bjemo et al., 2013; Abdallah et al. 2014; Blanchet Letrouve et al., 2014; Quinete
et al., 2014; Malarvannan et al., 2014; Szlinder-Richert et al., 2014 ;Wohlfahrt-Veje et al., 2014).
3. Hypothése

Des ¢études ¢épidémiologiques ont révélé que les troubles du développement
neurocomportemental tels que l'autisme, le déficit de l'attention / hyperactivit¢é (TDAH) et la
dyslexie affectent de plus en plus d'enfants a travers le monde: 10-15% des naissances (Bloom et
al.,2010; Grandjean et al., 2014). D’autres études ont aussi montré que les foetus puis les nouveaux
nés sont exposés aux POP, en particulier pendant la gestation et I’allaitement (Jacobson et al., 1996;
Ennaceur et a/, 2008; Wohlfahrt-Veje et al., 2014). Etant donné que leur systéme de détoxification
est encore immature, cela les rend plus sensibles aux risques neurotoxiques induits par ces
xénobiotiques (Werbof et a/, 1963). Ainsi, une exposition précoce aux POP pourrait provoquer des

déficiences persistantes chez 1’individu lors de son développement, ou des atteintes dans les
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fonctions comportementales et cognitives. Il est également supposé que ces déficiences puissent
survenir durant des périodes tardives avec des risques neurotoxiques (Bouayed et al., 2009; Elnar
etal., 2012).

Notre hypothése serait que I’ingestion de certaines especes de poisson contaminés tel que
I’anguille, durant la période gestation et d’allaitement, présenterait un risque neurotoxique a court
et/ou a long terme en impactant le développement du cerveau.

4. Objectifs

L’objectif principal de ces travaux est d’évaluer, expérimentalement, les risques
neurotoxiques de 1’exposition gestationnelle et lactationnelle, chez un mod¢le murin, par la voie
d’ingestion, d’un poisson de type anguille « Anguilla anguilla» contaminé par une mixture de
contaminants, dont les PCB, sur le comportement, le développement et la cognition.

Plusieurs approches ont été envisagées

» Evaluer, a partir d’'une matrice poisson contaminé, péché dans deux endroits, la
concentration de certains POP et composés neurotoxiques,

» Evaluer le comportement de locomotion, d’activité générale, de résignation, chez les souris,
dont les meres ont été exposées durant la période gestation et d’allaitement aux anguilles
contaminées,

» Evaluer la capacité d’apprentissage et de mémorisation chez les souris de génération F1,
dont les mamans ont été¢ exposées durant les périodes de gestation et d’allaitement aux
anguilles contaminées par une mixture de polluants dont les PCB,

» Evaluer certains marqueurs du stress oxydant, et I’activité de 1’acétylcholinestérase, dans
trois régions cérébrales (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet), afin de déterminer la
sensibilité particuliere des différentes zones du cerveau, impliquées dans diverses fonctions

étudiées.
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I. Le systeme nerveux chez les vertébrés

Le systéme nerveux (SN) est spécialisé dans la conduction, la transmission et le traitement
des informations. Chez les vertébrés, d’un point de vue anatomique on distingue, le systéme
nerveux central (SNC) et le systéme nerveux périphérique (SNP). Le SNC est constitué, de haut
en bas, par I'encéphale (cerveau, tronc cérébral et cervelet) protégé par le crane et la moelle épiniere
protégée par la colonne vertébrale. Le SNP est en parfaite continuité avec le SNC, il comprend le
systéme nerveux somatique, qui gere les fonctions volontaires et le systéme nerveux autonome,

qui gere les fonctions végétatives.
1. Les éléments cellulaires du systéme nerveux
1.1. Le neurone

Les neurones sont des cellules nerveuses hautement différenciées, anatomiquement et
physiologiquement spécialisées dans la communication intercellulaire. Ils recoivent, traitent et
transmettent des informations codées sous la forme de messager chimique ou électrique. Chacun
d'entre eux est intégré dans des réseaux multiples, ordonnés et hiérarchisés chargés de recevoir ou
transmettre un signal ou de coordonner une fonction complexe. La transmission nerveuse se fait
par l'intermédiaire de plusieurs neurones qui sont en rapport les uns avec les autres par leurs
dendrites ou par l'articulation d'un axone avec les dendrites d'une ou de plusieurs cellules voisines.

La jonction entre les ¢léments de deux cellules constitue une synapse.

1.2. Les cellules gliales

Le tissu de soutien du systeme nerveux est formé par les cellules gliales. Elles assurent le
lien avec les vaisseaux sanguins et apportent les nutriments essentiels au fonctionnement
métabolique du systéme nerveux. Plusieurs types de cellules gliales peuvent étre distingués: les
astrocytes, les oligdendrocytes, les cellules microgliales et les cellules épendymaires. 1l existe

plusieurs catégories de cellules gliales selon leur position anatomique:
1.2.1. Les cellules gliales du systeme nerveux central
1.2.1. 1. Les astrocytes

Les techniques histologiques classiques ont permis de diviser les astrocytes en deux

classes:
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» classe de type 1: Elle est composée de cellules protoplasmiques qui sont localisées dans la
substance grise du systéme nerveux central. Leur corps cellulaire a un diamétre de 20 a 40
pm; il en part de nombreuses expansions radiaires, couvertes de varicosités. Les
prolongements peuvent se terminer sur des capillaires sanguins, formant ainsi «les pieds
vasculaires ».

» Classe de type 2: Elle est composée d'astrocytes fibrillaires qui sont localisés dans la
substance blanche, leur corps cellulaire est de 20um de diamétre. Leurs prolongements sont
longs et fins, trés peu ramifiés et rectilignes.

Une des caractéristiques essentielles des astrocytes est la formation d'une glie, limitant
autour de chaque vaisseau du systéme nerveux central et sur toute la surface du cerveau. Cette glia
est constituée de pieds astrocytaires plus ou moins larges, formant une lame basale du co6té des
cellules endothéliales ou des cellules de la pie mére. Ils constituent, ainsi, une frontiére vis a vis
des vaisseaux sanguins et des méninges. IlIs forment également une frontiére entre le systéme
nerveux central et le systetme nerveux périphérique. Ces cellules interviennent aussi dans le
maintien de l'intégrité du systéme nerveux central en formant avec des cellules endothéliales la
barriére hémato-encéphalique (BHE).

Dans des situations non physiologiques, les astrocytes ont également un rdle de
neuroprotection et de détoxification. Elles sont capables de capter les toxiques, et plus
particuliérement les métaux, par des récepteurs spécialisés, les métallothioneins, et de les
accumuler pour éviter une atteinte neuronale.
1.2.1.2. Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes forment la myeline. La myéline joue un réle nutritif et sert d'isolant
électrique pour l'influx nerveux, augmentant la vitesse de conduction du potentiel d'action. Les
oligodendrocytes sont localisés dans la substance blanche entre les fibres nerveuses
(oligodendrocytes interfasciculaires) et dans la substance grise en association étroite soit avec les
faisceaux de fibre my¢linisées soit avec les corps cellulaires des neurones (Edgar et Sibille, 2012).
Le role majeur des oligodendrocytes est donc de former et maintenir la myéline du SNC. Un
oligodendrocyte peut my¢liniser jusqu'a 60 axones (Edgar et Sibille, 2012).

De nombreuses études ont démontré que les modifications ou les altérations, qui touchent
les oligodendrocytes, pourraient causer plusieurs maladies telles que I'hyperactivité, 1'autisme, la

dépression, l'alzheimer et la schizophrénie (Aston et al., 2004; Aston et al., 2005).
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1.2.1.3. Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du SNC. Elles possedent la
propriété de s'activer rapidement en réponse a des changements pathologiques dans le SNC. Cette
activation est une étape clé dans la défense du parenchyme neuronal contre les maladies
infectieuses, une inflammation, un traumatisme, une ischémie, une tumeur cérébrale ou une
dégénérescence. Les cellules microgliales ont surtout un réle de phagocytose, mais elles peuvent
¢galement avoir d'autres fonctions dans la réparation des tissus et dans la régénération neuronale.
Elles peuvent détruire les micro-organismes envahisseurs et induire la cicatrisation en secrétant
des facteurs de croissance.
1.2.2. Les cellules gliales du systéme nerveux périphérique
1.2.2.1. Les cellules satellites

Les cellules satellites ont une fonction analogue aux astrocytes. Elles entourent les
neurones sensoriels et autonomes (Ferry et al., 2012).
1.2.2.2. Les cellules de Schwann

Elles assurent comme les oligodendrocytes, la myélinisation, des axones. Cependant, au
contraire des oligodendrocytes, les cellules de Schwann forment la gaine de myéline autour d'un
seul axone (Ferry et al., 2012).
2. Développement du systeme nerveux
2.1. Mise en place des grandes structures nerveuses

Chez I’espece humaine, le blastocyste, petite sphere creuse formée d’une centaine de
cellules issues de la division de 1’ceuf, s’implante dans la paroi utérine le 6™ jour aprés la
fécondation. C’est a partir d’un épaississement d’une petite portion de la paroi interne du
blastocyste que I’embryon va se développer. Son architecture, comme chez tous les vertébrés, est
déterminée par le processus de gastrulation, c’est-a-dire par 1’invagination de cellules externes
aboutissant a la formation d’un embryon a trois feuillets. A partir de la masse homogene des
cellules du blastocyste deux couches distinctes vont se différencier: I’ectoderme ou feuillet
externe, et I’endoderme ou feuillet interne. Un troisieme feuillet intermédiaire, le mésoderme,
apparait.

Au sein du mésoderme un ensemble de cellules, situées sur la ligne médiane sur toute la

longueur de I’embryon, s’individualise en une chorde dorsale qui enverra un signal induisant la
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neurulation, ¢’est-a-dire la transformation d’une partie des cellules ectodermiques sous-jacentes
en neuroectoderme destiné a donner le systéme nerveux.

Les mécanismes de la formation du tube neural paraissent trés semblables chez la plupart des
vertébrés, et la neurulation se déroule en quatre stades distincts qui se chevauchent dans le temps
et I’espace (figure 1) (Smith et al., 1997).

-L’ectoderme induit a la face dorsale de I’embryon s’épaissit et se différencie en une plaque
neurale.

-La plaque neurale s'allonge et se rétrécit par des phénomenes de modelage.

-Une modification de la forme des cellules de la région médiodorsale, associée a des forces
extrinséques exercées par 1’ectoderme, provoque une incurvation de la plaque neurale qui se creuse
en une gouttiere dont les bords latéraux se rapprochent et fusionnent sur la ligne médiane, dans la
future région du myélencéphale caudal chez I’Homme.

-Enfin, la fusion progressant de part et d’autre a la manicre d’une fermeture éclair, il se forme un
tube neural creux, ouvert aux deux extrémités, mais ces deux ouvertures, appelées neuropores, se
referment au cours de la quatriéme semaine (au 24°™ jour pour le neuropore antérieur et au 26°m°
jour pour le neuropore postérieur). La non fermeture du neuropore antérieur entraine
I’anencéphalie, mortelle en quelques jours apres la naissance chez ’Homme, tandis que I’absence
partielle de fermeture du neuropore postérieur se traduit par I’apparition d’une spina bifida.

En se séparant de I’ectoderme, le tube neural isole les cellules des crétes neurales groupées
en deux bandes longitudinales en position dorsolatérale. Le tube neural donnera naissance au
systéme nerveux central (encéphale et moelle épinicre), les crétes neurales au systéme nerveux
périphérique somatique (nerfs et ganglions) et végétatif (systetmes sympathique et
parasympathique).Une troisieme source de tissu nerveux est constituée par les placodes
sensorielles, au nombre de neuf a dix paires chez les vertébrés. Elles ont pour origine des
épaississements ectodermiques dans la région céphalique, et donneront les ganglions centraux des

nerfs craniens et les organes sensoriels de la téte.
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i

(A) (B) © (D)

Figure 1: Etapes de mise en place du systéme nerveux

(A) : stade plaque neurale; (B) : Formation du sillon neural ; (C) : début de la fermeture du tube neural; (D) : fin de

fermeture du tube neural.
2.2. Développement du cerveau
La multiplication des cellules neuroépithéliales entraine la dilatation de I’extrémité
antérieure du tube neural en une vésicule cérébrale primitive issue de la région antérieure élargie
de la plaque neurale. Cette vésicule se divise tres tot en trois vésicules appelées prosencéphale (ou
cerveau antérieur), mésencéphale (ou cerveau moyen) et rhombencéphale (ou cerveau postérieur),
qui constituent 1’ébauche du cerveau, tandis que la partie caudale reste grossieérement cylindrique
et donnera la moelle épiniére (figure 2).
Différenciation des vésicules primaires
» Différenciation du prosencéphale : Des diverticules apparaissent a la surface du
prosencéphale: latéralement les deux vésicules optiques ainsi que les ébauches de la rétine et
du nerf optique. En méme temps, apparaissent la courbure cervicale et la courbure céphalique,
dues a I’inflexion du tube neural. Au troisieme mois. Le prosencéphale se partage en une
vésicule antérieure ou télencéphale, comprenant une région moyenne et deux expansions

latérales, les futurs hémisphéres cérébraux, et une vésicule postérieure ou diencéphale.
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Au niveau du télencéphale deux territoires distincts sont formés: le cortex cérébral et le
télencéphale basal. Les bulbes olfactifs proviennent du bourgeonnement des nouvelles
vésicules télencéphaliques. Les axones des neurones du télencéphale constituent
progressivement le corps calleux, la substance blanche corticale et la capsule interne. Des
structures comme les ganglions de la base ou I’amygdale font partie du télencéphale.

De méme, le diencéphale se différencie en deux structures : le thalamus et I’ hypothalamus.
Le cerveau antérieur représente entre autre le siege de la perception, de la conscience, de la
cognition, du mouvement volontaire.

Différenciation du mésencéphale : Le mésencéphale ne subit que des modifications mineures
lors du développement. Néanmoins, les fonctions du mésencéphale sont trés variées. Il est
impliqué notamment dans les systémes sensoriels et le contrdle du mouvement. De plus, cette
région contribue au passage de faisceaux de fibres trés importants, reliant le cortex cérébral et
la moelle épiniére.

Différenciation du rhombencéphale: Le cerveau postérieur se divise également en
métencéphale, qui formera, par la suite, la protubérance annulaire et le cervelet, et en
myélencéphale, futur bulbe rachidien, ces deux structures étant délimitées par la courbure pontique. Le
cerveau postérieur constitue, comme le cerveau médian, une voie importante de I’information
entre le cerveau antérieur et la moelle épiniere. Les neurones du cerveau postérieur contribuent
au traitement de 1’information sensorielle, au contréle du mouvement volontaire et a la

régulation de I’activité du systeme nerveux autonome
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(1) (2) Hémisphéres
cérébraux

(a)
Télencéphale
Troisiéme
Télencéphale ventricule Aqueduc cérébral ®)
Diencéphale
e
Meésencéphale o
Diencéphale . _
Mésencéphale LN Cervelet
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\\ ———— Moelle épinicre

Bulbe olfactif

Figure 2: Evolution de la vésicule cérébrale primitive en cerveau (Bear et al., 2010)
(1) : vésicule cérébrale primitive (2) : Organisation générale du cerveau (a) Vue dorsale (b) Vue médiosagittale (c)

Vue latérale

I1. Neurotoxicité développementale

Nous allons nous intéresser, dans cette partie, a la vulnérabilité du systéme nerveux central,
particulierement durant le stade de développement, a certaines substances chimiques dites
«neurotoxiquesy, incriminées dans la perturbation de son développement et menant a 1'altération,
parfois, irréversible et persistante de ses structures et ses fonctions.

1. Définition
La neurotoxicité développementale est définie comme étant une altération de 1’intégrité du

systéme nerveux central, par le changement de sa structure, sa chimie ou ses fonctions suite a
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'exposition, durant la période précoce de son développement (prénatal et postnatal), a certains

agents toxiques (chimiques, biologiques ou physique) (Dorman et al. 2001, EFSA, 2013(a)).

De nombreuses études incriminent des agents toxiques dans I’atteinte, des millions
d'enfants, a travers le monde, par les troubles de neurodéveloppement tels l'autisme, le déficit
d'attention, 1'hyperactivité et la dyslexie (Grandjean et Landrigan., 2014). Ces troubles semblent

affecter 10-15% de toutes les naissances dans le monde (Bloom et a/., 2010).
2. Principales causes de la neurotoxicité développementale

Les principales causes de I'épidémie mondiale actuelle «troubles du développement
neurologique» ne sont que partiellement comprises. L'implication des facteurs génétiques dans ces
maladies, ne dépasse guere 30 a 40%. Ainsi, les facteurs environnementaux, en interagissant avec
les prédispositions génétiques héréditaires seraient impliqués chez certains sujet atteints par les

troubles du développement neurologique (Grandjean et Landrigan, 2014).

Plusieurs études récentes ont démontré que les produits chimiques industriels, largement
disséminés dans l'environnement, sont des contributeurs majeurs a la pandémie globale silencieuse
de la toxicité neurodéveloppementale (Grandjean et Landrigan 2006). En effet le cerveau humain
est trés vulnérable aux xénobiotiques, surtout pendant la période de développement. Plusieurs
processus neurodéveloppementaux tel que la prolifération, la migration, et la différenciation
cellulaire contribuent a la formation des structures cérébrales, dans lesquels le nombre de cellules
et leurs emplacement approprié est nécessaire pour le bon fonctionnement du cerveau (Semple et
al. 2013). La perturbation des phénomenes de la prolifération, la migration ou la différenciation
cellulaire par des xénobiotiques pourrait avoir de profonds effets déléteres sur le cerveau en

développement (Costa et al., 2004) (figure 3).
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Figure 3: Présentation schématique des processus neurodéveloppementaux clés, chez I’humain,
durant la gestation jusqu’a I’age de 20 ans, en association avec I’évolution des volumes de la

maticre blanche et la matiére grise, au cours du temps. (Semple et a/.2013)

Il est envisageable d’avoir des variabilités considérables dans le timing de développement
des régions du cerveau.

Dans le systéme nerveux en développement, les neurotransmetteurs peuvent avoir d'autres
fonctions que la neurotransmission, comme la modulation de la prolifération, et la différenciation
cellulaire. Par ailleurs les neurotransmetteurs interagissent avec leurs récepteurs pour influencer la
formation de 1’architecture des différentes régions et des différents noyaux du cerveau (Nguyen et
al. 2001). Ainsi, toute substance toxique qui interfere avec la neurotransmission au cours du
développement peut causer des défauts permanents dans le SNC.

Plusieurs travaux ont rapporté que la densité neuronale du cerveau en développement est
supérieure a celle du cerveau mature, ce qui fait que l'apoptose, intervient pendant la période de
développement pour réguler cette densité (Giordano et Costa, 2012). Ainsi tout produit chimique
interférant avec le processus apoptotique peut déclencher la dégénérescence des neurones, qui
n'auraient pas di étre supprimés, comme il peut favoriser la survie des cellules qui auraient dues
subir l'apoptose (Giordano et Costa, 2012). De plus de toutes ces considérations liées au

développement des neurones, il est également évident que les cellules gliales (astrocytes,
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oligodendrocytes et microglie) joueraient un role important dans le développement du cerveau et

peuvent étre la cible des xenobiotiques (Nguyen, 2001).

Le role de la barriére placentaire s’avére insuffisant pour empécher le passage de
nombreuses substances chimiques depuis 1’organisme maternel vers I’organisme et le cerveau du
feetus. Durant la période d’allaitement, certaines substances lipophiles, surtout les POP, dont les
pesticides et les composés industriels halogénés comme les PCB sont accumulés, dans le tissu
adipeux maternel, et ensuite transmis aux feetus et aux nouveaux nés. Plusieurs études ont montré
qu'en se basant sur le poids corporel, 1'exposition des nouveau nées, a ces substances chimiques,
pourrait dépasser, d’un facteur de 100, 'exposition maternelle (Jensan et Slorach, 1991; Grandjean
et Landrjgan, 2006).

III. Les substances chimiques neurotoxiques

Le 20°™¢ siecle a vu I’avénement de la chimie de synthése. Bien que présentant de nombreux
avantages, |’utilisation des nouvelles molécules a eu pour conséquence une forte pollution de
I’environnement, menant a une exposition croissante des individus. En effet les produits chimiques
toxiques ont été reportés comme étant des contributeurs majeurs au retard neurodéveloppemental

et aux maladies neurologiques touchant environ un enfant sur six aux Etats-Unis (Bloom et al.,

2010)

Aux Etats-Unis, 80 000 substances chimiques ont été enregistrées par I’agence américaine
de protection de I’environnement (United States Environmental Protection Agency, US-EPA) pour
l'usage commercial. En Europe la situation est similaire, 100 000 substances chimiques ont été
enregistrées en 1981. Parmi ces produits seulement 1000 qui ont été testés et classés comme
neurotoxique chez I'animale, dont environ 214 qui ont été classés neurotoxiques chez I'Homme. En
2006, Grandjean et Landrigan ont identifié cinq produits chimiques industriels toxiques pour le
cerveau en développement: le plomb, le méthylmercure, les biphényles polychlorés, 'arsenic et le
toluene. Depuis 2006 jusqu'a 2014, des études épidémiologiques ont mis en évidence six
neurotoxiques supplémentaires pour le cerveau en développement : le manganese, le fluorure, le
chlorpyrifos, le dichlorodiphényltrichloroéthane, le tétrachloroéthyléne, et les éthers diphényliques
polybromés (Grandjean et Landrigan, 2014; Herbstman et al., 2014). Ainsi, actuellement, a nos
connaissances, le nombre de substances chimiques industriels toxiques pour le cerveau, en

développement, s'éléverait a 11 produits (Figure 4).
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Le travail de cette thése est une étude des effets de la consommation des anguilles
chimiquement contaminées durant la gestation et 1’allaitement sur le neurodéveloppement des
souris juvéniles. Etant donné que 1’anguille est connue par son haut degré d’accumulation de
polluants, nous nous attarderons au cours de ce chapitre sur sept polluants, neurotoxiques pour les
organismes en développement et dont la majorité est fréquemment détectée dans les matrices
alimentaires de type poisson: les biphényles polychlorés (PCB), le méthylmercure, le plomb,
I’arsenic, le fluorure, le dichlorodiphényltrichloroéthane, le, les éthers diphényliques polybromés.

De nombreux travaux ont montré que le poisson gras constitue le principale vecteur
alimentaire (67%) des PCB vers I'Homme (EFSA, 2005; Bergkvist et al., 2012), c’est pour cette
raison qu’une attention particuliére sera attribuée aux PCB, qui sont utilisés lors de cette étude

comme les principaux marqueurs de pollution des poissons.

n>100 000

n>1000

- Substances chimiques répertoriés>100 000
Substances chimiques neurotoxiques pour 1’animal>1000
Substances chimiques neurotoxiques pour I’Homme adulte>214

Substances chimiques neurotoxiques pour I’organisme en développement=11
Figure 4: Proportion relative des substances chimiques dont 1’action sur le développement
cérébral est documentée en Europe (Grandjean et Landrigan, 2014)
1. Les biphényles polychlorés
1.1. Propriétés physicochimiques
Les biphényles polychlorés (PCB) sont des hydrocarbures halogénés de haut poids
moléculaire, semi-volatils et hydrophobes. IIs sont des composés synthétiques qui sont caractérisés

par leur grande stabilité thermique, chimique et biologique. Ils sont lipophiles et donc insolubles
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dans I’eau. Leur lipophilicité augmente avec le degré de chloration et les congénéres ayant un faible
degré de chloration sont plus volatiles que ceux avec un degré de chloration plus élevé. Les
congéneres individuels de PCB sont incolores et cristallins mais les mixtures commerciales ne se
cristallisent pas, méme a faibles températures.

La formule chimique des PCB est Ci2H10-aCln, ot 1 < n < 10 (figure 5). Théoriquement,
209 congéneres différents sont possibles, mais seulement 130 d'entre eux ont ét¢ identifiés dans
des mixtures commerciales (Safe, 1990). Un systéme de numérotation pour les congénéres de PCB
a été adopté par 1’'union internationale de chimie pure (IUPAC) (Ballschmiter et Zell, 1980). Ainsi,
a chaque PCB est attribué un chiffre allant de 1 a 209, en fonction du degré croissant de substitution
par les atomes de chlore et de la numérotation des atomes de carbone substitués.

3 2 y 4 3'

ClyH10-n)
4 4'

5 6 &' 5'

Figure 5: Structure chimique des PCB

Les 209 congéneres de PCB sont classés en 2 groupes en se basant aussi bien sur leurs
propriétés toxicologiques que chimiques (EFSA, 2005):
Les dioxines PCB (PCB-DL): Ce groupe comporte 12 congéneres, a savoir les PCB n° 77, 81, 105,
114, 118, 123, 126, 156, 157, 167, 169 et 189. Ils présentent des propriétés toxicologiques
analogues a celles des dioxines du fait qu’ils sont capables de se lier au méme récepteurs cellulaires
aryl-hydrocarbone (AhR) et provoquer des effets toxiques similaires a ceux provoqués par les
dioxines (EFSA, 2005).
Les non dioxines PCB (PCB-NDL): Ce groupe comporte 197 congénéres qui ont une structure non
coplanaire et qui ont des propriétés toxicologiques différentes de celles des dioxines (EFSA, 2005).
Ces congéneres semblent agir avec différents modes d’action. Ils ont souvent des effets directs sur
les cellules neuronales, tels que I’inhibition des neurotransmetteurs dopaminergiques ou
l'interférence avec I'homéostasie du calcium (Brown et al., 1998)

Six congénéres des PCB NDL (28, 52, 101, 138, 153,180), sont généralement utilisés

comme indicateurs d’une contamination aux PCB (tableau 1). Ce choix est basé¢ d’une part sur leur
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forte occurrence dans les matrices alimentaires, ainsi que sur la facilité de leurs détections. D’autre
part, la > 6 PCB-NDL forme environ 50% des PCB totaux présents dans les matrices alimentaires
(EFSA, 2005; Arnich et a/, 2009). Les numéros accordés par I’Union Internationale de Chimie Pure
(IUPAC) a chacun des 6 PCB-NDL sont reportés dans le tableau 1 :

Tableau 1: Numéros accordés par I’Union Internationale de Chimie Pure (IUPAC) a chacun des 6

PCB-NDL (OMS, 2000).

PCB 28 2, 4,4°- Trichlorobiphenyl

PCB 52 2,2°,5,5’- Tetrachlorobiphenyl
PCB 101 2,2°,5,5’-Tetrachlorobiphenyl
PCB 138 2,2°,3,4,4°,5-Hexachlorobiphenyl
PCB 153 2,2°,4,4°,5,5°, Hexachlorobiphenyl
PCB180 2,2°,3,4,4°, 5,5 -Heptachlorobiphenyl

1.2. Applications

Les PCB ont été synthétisés pour la premicre fois en 1881 par Schmidt et Schultz en
Allemagne (Maugh II, 1973). Leur faible cofit de production, leur grande stabilité chimique ainsi
que leur faible conductivité électrique ont rapidement suscité I’intérét des industriels dés les années
1920. Ils ont été utilisés comme agent plastifiant dans des peintures, colles, encres, plastiques, ainsi
que dans la fabrication de matériel électrique, d'échangeurs de chaleur et de systemes hydrauliques
et dans diverses autres applications spécialisées (INERIS, 2011 (a)). La production et 1’utilisation
des PCB sont devenues alors mondiales et intensives. Il est ainsi estimé que plus d’un million de
tonne de PCB ont été produites dans le monde entier depuis 1929 jusqu'aux années 80 (EFSA,
2005; INERIS, 2011(a)). Le nom commercial des solutions de PCB varie avec le pays de

fabrication et la société productrice (Tableau 2).
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Tableau 2: Exemples des noms commerciales de PCB selon leurs pays de production (Waid,

1986)
I N
Arochlore® Monsanto Amérique
Clophen® Bayer Allemagne
Phenoclor® Caffaro Italie
Pyraléne® Prodelec France
Kanechlor® Kanegafuchi Japon

1.3. Dispersion dans l'environnement

La longue période d’utilisation des PCB sans précautions particulieres, leur susceptibilité
d'étre transporter sur de longues distances ainsi que leur faible biodégradabilité et leur caractere
hydrophobe font que ces composés continuent a exister dans 1'environnement. 21 000 tonnes de
PCB seraient dispersées dans les sols de la planéte (Meijer et al., 2003), sans tenir compte des PCB
sur les sols industriels et urbains, qui sont pourtant les plus exposés. Ils sont présents a tous les
¢tages de la chaine alimentaire (Borja et al., 2005; Environnement-Canada, 1988). Ils s’accumulent
dans les tissus adipeux et se concentrent en haut de la chaine trophique.

Les PCB ont été classés, pour la premiere fois, parmi les polluants environnementaux par
Jensen (1966). Depuis, plusieurs travaux ont révélé leur ubiquité, dans tous les compartiment de
I’environnement (Schmid et al., 2005; Salihoglu et Tasdemir, 2009; Orton et al., 2011). Par ailleurs
ces composés figurent sur la liste des polluants organiques persistants prioritaires établie par le
Programme des Nations Unies pour I’Environnement (UNEP), lors de la Convention de Stockholm
en 2004 et font I’objet de destruction (Décret n°2001-63 du 18 Janvier 2001).

1.4. Réglementation
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Sur le plan international, un texte, édité en 2001, dans le cadre du programme des nations
unies pour I'environnement (UNEP), fait figure de référence sur les polluants organiques persistants
(POP) et donc sur les PCB, c’est la Convention de Stockolhm. L’objet de ce traité est de limiter la
pollution par les polluants organiques persistants (POP). Elle définit les substances concernées ainsi
que les reégles relatives a la production, l'importation et l'exportation de ces substances. La
convention de Stockholm couvre 12 POP prioritaires qui sont produits intentionnellement ou non
intentionnellement. La production non intentionnelle de ces substances provient de sources
diverses, telles que la combustion domestique ou les incinérateurs de déchets. Ces 12 POP
prioritaires sont l'aldrine, le chlordane, le dichlorodiphényltrichloréthane (DDT), le dieldrine,
l'endrine, l'heptachlore, le mirex, le toxaphéne, les polychlorobiphényles (PCB),
I'hexachlorobenzéne, les dioxines et les furanes. La convention vise a interdire la production et

l'utilisation de 9 POP, y inclus les PCB a I’horizon 2025 (INERIS, 2011(a)).
1.5. Neurotoxicité

La principale voie d'exposition humaine aux PCB est la voie alimentaire. Elle contribue par
plus que 90 % a I’exposition totale (OMS, 2004). Une étude réalisé par Arnich et ses collaborateurs
(2009) a souligné que, la prise journaliére moyenne en £ 6 PCB-NDL par voie d'alimentation est
de l'ordre de 12,9 ng/ kg pc/ j, pour les enfants, 7,6 et 7,7 ng/ kg p.c./ j respectivement pour les

femmes en age de procréer et les adultes.

Plusieurs études ont détecté¢ les PCB dans les liquides biologiques humains telle que le
plasma et le lait maternel dans différentes régions du monde (Ennaceur et al., 2008, Quinette et al.,
2014; Frome et al., 2015; Schettgen et al., 2015). Plusieurs chercheurs, ont démontré les possibilités
de transmission des PCB de la meére a son feetus ou son nouveau née (Alivernini et a/. 2011; Gdmara
etal.,2011; Wohlfahrt-Veje et al., 2014). En outre d’autres études ont montré les aspects présentant
les effets déléteres, que pourraient causer l'exposition aux PCB sur la santé humaine. Par ailleurs,
deux catastrophes majeurs d'empoisonnement, appelées Yusho et Yu-cheng, ont eu lieu dans 'ouest
du Japon en 1968 et le centre de Taiwan en 1979, respectivement. Ces événements ont été
séparément causés par l'ingestion d'huiles de riz contaminés par les PCB. Les enfants taiwanais,
nés de meres qui ont consomme 'huile de riz contaminé aux PCB, ont démontré un certain nombre
d'anomalies développementales, y compris le poids, la taille, I'hyperactivité et le déficit de la

fonction de mémoire (Schantz et al., 2001).
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Depuis les épisodes de Yusho et Yucheng (Japon), plusieurs études ont été lancées pour
étudier les effets déléteéres de 1'exposition précoce aux PCB sur la santé. Il a été démontré que
l'exposition aux PCB, spécifiquement pendant le développement, est associée a une diminution des
scores de quotient intellectuel (QI), troubles de 'apprentissage et de la mémoire, des difficultés
psychomotrices et déficits de I'attention (Schantz et al., 2003; Stewart et al., 2008; Boucher et al.,
2009, Colciago et al., 2009; Boix et al., 2010). Les annexes 1 et 2, résument les résultats issus de
certaines ¢tudes épidémiologiques et d'autres études réalisés chez les rongeurs, portants sur la

neurotoxicité des PCB.

2. Le méthylmercure
2.1. Propriétés physicochimiques

Le mercure (Hg) est un métal présent naturellement a 1'état de trace dans l'environnement.
Il est un constituant de la croute terrestre. A 1'échelle planétaire, la moitié de cet élément métallique
est d'origine anthropique. Le mercure (Hg) se présente sous forme d’un liquide argenté a la
température ambiante (entre -10° et +40°C) et il est extrémement volatile sous sa forme
¢lémentaire (Hg). En présence d'oxygéne, le mercure s'oxyde trés facilement passant de 1'état
métallique (Hg), liquide ou gazeux, a I'état ionisé (Hg?"). C'est aussi un métal qui s'associe
facilement aux molécules organiques formant de nombreux dérivés mercuriels y inclus le
méthylmercure (MeHg). Les especes organiques du mercure, sont généralement plus toxiques que
les especes inorganiques (INERIS, 2008).

La transformation du mercure (Hg >*) en methylmercure (MeHg) se déroule dans le milieu
aquatique, par la microflore bactérienne marine, ce qui le rend biodisponible et explique sa forte
capacité d’accumulation dans les coquillages et les poissons prédateurs en haut de la chaine
trophique. (COSSAD, 1999; INERIS, 2008).

2.2. Synthese et dispersion dans l'environnement

Le MeHg n'a pas d'usage industriel mais il provient de la méthylation du mercure

inorganique dans les sédiments des milieux aquatiques (Harada et al., 1995).

A T’heure actuelle, on ne connait pas les importantes sources anthropiques directes de
méthylmercure. Cependant, les rejets anthropiques contribuent indirectement a la présence de Me

Hg dans I’environnement via la transformation d’autres formes d’Hg en Me Hg. Néanmoins, le Me
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Hg peut étre libéré directement par les décharges municipales et par les stations d’épuration, mais
I’importance globale de ces sources demeure encore incertaine (INERIS, 2008).

Le processus de methylation est le processus le plus important qui entre dans le cycle du
mercure au niveau des eaux et des sols. Il tient une part prépondérante en maticre d'effets
toxicologiques sur les animaux et les humains. Le methylmercure (CHs Hg") est le résultat de la
méthylation biologique ou chimique du mercure inorganique (Hg?"), appelé substrat de méthylation
(Thomassin et al, 2003). Le mercure est transformé en méthylmercure sous I'action de bactéries
sulfato-réductrices, la réaction est optimale en milieu anoxiques; ainsi l'activité sulfato-réductrice
et la concentration en sulfures libre vont avoir un role essentiel dans la méthylation du mercure.

Action des organismes Action des organismes

Mono-méthyl-mercure Diméthyl-mercure
Les principaux parametres directeurs ae cette reaction sont :

-La concentration en bactéries;

-Les quantités de sédiments et de matiére en suspension;

-L'acidité du milieu, voir sa neutralité, favorisent la formation du méthylmercure alors qu'un milieu
basique favorisera la formation de diméthylmercure.

2.4. Réglementation

En 1990, I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) avait établi une dose hebdomadaire
tolérable provisoire (DHTP) a 3,3 pg de MeHg/kg p.c, en s’appuyant sur les évaluations du JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) de 1972 a 1989 (JECFA, 2004).
Cependant, pour assurer une meilleure protection du feetus et de 1'enfant, 'OMS mettait en garde
les femmes enceintes ou allaitantes.

Au cours de sa 61°"¢session, du 10 au 19 juin 2003, le JECFA, dans le souci d'apporter une
précaution supplémentaire vis a vis de l'impact potentiel du MeHg sur le développement
neurologique du feetus, a réévalué la DHTP pour le MeHg et I’a abaissé a 1,6pg/kg p.c/semaine
(Afssa, 2004).

En 2015, en se basant sur la neurotoxicité développementale du MeHg le groupe CONTAM
a établi une dose hebdomadaire tolérable (DHT) de 1,3 pg/ kg pc/semaine pour le Me Hg(EFSA,
2015).
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2.5. Neurotoxicité

Selon ’OMS, 99% du MeHg absorbé quotidiennement par la population provient de
I’alimentation (WHO, 1999). Chez I'Homme, la principales source d'exposition majeure au MeHg
est le poisson (Decloitre, 1998; JECFA, 2004)

Apres son ingestion, le MeHg est rapidement absorbé le long du tractus digestif et 90% sont
retrouvés dans le sang. Il passe ensuite la barriere hémato-encéphalique et se concentre
essentiellement au niveau du systéme nerveux central. Le cerveau est en effet le principal organe
cible du MeHg chez 'Homme et chez I'animal. La neurotoxicité¢ de MeHg se manifeste a la fois sur
le cerveau adulte mais plus encore sur le cerveau en développement. Le MeHg diffuse facilement
a travers le placenta et passe dans le lait maternel. Il a été estimé que la vulnérabilité du systéme
nerveux au MeHg, pendant la gestation, est cinq fois supérieure a celle du systéme nerveux adulte.

Plusieurs épisodes d'empoisonnement humain, a 'MeHg, ont eu lieu au fil du temps: La
premicére preuve des effets déléteres de 1'exposition au Me Hg sur le cerveau en développement a
émergé au milieu des années 1950 au Japon (Grandjean et al.,2011), ou les enfants nés de méres
vivants autour de la baie de Minamata (sud-ouest du japon), qui consommaient du poisson
contaminé au MeHg, présentaient de sévéres déficits neurologiques, tandis que leurs méres ne
semblait pas étre touchées (Harada, 1995). La deuxiéme, était en 1971 et 1972, en Irak, ou la
consommation accidentelle de pain fabriqué avec du blé traité avec un fongicide a base de
méthylmercure a entrainé 1’intoxication de 6000 personnes dont 500 sont décédés (Bakir et al.,
1973). L'interdiction de l'utilisation des fongicides a base de méthylmercure et le contrdle de la
contamination des poissons a évité d'autres événements catastrophiques tel que ceux du Japon et
de 1'Trak. Cependant, la contamination des poissons, méme, a de faibles niveaux continue, encore a
exister et peut étre responsable de la neurotoxicit¢ développementale, en particulier dans les
populations des forts consommateurs de poissons et des fruits de mer. Des résultats des études
épidémiologiques ainsi que des données expérimentales sur des animaux ont fourni la preuve des
effets indésirables du (MeHg), touchant en particulier la fonction locomotrice et les performances
visuo-spéciales, chez les organismes en développement. Les annexes 3 et 4 présentent certains
aspects de la neurotoxicité de Me Hg reportés par certaines études épidémiologiques et d’autres

expérimentales réalisées sur des animaux.
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3. Le Plomb
3.1. Propriétés physicochimiques

Le plomb est un métal mou, de couleur bleuatre a gris- argent. Il fond a 327°C, il posseéde
une forte densité et une ductilité élevée. A une température supérieure a 500°C, il est susceptible
d'émettre des vapeurs et des poussieres métalliques nocives. Par ailleurs la solubilité du plomb dans
l'eau n'est pas négligeable et peut étre a I'origine de la toxicité de certaines eaux de boisson (Viala
et Botta, 2005).
3.2. Applications

Le plomb (Pb) est un métal lourd naturellement présent dans l'environnement terrestre et
aquatique. Il est largement présent dans la croute terrestre sous forme de minerais comme la galéne
(Pb S), la cérusite (Pb COs) et I’anglésite (Pb COs4). La galéne est de loin la premiére source de
production de plomb, elle est souvent associée a d'autres minéraux, en particulier ceux contenant

du zinc et du cadmium (Amirad, 2011).

Les batteries représentent une fraction importante des utilisations du plomb. Les batteries
pour l'automobile représentent a elles seules 65 a 70% des utilisations du plomb dans le monde
occidentale. Le reste de la consommation concerne des usages divers: radiateurs d'automobiles,

munition, alliages, enrobage de cables, soudure et céramique (Amirad, 2011).
3.3. Dispersion dans I'environnement

La production et l'utilisation du plomb ont augmenté de fagon spectaculaire durant la
révolution industrielle entralnant une libération intense de ce métal indestructible et son
accumulation massive dans l'environnement. Depuis la fin du 19°™ siécle et jusqu'a une époque
récente, 1'utilisation des pigments au plomb dans les peintures constitue une source de dispersion
importante. De plus, l'utilisation du plomb pour les canalisations du réseau de distribution publique
de I'eau est une source non négligeable d'apport de plomb par ingestion d'eau contaminée. En outre
l'introduction des alkyls de plomb dans I'essence, la diffusion de ce polluant non seulement autour
des voiries des grands centres urbains, mais aussi a longue distance, est devenue un phénoméne
planétaire. L'accumulation massive dans les sols de ce métal indestructible et peu mobile,
demeurant dans les couches superficielles ou il reste trés accessible au contact de I'Homme, surtout

des enfants, représente une menace permanente pour la santé des populations.
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3.4. Réglementation

Les risques pour la santé, liés a une exposition au plomb, ont été réévalués par I’EFSA et le
JECFA en 2010. Ces deux instances ont conclu que la PTWI de 25 pg de plomb/kg p.c établi par
comité scientifique des aliments «Scientific Committee for Food » (SCF) en 1992 n’était plus
appropriée pour assurer la protection de la santé.

Le groupe CONTAM de I’EFSA a li¢ les teneurs de sang en Pb a la neurotoxicité
développementale chez les enfants, et a des effets cardiovasculaires et nephrotoxiques chez les
adultes. II a déterminé des valeurs Benchmark Doses Lower Confidence Limits (BMDL), en se
basant sur des concentrations en plomb dans le sang. Les valeurs BMDL les plus basses pour
I’ingestion de plomb via I’alimentation, causant des effets indésirables ont été déterminées (EFSA,
2010). Elles sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3: Valeurs BMDL pour le plomb dans le sang et pour I’ingestion alimentaire déterminées

par ’EFSA (2010) pour les effets cardiovasculaires, la néphrotoxicité et la neurotoxicité

développementale.
Valeur BMDL" pour le | Valeur BMDL" pour l'ingestion alimentaire
Population Effets toxiques du plomb dans le sang (dérivés des valeurs BMDL" pour le plomb
plomb (ng/) dans le sang) (ug/kg p.c/jour
Adultes Effets cardiovasculaires 26 1,5
Adultes Néphrotoxicité 14 0,63
Neurotoxicité
Enfants développementale 12 0,5

* Benchmark Doses Lower

3.5. Neurotoxicité

L'exposition humaine au plomb peut se produire par voie alimentaire, 1'eau, le sol, la
poussiere et I'air. Néanmoins dans ['Union Européenne (UE), la principale voie d'exposition de la
population générale au plomb est la voie alimentaire (EFSA, 2010). Les composés organo-plomb,
tels que le tri-alkyl-plomb et le tétra-plomb composés, sont plus toxiques que les formes
inorganiques de Pb (US ATSDR, 2007, EFSA, 2010). IIs sont métabolisés en Pb inorganique aussi
bien chez 'Homme que chez les animaux (IARC, 2006; EFSA, 2010). Pendant certaines périodes,
particulieres, comme la grossesse, 1'allaitement et 1'ostéoporose le Pb accumulé dans le corps,
principalement dans le squelette peut étre libérer, progressivement, de 1'ossature, dans le flux

sanguin. Le plomb peut, ainsi, étre transférer de la mere au feetus / bébé in utero et par le lait
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maternel (EFSA, 2010). Le Pb affecte pratiquement tous les systémes dans le corps, y compris le

sang, le systéme cardiovasculaire, rénal, endocrinien, digestif, immunitaire et reproducteur.

En raison de sa longue demi-vie dans le corps, 30 jours dans le sang et entre 10 et 30 ans,
dans les os, la toxicité chronique de plomb forme un risque potentiel pour la sant¢ humaine. La
cible la plus sensible a cet ¢lément semble étre le (SNC). Le Pb est un métal neurotoxique a la fois
chez les adultes et chez les enfants: Chez les adultes, les principaux effets de I'empoisonnement par
ce métal, sont une neuropathie périphérique, précisément myélinopathie, qui est réversible apres
chélation et arrét de l'exposition. A des concentrations plus élevées (100 ug / dl dans le sang), une
encéphalopathie peut également se développer. Dans les années 1970, le taux sanguin de 60 pg /

ml de Pb était associé a des signes cliniques de toxicité chez I'adulte (EFSA, 2010).

Le développement du systeme nerveux central est extrémement sensible aux effets de Pb.
Méme a treés faibles taux sanguins, le Pb a le potentiel de perturber le développement cognitif et les
performances intellectuelles des enfants (EFSA, 2010). En effet des études réalisées chez les
animaux ont montré que 1'exposition chronique a de faibles doses de plomb, en particulier pendant
le développement, pourrait provoquer la neurotoxicité, en particulier les déficits dans
l'apprentissage et le développement animal (Cory-Slechta, 2003; IARC, 2006 ; EFSA, 2010). En
outre des études épidémiologiques ont li¢ la charge corporelle en Pb, chez les enfants, a des
perturbations neurocomportementales et baisses du QI chez les sujets ayant des concentrations de
sang, en Pb, méme aussi faible que 2 pg / ml, (Canfield et al., 2003; Lanphear et a/., 2005).
4. Le fluorure

4.1. Propriétés physicochimiques

L’ion fluorure (F” est la forme ionique du fluor. C’est un halogéne gazeux ayant une masse
atomique de 18, 998 Da. On ne le trouve jamais sous cette forme dans la nature, car il est
chimiquement tres réactif et se combine avec tous les autres éléments a l'exception des gaz inertes.

(Mackay et Mackay, 1989, EFSA, 2013 (b)).

4.2. Applications

Les substances chimiques, contenant du fluorure, ont de nombreuses applications. Le fluor
est utilisé dans la fabrication de I'aluminium, l'acier, le verre, dans la poterie, dans la production de
substances chimiques fluorées, dans la fonderie et dans le soudage et le brasage des métaux. Le
fluorure de sodium est utilisé dans la préparation de divers pesticides, y compris les insecticides et
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les produits de préservation du bois (Budavari, 1989). Les produits dentaires qui contiennent du
fluorure sont trés répandus ; ils comprennent les pates dentifrices, les suppléments, les bains de

bouche et les gels et vernis appliqués par les spécialistes (Ripa, 1992).
4.3. Dispersion dans I'environnement

Les fluorures sont omniprésents dans l'air, I'eau et la lithosphére. Le fluor étant le plus
¢lectronégatif de tous les ¢léments, il ne se rencontre jamais a 1'état libre dans la nature. Combiné
chimiquement sous forme de fluorures, le fluor est par ordre de fréquence le dix-septiéme élément
présent dans le sol et il constitue environ 0, 06 a 0,09% de 1'écorce terrestre. Dans les roches et les
sols, les fluorures se rencontrent dans de trés nombreux minéraux, dont la fluorine, la cryolithe,
l'apatite, le mica, la hornblende et un certain nombre de pegmatites comme la topaze et la
tourmaline. Les roches volcaniques et hypo-abyssales, de méme que le gisement de sel d'origine
marine en contiennent des quantités notables pouvant attendre 2500 mg/kg. Les fluorures sont
certes abondants a la surface du globe, mais il ne faut pas oublier que, souvent, ils sont solidement
liés a certains minéraux ou autres compos€s chimiques et, par conséquent ne sont pas

biodisponibles sous leur forme ionique (OMS, 2004).

Dans l'air, les fluorures sont présents sous forme de gaz ou de particules. Ils ont comme
origine les sols, l'industrie, et surtout les volcans. Dans les zones non-industrielles, la teneur de l'air

en fluorure varie entre 0,05 a 1,9 ug/ m? (EFSA, 2013 (b)).

Dans les eaux de surface, le fluorure peut €tre naturellement présent a la suite d'un dépdt de
particules provenant de l'atmospheére ou d'une altération des roches et des sols contenant du
fluorure. Les eaux souterraines peuvent également contenir de fortes concentrations de fluorure en
raison du lessivage des roches. Les usines de fabrication de produits chimiques et les étangs d'eaux
résiduaires peuvent contribuer, directement par les effluents ou indirectement par volatilisation, a

l'introduire du fluorure dans les sources d'eau (ATSDR, 1993)

4.4. Réglementation
> Les adultes
.Les apports moyens de fluorure alimentaires des adultes variaient de 0,02 a 0,05 mg / kg
p.c/jour. L'AI (adéquat intake) pour les Hommes a été fixée par ’IOM (1997) a 3,8 mg / jour et

arrondi a 4 mg / jour, basé sur un poids de référence de 76 kg. Pour les femmes, 1'Al a été fixé a
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3,1 mg/ jour et arrondi a 3 mg / jour sur la base d'un poids de 61 kilogrammes de référence (IOM,
1997).

D’autres institutions DH, DA-CH) ont établi une valeur de 0,05 mg / kg p.c/ jour comme
étant un (Al) en fluorure pour la protection des caries (DH, 1991; DA-CH, 2013).

» Les nourrissons et les enfants

L'Al fixé par Le COMA, (DH, 1991 ; EFSA ; 2013(b)), en fluorure, pour les nourrissons et
les enfants, est de 0,05 mg / kg p.c/ jour.
4.5. Neurotoxicité

L'exposition modérée au fluorure a des effets bénéfiques sur la sant¢ humaine y compris
celle des dents. Cependant de nombreux travaux de recherche ont indiqué que les concentrations
¢levées de fluorure peuvent étre source de préoccupations majeures sur la santé humaine. En effet
l'exces de cet élément peut provoquer des affections qui vont d’une fluorose dentaire bénigne a une
fluorose osseuse invalidante (WHO, 2006(a)). En outre des travaux de recherche récents ont classé
le fluorure parmi les produits neurotoxique pendant le neurodéveloppement Grandjean et
Landrigan (2014). Plusieurs études épidémiologiques ont établies des associations entre
l'exposition des enfants, a de fortes concentrations de fluorure et la diminution de leurs QI (Ren et
al., 1989; Li et al., 2009; Choi et al., 2012), et I’atteints par la maladie du déficit d'attention et
I'hyperactivité (Malin et al., 2015).
5. Le dichlorodiphényltrichloroéthane
5.1. Propriétés physicochimiques

Le dichlorodiphényltrichloroéthane (C14HoCis) est le nom commun de (1,1,1-trichloro-2,2-
bis(p-chlorophenyl)ethane), un pesticide de la famille chimique des organochlorés. Cette substance
se présente sous forme d’un solide blanc et il est trés peu soluble dans I’eau (1 pg/l), mais tres
soluble dans les solvants organiques (ATSDR, 2002). Le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)
technique est un mélange de différents isomeres : 85 % de p,p’-DDT; 15 % de o,p’-DDT; traces de
0,0’-DDT (ATSDR, 2002).
5.2. Synthése et utilisation

Le DDT a été synthétisé pour la premicre fois en 1874, cependant ses propriétés insecticides
n'ont été¢ découvertes qu’en 1939 (Smith, 1991), et sa production industrielle, & grande échelle, n'a
commenceé en 1943. 1l a été utilisé, pendant la seconde guerre mondiale, dans la lutte contre les

insectes vecteurs de la malaria, et d'autres maladies. Au cours des années 60, environ 400 000
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tonnes de DDT ont été utilisés annuellement dans le monde entier (70-80% a été utilisée pour

l'agriculture) (IARC, 1974; Smith, 1991).
5.3. Dispersion dans l'environnement

En 1997, le DDT a été classé par, le conseil d'administration du programme des Nations

Unies pour l'environnement, parmi les polluants organiques persistants.

Suite a 1’'usage agricole du DDT, de fortes accumulations de cette substance ont été
observées dans les centimétres supérieurs du sol, ou il peut étre sujet d’une faible évaporation et/ou
aune photooxydation peu intense. De plus, le DDT peut subir une biodégradation si des populations

de microorganismes spécifiques sont localement présentes (ATSDR, 2002).

Dans l'eau, le DDT a une forte tendance a s'adsorber sur des particules solides en
suspension. Il s'accumule ainsi dans les sédiments et peut étre transporté sur de longues distances
dans les cours d'eau. Les sédiments contaminés peuvent donc constituer un stock de DDT a long
terme (ATSDR, 2002). D’autre part, dans les eaux de surface, le DDT non associé a des particules

a tendance a s’évaporer en quelques jours.

Dans l'atmosphere, le DDT peut se présenter sous forme de gaz, d'aérosol ou de particules
fixées sur les poussieres. Selon les Nations Unies (2002) le DDT et les produits résultants de sa
décomposition sont semi-volatils et sont donc capables de se disperser dans I’atmosphere et de se
condenser a basse température. En conséquence, on peut les trouver non seulement a proximité des
sources d’émission connues, mais également a des niveaux de concentration notables, loin de ces
sources. De plus le DDT adsorbé sur des poussicres peut étre transporté a des milliers de kilométres

de distance (ATSDR, 2002).

5.4. Réglementation

La production et ’'usage du DDT sont soumis a la convention de Stockholm, datant du 22
Mai 2001, ayant pour but la protection de la santé humaine et l'environnement des polluants
organiques persistants. Selon cette convention la production et 1’utilisation de ce produit n’est
autorisé que pour lutter contre les vecteurs de la malaria.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a défini une dose journaliere admissible (DJA)
en DDT de 0,02 mg/kg p.c., comme elle a fixé une limite maximale de la concentration de DDT

dans I’eau potable de 2pg/l (OMS, 2002).
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5.5. Neurotoxicité

Malgré que sa production et son utilisation ont été bannies dans la plupart des régions du
monde, le DDT et ses produits de dégradation continuent a étre détectés dans les liquides
biologiques humains telle que le plasma, le lait maternel et le cordon ombilical (Ennaceur et Driss,
2010 ; Ben Hassine et al., 2012 ;Bouwman et al., 2012; Artacho-Cordon, et al., 2015).

Le systéme nerveux est la cible la plus sensible, dans I’organisme humain, au DDT
(ATSDR, 2002). En effet, cet insecticide agit par inhibition de la repolarisation neuronale. Les
symptomes d'intoxication par ce produit se manifestent, en général, une paresthésie buccale, de
l'irritabilité, des étourdissements, des vertiges, des tremblements et des convulsions. Chez les
enfants en Caroline du nord les niveaux d'exposition a p 0-DDE, ne sont pas associés avec des
troubles neurologiques ou anomalies de développement mental (Gladen et Rogan., 1991).

6. Les éthers diphényliques polybromés
6.1. Propriétés physicochimiques

Les éthers diphényliques polybromés (PBDE) forment une classe de composés organiques,
aromatiques bromés. Ils ont comme structure de base de deux groupes phényles reliés par une
liaison éther. Ces molécules sont représentées par la formule chimique: C12H (n-1) Br(n) oun < 10.
Deux cent neuf congéneres de PBDE sont possibles, selon le nombre et la disposition des atomes

de brome sur les cycles benzéniques (EFSA, 2011) (figure 6).

Brm

Brn Brn = U'S

Figure 6: Structure générale des congéneres des éthers diphényliques polybromés (PBDE)

(EFSA, 2011)

La stabilité chimique des PBDE varie avec la structure individuelle des congéneres. Mais

en général les congénéres de PBDE ayant un nombre de substitution bromé variant de 4 a 8 sont
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considérés comme étant les plus stables (Eriksson et al., 2004; Christiansson et al., 2009 ; EFSA,
2011).
6.2. Synthése et utilisation

Les produits techniques de PBDE sont fabriqués par bromation de I'é¢ther de diphényle en
présence d'un catalyseur de Friedel-Crafts dans un solvant. Les principaux produits techniques
contiennent, essentiellement les penta BDEs, hepta BDEs ou déca BDEs, mais ils contiennent aussi
d'autres congéneres de PBDE (EFSA, 2011). IIs ont été largement utilisés en tant que retardateurs
de flamme et incorporés dans les produits de consommation tels que les appareils €lectroniques,
les ordinateurs, les téléviseurs, les matelas, les meubles, les plastiques et les textiles synthétiques,
emballages en mousse de polyuréthane. (UNEP, 2007).
6.3. Dispersion dans I'environnement

Etant donné leur faible pression de vapeur, leur trés faible solubilité dans I’eau et leur
coefficient de partage élevé, les PBDE auront tendance a se lier a la fraction organique des matic¢res
particulaires, du sol et des sédiments. Les résultats de la modélisation par ordinateur indiquent que
les PBDE se retrouveraient principalement dans les sédiments, puis dans les sols, I’eau et I’air, ou
ils peuvent faire 1’objet d’un transport et d’un dépdt atmosphérique. (Gouin et Harner, 2003). Le
déca BDE peut faire I’objet d’un transport et d’un dépdt atmosphérique, quoique dans une mesure
moindre que les congéneres comptant moins d’atomes de brome. Globalement, la présence des
différents PBDE dans une phase organique ou dans le biote, ou les deux, dépend de leur degré de
bromation.
6.4. Réglementations

La production est ’utilisation des PBDE sont interdites selon la convention de Stockholm.
Certaines applications spéciales (avions militaires, combinaisons spatiales, etc.) pour lesquelles les
substituts ne sont pas assez efficaces et/ou tres coliteux ont pu bénéficier d’une dérogation pendant
une période transitoire (UNEP, 2007).
6.5. Neurotoxicité

Suite a un programme de surveillance réalisé par le groupe CONTAM de I’EFSA, sur 3971
échantillons de denrées alimentaires, issues dell pays européens, huit congénéres BDE ont été
sélectionnés, BDE : 28, 47, 99, 100, 153, 154, 183 et 209 comme indicateur de 1’exposition
alimentaire aux PBDE, en se basant sur leur occurrence dans I’environnement ainsi que la

composition des mélanges techniques de PBDE (EFSA, 2011). Selon les résultats de cette étude,
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le poisson et les produits de la mer sont les aliments les plus contaminés en BDE 47 et 100, la
viande est la plus contaminée en BDE-28, le lait et les produits laitier sont les plus contaminées en
BDE-99, 153, 154, 183 alors que les graisses d’origine animale et végétale sont les plus
contaminées en BDE-209 (EFSA, 2011).

Malgré que la teneur des PBDE, dans les différents compartiments de I’environnement, a
diminué ces dernic¢res années, suite a son inscription a la convention de Stockholm, ces derniers
continuent a étre détectés dans les liquides biologiques humains telle que le plasma, le lait maternel
et le cordon ombilical (Ben Hassine et al., 2012 ; John et al., 2014 ; Stasinska et a/., 2014 ; Fromme
etal., 2015).

De nombreuses études épidémiologiques ainsi que d’autres réalisées sur les animaux ont
montré que l'exposition aux PBDE peut étre incriminé dans plusieurs maladies y inclus les maladies
neurologiques telle que les perturbations de l'activité motrice (Rice et al., 2007; Kuriyama et al.,
2004; Ta et al., 2011; Chen et al., 2014) et du niveau d'anxiété (Adgent et al., 2014; Kuriyama et
al., 2004) ainsi que des troubles de mémoire et d'apprentissage (He et al., 2009; Buratovic et al.,
2014; Chen et al, 2014).

IV. Le concept de I’approche bénéfice/risque liée a I’alimentation

L’analyse risque/bénéfice peut étre envisagée des lors qu’un aliment ou un composant
nutritionnel combine, a la fois, des effets potentiellement positifs et négatifs. Le risque a été définit
par I’organisation mondiale de la santé (OMS/FAQO), comme la probabilité¢ d’apparition d’un effet
néfaste dans un organisme, un systeme, une population ou un sous-groupe populationnel, en
réaction a 1’exposition a un agent. Alors que le bénéfice a été définit par I’EFSA (2006) comme
étant la probabilité d’apparition d’un effet positif et/ou comme la probabilité de réduction d’un
risque, dans un organisme, un systéme, une population ou un sous-groupe populationnel, en
réaction a I’exposition a un agent (EFSA, 2006). Le fait de considérer, uniquement les risques du
point de vue du toxicologue, ou les bénéfices du point de vue du nutritionniste, peut conduire a des
recommandations contradictoires (Renwick et al., 2004).

Selon I’EFSA (2006) 1'évaluation des risques/ bénéfices des aliments est un processus
purement scientifique qui nécessite une expertise en toxicologie, de la nutrition et de l'évaluation
de l'exposition. Ci-dessous le résumé de 1’approche d’évaluation par étapes du rapport
bénéfices/risques liée a I’alimentation adoptée par I’EFSA (2006):

Le processus se déroule en quatre étapes principales:
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1. L’identification du danger/ effet bénéfique sur la santé,
2-La caractérisation du bénéfice/risque en décrivant les effets bénéfiques/ nocifs de la substance,
en se basant sur des études épidémiologiques (si elles sont disponibles) et d’autres réalisées sur
I’animal. Cette étape se traduit souvent par la détermination d'une dose journalicre tolérable (DJT)
pour les substances toxiques et d’une dose journaliére de référence (RDI) pour les nutriments,
3. L’évaluation de I’exposition, se fait par I’estimation de l'apport du composé étudié¢ par la
nourriture ou le risque présenté par les substances toxiques,
4. La caractérisation du bénéfice/risque, combine a la fois la caractérisation du bénéfice /risque et
I’évaluation de l'exposition comme elle évalue qualitativement et quantitativement I’importance/la
gravité du risque sur la santé.

Apres la caractérisation des risques et des bénéfices, une étape de comparaison de 1’un vis-

a-vis de I’autre s’impose (figure 7).

Identification des Identification des effets
dangers bénéfiques pour la santé

v v
Caractérisation des Caractérisation des effets

dangers Evaluation de I"exposition bénéfiques pour la santé

Y /\

Caractérisation Caractérisation
des risques des bénéfices

Comparaison bénéfice/risque

»
VAN

T

Evaluation Evaluations des risques Evaluations de risques
qualitative et des avantages en et des avantages en
bénéfice/risque utilisant des paramétres utilisant des mesures
communs composites

Figure 7 : Description schématique de I’approche I’EFSA pour I’évaluation du rapport

bénéfices/risques des aliments (Barlow et al., 2010).
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V. Les bénéfices et les risques liés a la consommation du poisson

Les produits de la mer tels que les poissons, les mollusques et les crustacés sont depuis de
nombreuses années mis sur le devant de la scéne pour des considérations aussi bien d’ordre
nutritionnel que toxicologique. Ces produits sont considérés par les nutritionnistes comme une
source importante de protéines de bonne qualité, de minéraux et d’acides gras essentiels tels que
I’oméga 3. Pour les toxicologues, les produits de la mer sont plutot considérés comme des vecteurs
de substances toxiques. La réalité scientifique est plus complexe et la frontiére entre ces deux
modes de pensée nécessite de prendre en considération la composition du produit aussi bien en
substances nutritionnelles que toxiques d’une part, et le comportement du consommateur vis a vis

de ces produits d’autre part.

1. Les bénéfices liés a la consommation du poisson

Le poisson représente une source importante de vitamines liposolubles, de protéines et
¢galement de micro- et macro-¢éléments tels que le sélénium, le zinc, le calcium, le phosphore et
les acides gras mono- et polyinsaturés y compris les oméga-3. Ces nutriments sont essentiels pour
les fonctions corporelles et sont bénéfiques pour la croissance, le cerveau et le systéme nerveux.
Généralement les bienfaits de la consommation du poisson sur la santé humaine sont,
essentiellement attribués a sa richesse en oméga-3 tels que l'acide docosahexaénoique (DHA) et
l'acide eicosapentaénoique (EPA), permettant la réduction du risque d’atteinte par les maladies
cardiovasculaires, arthrites et d’autres maladies inflammatoires. En effet pendant le développement
le DHA s’accumule dans le systeme nerveux central, c’est 'un des constituants majeurs des
membranes neuronales et de la rétine (Crawford, 1993; Lauritzen et al., 2001; Wainwright, 2002;

Dangour, 2008)

L'insuffisance d’apport en DHA, pendant les périodes critiques du développement du
cerveau a été associée a des troubles de comportement aussi bien chez I’animal que chez 'Homme.
En effet le manque d’apport en DHA pendant le développement a été associé a un retard de la
migration neuronale, une perturbation de I’arborisation dendritique, un développement neuronal

anormal au niveau de 1'hippocampe, et des anomalies apoptotiques (Salem et al., 2001).

En effet environ 600 g d'acides gras, y compris le DHA sont transférés de la mére au feetus, pendant
la période de gestation (Dangour, 2008).

2. Les risques liés a l1a consommation du poisson
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En dépit des effets bénéfiques, que présentent les nutriments du poisson, sa teneur en
contaminants pourrait causer des problémes pour la santé humaine. Ceci est particuliérement vrai
pour les composés lipophiles et persistants qui s’accumulent, a travers la chaine alimentaire, dans
les especes de poissons prédateurs (SCAN, 2004 ; EFSA, 2012(b)). Les concentrations des
polluants tels que les PCB, le methylmercure (MeHg) les dioxines, les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) et certains pesticides dans les poissons dépendent, de plusieurs facteurs, y
compris leurs trajets de migration, leurs teneurs en matiére grasse, leurs ages, le nombre de fois ou
ils se reproduisent, leurs tailles et leurs régimes alimentaires (SACN, 2004 ; Takaomi, 2013).

3. Modé¢le d’étude : I'anguille Européenne (Anguilla anguilla L.)
3.1. Classification

Le genre anguilla regroupe 15 espéces et 3 sub-especes distribué¢ dans le monde entier.
Parmi ces especes Anguilla anguilla (L.) qui a été décrite pour la premicre fois, en 1758 par
Linnaeus. Elle est la seule espéce d’anguille représente en Europe (Bertin, 1951). Sa classification
taxonomique est la suivante:

Reégne: Animalia
Embranchement: Chordata
Sous-embranchement: Vertébrta
Superclasse: Ostéichthyes
Classe: Actinopterygii
Sous-classe: Néoptérygii
Ordre: Anguilliformes
Famille: Anguillidae
Genre: Anguilla

Espéce: anguilla

3.2. Cycle biologique

L’anguille Européenne, Anguilla anguilla, est un poisson migrateur. L’adaptation de cette
espece aux fortes variations de salinité, lui permet de se reproduire en milieu marin alors qu’elle
passe la majorité de sa vie dans les eaux douces a saumatres. Son cycle de vie peut durer jusqu’a
90 ans mais en général il a une moyenne de 10-15 ans (Tsukamoto et Kuroki., 2014). Son mode de
vie et de reproduction particulier ’oblige donc a effectuer plusieurs migrations qui nécessitent des

adaptations aussi bien physiologiques que morphologiques appelées métamorphoses. Le cycle
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biologique de I’anguille Européenne est donc composé de deux phases de migrations

accompagnées de deux phases de métamorphoses (figure : 8).

Ameérique
Mer des

Sorgasses

5000 Km Afrique
en 3 ans

== _Migration des anguilles pour la reproduction --- Migration
des larves

Figure 8 : Cycle de migration des anguilles

3.2.1. La phase de reproduction en mer des Sargasses

Le lieu présumé de reproduction de I’anguille Européenne a été situé par Schmidt en 1922,
en mer des Sargasses (Figure 8). L’accouplement et I’éclosion des ceufs en grande profondeur
aboutissant a la naissance des larves leptocéphales.
3.2.2. Premiére migration: de la mer des Sargasses vers I'Europe et I'Afrique du nord

Apres la ponte dans la mer des Sargasses, les larves transparentes, vermiformes et aplaties
dites «leptocéphales» sont transportées par le Gulf Stream vers 1'Europe et I'Afrique du nord ou
elles se métamorphosent en civelles en atteignant le plateau continental. Etant dotées de quelques
dents, les larves leptocéphales se nourrissent de plancton. Celui-ci est de taille réduite (5 a 6 mm)
au début de la migration, mais peut atteindre une taille de 75 a 80 mm aux abords des plateaux
continentaux Européen et nord-Africain (Bertin, 1951; Elie, 1979; Tesch, 1982; McCleave et
Kelckner, 1987). La durée de cette migration a été estimée a une période de 5 a 8 mois, mais reste
trés controversée (Arai et al., 2000).
3.2.3. Premiére métamorphose: de la larve leptocéphale a la civelle

Une fois parvenues au niveau du talus continental, les larves leptocéphales se
métamorphosent et deviennent des civelles transparentes (Figure 9). Cette métamorphose exige de
grandes transformations d’ordre anatomique, morphologique et physiologique. Celles-ci se
traduisent d’abord visuellement par la disparition des dents larvaires au profit de bourgeons
dentaires et le passage d’une forme rubanée a une forme cylindrique plus petite (55 a 75 mm et 0,2

a 0,3 g), mais plus proche de celle des adultes. De plus, les nageoires rudimentaires de la larve
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leptocéphale deviennent fonctionnelles et permettent une nage horizontale plus efficace. D’autre
part, les appareils respiratoires et circulatoires se mettent en place et des branchies, le cceur et
I’artére longitudinale vont ainsi apparaitre. Les yeux aussi subissent une transformation, avec
I’apparition de cellules en cones leur conférant une meilleure vision diurne. Enfin, une régression
considérable du tractus digestif est observée. L'cesophage, 1'estomac et l'intestin sont ainsi trés peu
différenciés chez une jeune civelle et ne lui permettent plus de se nourrir (Elie, 1979; Tesch, 2003).
Le futur appareil digestif du stade adulte se formera par la suite, ce qui explique en partie pourquoi
la civelle est considérée comme un stade post-larvaire, intermédiaire entre la larve et 1'adulte (Elie,
1979; Elie et al., 1982).

A l'issue de cette métamorphose, entre le mois d'octobre et d'avril, les civelles qui se
présentent a I’entrée d’un estuaire, se sédentarisent ou bien gagnent directement les compartiments
fluviaux (eau douce) soumis a la marée (Elie et Rochard, 1994).

Au cours de leur migration en eau douce, les individus présentent alors une activité
alimentaire marquée. Cette phase migratoire en eau douce se distingue également par une
accentuation de la pigmentation. Cette dernicre, qui commence dés la fin de la métamorphose larve-
civelle, proceéde en deux étapes. Une pigmentation tout d'abord noire (mélanine) se développant sur
la face dorsale des individus va venir se mélanger, dans un deuxiéme temps, & une trame de
pigments de couleur jaune apparaissant sur la face ventrale (Elie, 1982). La métamorphose achevée,
la civelle devient ainsi progressivement anguillette puis anguille jaune (figure 10) et adopte un
mode de vie benthique et nocturne (Bertin, 1951; Tesch, 2003). La longue phase de croissance

commence.

Figure 9: Photographie d’une anguille européenne, Anguilla anguilla, au stade civelle.

(Echelle non disponible)

Phase de croissance continentale: le stockage des réserves énergétiques
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La phase de croissance de 1’anguille européenne est trés longue (4 a 20 ans pour les femelles
et 2 a 15 ans pour les males) et a pour objectif la croissance mais aussi la différenciation sexuelle
des individus. A ce stade, I’anguille dite jaune (Figure 10), c’est a dire ayant acquis une
pigmentation compléte, a généralement un comportement sédentaire et territorial (Bertin, 1951,
Tesch, 2003). Son régime alimentaire est trés varié, il est composé de petits crustacés (crabes,
crevettes), d'annélides, de mollusques bivalves et de petits poissons pour la fraction de la population
occupant les milieux saumatres, et principalement de larves d'insectes et de poissons de petite taille
pour les individus vivants en milieu d'eau douce. Ce régime alimentaire principalement carnivore,
lui permet d’accumuler des réserves énergétiques importantes pour sa future migration. Ces
réserves énergétiques sont principalement stockées sous formes de lipides et localisées au niveau
des muscles et de la partie abdominale.

3.2.4. Deuxiéme métamorphose: du jaune a I’argenté

A ce stade, les anguilles femelles mesurent en moyenne 54 a 61 cm alors que les males
atteignent seulement une longueur moyenne comprise entre 35 et 41 cm (Durif et al., 2000; Tesch,
2003).Cette seconde métamorphose couramment nommée argenture «silvering» est marquée par
de profondes modifications anatomo-physiologiques. Ainsi, on observe chez des individus en cours
d'argenture :

-Une prolifération et une transformation des cellules a chlorure préparant le passage des individus
d'un milieu hypo-osmotique (eau douce) a un milieu hyper-osmotique (eau de mer) (Fontaine et
al., 1995),

-Un épaississement de la peau et une prolifération des cellules a mucus supposées constituer une
barriere aux entrées d'ions (Na+, CI-) (Durif et al., 2000),

-Une augmentation du diameétre et donc du volume de l'eil, couplé d’un changement des pigments
rétiniens accommodant les individus a une vision de lumiere bleue caractéristique des grandes
profondeurs (Archer et al., 1995; Durif et al., 2005),

-Une augmentation de la longueur des nageoires pectorales assurant une meilleure flottabilité
(Durif et al., 2005),

-Une augmentation du volume du muscle rouge mieux adapté a une activité de nage soutenue,
l'anguille passant d'un mode de vie benthique a un mode de vie pélagique (Pankhurst, 1982),

-Un épaississement de la paroi de la vessie natatoire couplé a un développement accru du réseau

de capillaires sanguins situé a sa surface (Kelckner et McCleave, 1980).
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Les anguilles quittant les cotes européennes et nord africaines sont encore a un stade pré-
pubere. Chez les femelles, les ovocytes sont en tout début de vitellogénese et les males ne
présentent que des spermatogonies. Cette maturation est méme bloquée. Ce sont les facteurs
environnementaux que rencontrent les anguilles en cours de migration qui déclenchent et assurent
la maturation des gonades (Dufour et al., 2003).

Au terme de cette seconde métamorphose en anguille argentée, les individus sont
physiologiquement et anatomiquement préts a entreprendre une longue migration océanique, de

surcroit, a grande profondeur.

Figure 10: Photographie d’une anguille européenne, Anguilla anguilla, au stade jaune et au stade
argenté

3.2.5. Deuxiéme migration: de I'Europe et I'Afrique du nord vers de la mer des Sargasses
Cette migration est caractérisée par une absence de prise de nourriture tout au long du voyage. Ce
jetine implique la mise en réserve d'énergie au cours de la phase de croissance, c'est-a-dire au stade
anguille jaune. Ces réserves sont ensuite catabolisées au cours de la migration pour fournir I'énergie
nécessaire au maintien d'une activité de nage soutenue tout au long des 5 500 km de voyage ainsi
que la maturation des gonades. En fait, au cours de la phase de croissance, l'eau et les protéines
sont progressivement remplacées par des lipides (Degani et al., 1986). Dans une anguille argentée,
plus de 80 % de I'énergie disponible est ainsi stockée sous forme de triglycérides principalement
déposés entre les myotomes (Boétius et Boétius, 1985). Boétius et Boétius (1980) ont estimé que
la quantité totale de lipides accumulée au stade anguille jaune doit dépasser en masse 20 % du poids
total des individus au stade argenté afin de couvrir les besoins énergétiques de la migration de

'Anguille Européenne.

38|Page



Synthése bibliographique

Enfin, a l'issue de leur long périple, les individus matures s'accoupleraient en mer des
Sargasses avant de mourir d'épuisement (Tesch, 2003). La vie de I'anguille commencerait et se
finirait ainsi en mer Sargasses.

Depuis la fin des années 80, le stock d’Anguilla anguilla, a reconnu une chute spectaculaire,
allant a 99 pour cent pour le stade de civelle (Dekker, 2002). Actuellement cette espece est
considérée comme au-dessous des limites biologiques (Dekker, 2002). Des facteurs anthropiques
telle que péche, la pollution, la détérioration de I'habitat (tels que 1'obstruction de la migration) et
le transfert de parasites, ainsi que des processus naturels tels que les changements climatiques et

océaniques et la prédation ont contribué a cette baisse.
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Anguille argentée

Figure 11 : Présentation schématique du cycle biologique de I’anguille européenne

(Dekker, 2000).
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Materiels et Méthodes

I. La matiére premiére : Les anguilles

Les anguilles utilisées dans cette étude ont deux provenances différentes : Cinque anguilles
ont été péchées de la Meuse (Belgique) pendant le printemps (2011), dix autres ont été achetées
aupres la zone aquicole (Helmond, Pays-Bas). Elles ont été identifiées par les biologistes de
I'Université de Liege comme Anguilla anguilla. Par la suite les parties musculaires des anguilles
ont ét¢ échantillonnées, séparées en deux lots différents, selon leurs provenance, lyophilisées et
conservées a -20°C jusqu’a utilisation. Une partie des muscles des anguilles a été¢ dédiée aux

analyses chimiques, concernant les teneurs de celle-ci en certains contaminants environnementaux.
I1. Analyses chimiques des anguilles
1. Analyse des teneurs du muscle de I’anguille en PCB-NDL

La teneur des muscles des deux lots d’anguilles, en chacun des congénéres PCB-NDL
indicateurs (PCB n°28, 52, 101, 138, 153 et 180) a été¢ déterminée, par une méthode conforme avec
la norme Européenne EN16215 validée dans un laboratoire accrédit¢ ISO 17025 (Centre de

Recherche Analytique et Technologique, CART).

Cette méthode consiste en une extraction accélérée par solvant « ASE » (Thermo-Fisher,
Palo-Alto, USA) des lipides des muscles des anguilles suivie par une étape de purification réalisée
par la chromatographie multi-colonne liquide-solide branchée a un systeme d'automate Power Prep
(FMS, Watertown, USA). Enfin I’analyse a été effectuée par chromatographie gazeuse couplée a
un secteur spectrometre de masse a haute résolution (GC-HRMS Autospec Premier Waters,
Millford, USA). L’analyse quantitative a été réalisée par la dilution isotopique impliquant un

analogue 13C12 de chacun des congénéres des PCB-NDL indicateurs.
2. Analyse des teneurs des muscles d’anguilles en métaux lourds

Les échantillons, ont d’abord été totalement, minéralisés par la digestion dans un micro-
onde (Multiwave Pro micro-ondes, Anton Paar). Par la suite ils ont été analysés par spectrométrie

de masse couplée a un plasma inductif (ICP-MS).
2.1. Minéralisation des échantillons

Sept millilitres d'acide nitrique et 3 ml de peroxyde d'hydrogene ont été ajoutés a environ

250 mg d'échantillon des muscles d’anguille pondérées dans un réacteur PFA, et le tout a été

40| Page



Materiels et Méthodes

maintenu pendant 15 mn au micro-onde a une puissance de 1500 W. Apres refroidissement, les
¢chantillons ont été récupérés dans 25 ml d'eau, puis diluées 5 fois avec de 1'eau millipore avant

l'analyse ICP-MS.
2.2. Analyse par spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (ICP-MS)

Les échantillons, déja, minéralisés ont été analysés pour leurs teneurs en métaux
(notamment Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo, Cd, Pb, Pt et Hg) par ICP-MS sur un
RDC Elan -e (Perkin Elmer, USA), équipé¢ d'un micro nébuliseur associ¢ a une chambre de
nébulisation cyclonique. Les échantillons ont été quantifiés en utilisant le calibrage interne, fondée
sur des solutions standards préparées avec une solution multi-éléments PCI standard (30E)

(Chemlab, Belgique), et PCI standard Platinum (LGC Standards, France).
2.3. Analyse des teneurs des muscles d’anguilles en mercure

Les teneurs des échantillons en mercure (Hg) ont été déterminées par un analyseur direct
du mercure SMS 100 (Perkin Elmer, USA), en utilisant les principes de la fusion de I’or, la
décomposition thermique, et absorption atomique de la vapeur froide par spectrométrie. Trois
réplicas de 20-30 mg de chacun des lots d’anguilles ont été analysés. La quantification du mercure,
contenu dans les échantillons, a été réalisée par des solutions d’étalonnages préparées a base de la

solution standard de mercure (HIQU Plasma) (Chemlab, Belgique).
ITI. Animaux et conditions d’hébergement

Les animaux utilisés lors de cette étude sont des souris Swiss albinos (CD1). Vingt-cinq
males et cinquante femelles sexuellement matures, agées de 9 semaines, et d’un poids de 30240 g
ont été obtenus aupres de la société Charles Rivier (France). A la réception, les animaux ont été
répartis dans des cages d’habitation (4 animaux du méme sexe par cage) et ont ét¢ maintenus a un
cycle photo-lumineux standard de 12h, a température constante (22+2°C) et pour une humidité
relative de 50+ 5%. De plus ils ont eu un acces libre a 1’eau et a la nourriture (SDS Dietex, St

Gratien, France).
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IV. Mise en reproduction des souris et traitement des femelles gestantes et puis allaitantes

Aprés deux semaines d’habituation aux locaux, les femelles ont ét¢ mises en reproduction
avec les males (2;1). Le lendemain, elles ont ét¢ examinées pour la détermination du succes de

fécondation. Le jour ou un bouchon copulatoire est observé et considéré jour gestationnel 0 (JGO).

Apres fécondation, 40 femelles ont été placées individuellement dans des cages, ou elles ont été
habituées au protocole d’exposition pendant leurs six premiers jours de gestation. Par la suite elles
ont été réparties en 4 groupes d’exposition. Une semaine avant la mise-bas, du papier absorbant est

fourni en tant que source de matériaux de nidification.

Au jour de la mise bas (JPNO), selon les recommandations de 1I’Organisation de Coopération
et de Développement Economiques (OCDE) (OECD, 2007), le sexe et le poids de chaque individu
de la progéniture ont été déterminés et le nombre des nouveau-nés de souris a été réduit a un effectif
de n = 10, soit 5 males et 5 femelles par litiére, quand c’est possible. La réduction du nombre
d’animaux /portée, est attribuée a la relation qui existe entre la taille de la portée et le
développement comportemental de la progéniture par rapport a I’acces au lait maternel (Tanaka,

2004). Le reste de la portée a été euthanasié a I’halothane.

A partir de la mise-bas (JPNO), les femelles ont été quotidiennement observées, et un suivi

pondéral de la progéniture a été réalisé.

Au sevrage (JPN 21), les souris juvéniles de chaque litiere ont été séparées suivant leur sexe
dans des cages différentes. Au stade adulte (aprés le JPN 60) les souris méles et les femelles de
génération F1 ont été placés dans deux pieces différentes, pour exclure l'effet des phéromones

sexuelles sur le comportement (figurel2)

Durant le développement des souris de génération F1, des tests comportementaux et
cognitifs ont été conduits conformément aux recommandations de ’OCDE (2007). Ainsi, une
souris/sexe a été sélectionnée au hasard, de chaque litiere, ce qui fait que le nombre d’animaux

¢tudiés dans chaque test était de 20 souris par groupe, soit 10 animaux/ sexe/group.

Toutes les expériences ont ¢té réalisées en conformité avec les directives de 1’Union

Européenne (2010/63/EU).
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Groupes Groupe 1: Témoins Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
d’exposition l l
] Jelly contenant de I’anguille Jelly contenant de 'anguille ~ Jelly contenant de 'anguille
JGO Jelly sans anguilles  chimiquement contaminée chimiquement contaminée chimiquement contaminée
I 6-PCB-NDL .notamment, en T 6-PCB notamment, en T 6-PCB -sotamment, en £ 6-PCB

(0 ng/kg/jour)  NDL ( 85 ng/kg/jour) NDL ( 216 ng/kg/jour)  NDL (400 ng/kg/jour)

JG 6 /'/
l

Nombre de souris gestantes n=10 n=10

" mmike . i

Nombre de portées n=10

! groupe
JPN 21 /\.
2 ~)

JG21

Nombre d’animaunx/ n=10

— .
Groupe expérimental \ |

Jours

Figure 12 : Représentation schématique de la répartition des animaux par groupe expérimental et par sexe
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V. Choix des doses

Le choix des doses, par lesquels les différents groupes de souris ont été traités, a été basé
sur I’estimation de la prise journaliére de I’Homme en la Y6 PCB-NDL, par la voie alimentaire,

qui varie entre 10 et 45 ng/kg p.c/J (EFSA, 2005).

Ainsi les doses choisies lors de cette étude sont: 85, 216 et 400 ng/kg p.c/j. Elles ont été
obtenues en multipliant les valeurs estimées, chez I’Homme par un facteur de 10 (facteur inter

espece) pour passer a I’animal.

La dose la plus faible choisie 85 ng/kg p.c/j, chez I’animal, correspond a (8,5 (chez
I’Homme) x10). Elle est inférieure a la DJT, estimée de 10 ng/kg p.c/j chez I’Homme. La dose la
plus élevée 400 ng/kg p.c/j (40%10) correspond a la prise journaliere en la ) 6 PCB-NDL chez les
forts consommateurs du poisson tels que les pécheurs du baltiques. Une troisiéme dose

intermédiaire a ces 2 doses 216 ng/kg p.c/j (21,6%10) a été, aussi, choisie (figure 13).

< I6PCBNDL
10 ng/kg p.cfj o T 45 ng/kg p.c/j
| | La prize journaliére chez I"Homme
en ¥ 6PCE-INDL
par voie alimentaire
10 (facteur interespéce)
100 ng/kg p.c/j 450 ng/kg p.c/j

| | La prise journaliére chez le rongeur
en £ 6PCB-NDL
par voie alimentaire

Figure 13 : Représentation schématique du choix des doses
VI. Préparation de I’aliment et exposition des animaux

Quatre lots de Jelly ont été, quotidiennement, préparés des le début de I’exposition des

souris gestantes et puis allaitantes jusqu’au sevrage. Pour ce faire 10 g de nourriture en poudre
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destinée a I’alimentation des animaux (SDS DIETEX, France) ont été mélangés avec 10 ml d'eau,
0,5 ml de sirop de grenadine, 1 ml d'huile de mais et 64 mg d'anguilles lyophilisées pour obtenir
une pate homogene, dans laquelle la dose en Y 6 PCB indicateurs (28, 52, 101, 138, 153 et 180) a
été préparé pour chaque groupe expérimental. Le lendemain de la préparation, la pate a été
découpée en petites portions en fonction du poids de chacune des souris gestantes et puis allaitantes
afin d’apporter soit 0, 85, 216 et 400 ng > 6PCB-NDL / kg / jour. Pour les souris du groupe controle
(n = 10), la pate a été préparée avec les mémes ingrédients cités ci-dessus mais sans l'anguille

(tableau (5).

L’exposition des meres gestantes et allaitantes aux anguilles contaminées a été réalisée, par
voie orale a partir du JPN 6 jusqu’au sevrage et tous les jours. Le controle de la prise alimentaire a

été quotidien.
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Tableau 5 : Tableau récapitulatif des différents traitements utilisés

Groupe (n=10/sexe) Origine de péche de Administration pour les méres  Dose (3.6 PCB-NDL ng/Kg)
I’anguille gestantes et puis allaitantes
Groupe 1 (G1) - Croquettes standards 0
Groupe 2 (G2) La mer (Pays —bas) Croquettes standards + (0,8 mg/g 85
p.c*/j) d’anguilles

Groupe 3 (G3) La mer (Pays —bas) +la Croquettes standards + (0,8 mg/g

riviere (la Meuse) p.c*/j) d’anguilles 216
Groupe 4 (G4) La riviere (la Meuse) Croquettes standards+ 400

(0,8 mg/g p.c*/j) d’anguilles

*p.c= poids corporelle
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VII. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur la

I’apprentissage et la mémoire
1. Test du labyrinthe en « Y » : Alternance spontanée (JPN 38)
» Principe

Le test du labyrinthe en « Y » permet d’évaluer la mémoire de travail, qui correspond a la
capacité de retenir une information, a court terme et 1’utiliser. Il est basé sur la tendance naturelle
des rongeurs a explorer d une fagon spontanée et alternée les différents bras du labyrinthe (Hughes,
2004). Le test du labyrinthe en « Y » a été réalisé au JPN 38, ou les structures cérébrales impliquées,
dans le fonctionnement normal de la mémoire de travail auraient atteint leurs développement

normal (Luna et al., 2004 ; Geier et al., 2009).
Dispositif et procédure

Le labyrinthe est formé de trois bras identiques (25 x14 x5 cm), notés A, B et C, séparés
I’un de I’autre par un angle de 120° et convergeant vers un point central (figure 14). Le labyrinthe

a ¢té faiblement éclairé (10 lux) dans chacun des bras du dispositif.

Les souris testées ont été, individuellement placées a I’extrémité du bras «Aw, la téte dirigée
vers la paroi et elles ont été autorisées d’explorer, librement, le labyrinthe pendant 3 min. L’ordre
de succession des bras parcourus par les souris a été relevé (Youssef et al., 2008). Le pourcentage

d'alternance spontanée était calculé selon la formule ci-dessous:
% d'alternance spontanée = (Nombre d’alternance /Nombre de triplets totaux) x100

Une alternance est définie comme la visite successive, par I’animal testé, de trois bras
différents constituant un triplé eg (ABC, ACB, BCA...). Le nombre d’alternance correspond au
nombre total de bras visités moins 2. Le % d'alternance spontanée des souris SWISS normaux est

entre 60-70% (Belzung et al., 1999).

La figure 14 montre une souris introduite dans le bras B, apres I’avoir exploré, elle est
passée au bras A (ligne en vert). Une fois I’exploration du bras A est terminée, la souris aurait le
choix entre le bras C (ligne en rouge) ou le bras B (ligne en bleu). Si la souris choisi le bras C, elle

aurait effectué une alternance.
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|
:

Figure 14: La représentation schématique du dispositif du test du labyrinthe en « Y »
2. Test de la piscine de Morris (JPN 120-123)
» Principe

Le test de Morris a été développé en 1981 par Richard Morris dans le but d’évaluer la mémoire
spatiale de référence et la capacité d’apprentissage chez les rongeurs (Morris, 1984 ; Vorhees et
Williams, 2006). Au cours de ce test 'animal est censé apprendre a utiliser des indices distaux pour
parcourir un chemin direct vers la plate-forme cachée. La motivation dans ce test est basée sur le
caractere aversif de la situation aquatique et ’aptitude de 1’animal & mémoriser et apprendre a
identifier I’emplacement de la plateforme qui lui permet d’échapper de la situation aversive. Le test

de la piscine de Morris a était réalisé chez les souris a I’age adulte (JPN 120-123).
» Dispositif et procédure

Le dispositif de ce test est un réservoir circulaire « piscine » de 100 cm de diameétre rempli au
2/3 d’eau opacifiée avec I’ajout du lait et. La température de I’eau et la méme que celle de la piece,
maintenue entre 19 et 21°C. L’intensité d’éclairage est de 100 lux. Ce dispositif est virtuellement
divisé en quatre quadrants égaux. Une plateforme immergée d’un centimétre d’eau a été placée

dans une position fixe, au centre de 1’'un des quadrants (figure 15).
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Pour évaluer la mémoire spatiale de référence a 1’age adulte (JPN 120), ou le cerveau atteint sa
maturité, chaque souris a été placée dans I’un des quadrants, sans plateforme, et a été autorisée de
faire cinq essais consécutifs (120s/essaie). Durant chaque essaie, si 1’animal arrive a trouver la
plate-forme dans les 120 s, il est autorisé de rester sur la plate-forme pendant 30 s. Sinon, il est
conduit, par I'expérimentateur, vers la plate-forme. Durant cette étape, la tache de I'animal testé est
d’apprendre a atteindre la plate-forme cachée, dans le minimum de temps possible (< 120s) en
utilisant, des formes géométriques, collées a la paroi de la piscine pour lui permettre de situer sa

position dans ’espace, localiser et rejoindre la plateforme immergée (Morris et al., 1984).

Pour évaluer la mémoire de rétention, 72 h apres la phase d’apprentissage (JPN 123) les souris
testées ont été¢ soumises a un seul essaie (120 s) pour trouver la plateforme submergée (Dridi et al.,
2014). Le paramétre enregistré dans ce test est la latence (s) nécessaire a I’animal pour retrouver la

plate-forme pour chaque essaie.

Ainsi une molécule qui agirait sur le temps de latence en le baissant ou en 1’augmentant aurait

respectivement amélioré ou réduire 1’aptitude d’apprentissage.

Lynn Talton ©2007

Figure 15: La représentation schématique du dispositif du test de la piscine de Morris.

VIII. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur

Pactivité motrice
1. Test de ’open field (JPN 47, 195 et 329)

» Principe

49 |Page



Mateériels et Meéthodes

Le test de I’open field, a été congu par Hall et Ballachey (1932). 1 a été utilisé¢ dans cette étude
afin d’évaluer I’activité locomotrice des animaux testés dans un milieu nouveau. Le test de I’open
field a été réalisé aux différents stades de la vie des souris utilisée dans cette étude (JPN 47, 195 et

329). C’est un test contraignant par I’introduction de I’animal dans un milieu nouveau.

Une perturbation (diminution ou augmentation significative) de I’activité locomotrice des
animaux traités par rapports aux témoins peut renseigner sur ’atteinte des structures cérébrales

impliquées dans la régulation de 1’activité locomotrices des animaux testés.
Dispositif et procédure

Le dispositif est constitué d’une plate-forme circulaire de 50 cm de diameétre divisée en 36
cases, répartie en 20 cases dans la zone périphérique du diapositif, 12, dans la zone médiane et 4
dans la zone centrales. Cette plate-forme est délimitée par une paroi en plexiglas noire de 27 cm de

hauteur. L’éclairage a été homogene en tout point du dispositif du test (figure 16).

Les souris testées ont ét¢, individuellement, placées dans la zone périphérique du diapositif, le
visage en face de la paroi de l'appareil et ont été autorisées d’explorer librement la surface de I’open
field pendant 6 min. Apres 1 min d'habituation, le nombre de cases totale (périphériques + médianes
+ centrales) traversés par I’animal (activité horizontale) a été enregistré pendant 5 min (Bouayed

et al., 2009, 2012; Elnar et al., 2012).

Figure 16: Dispositif du test de 1’open field montrant une souris qui explore le milieu
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2. Test de ’actimétre (JPN 305)
» Principe

Le test de I’actimétre a été utilisé pour évaluer I’activité motrice spontanée des souris testées
dans un milieu familier en évitant les réponses de type néophobiques. Etant donné que ’activité
motrice spontanée est I’ensemble des fonctions qui assurent le mouvement, incluant 1’activité

locomotrice. Le test de I’actimétre a été réalisé a un age avancé (JPN 305) (Viggiano, 2008).
» Dispositif et procédure

Le dispositif utilisé est un actimétre (Bioseb, Vitrolles, France) modele (BIO-ACV-M-pour
souris) comme décrit dans la figure 17. Cet instrument utilise les vibrations de la cage pour mesurer
I’activité motrice horizontale de 1’animal et des détecteurs a cellule photoélectrique a infrarouge

pour détecter I’activité motrice verticale de I’animal « redressement ».

Environ 24 heures avant le test, les animaux testés ont été individuellement placés dans des
cages transparentes en plastique (12 X 35 x 14 cm), qui contenaient de la sciure, de I’eau et de la
nourriture ad libitum afin de les familiariser a leurs cages. Juste avant de commencer le test, chaque
cage a ¢été calibrée et les paramétres du systéme ont été réglés. La durée d’acquisition a été fixée a
15 min, durant lesquelles, la distance parcourue (cm), la vitesse moyenne (cm / s), le temps
d'activité (s), les mouvements et le nombre de redressement de chaque animal testé¢ ont été

enregistrés.

Figure 17: Dispositif du test de ’actimétre montrant une souris qui explore le milieu
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IX. Effet « depressive like » de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles

contaminées sur les souris de génération F1
1. Test de la suspension caudale (JPN 55 et 336-337)
» Principe

Le Test de la suspension caudale a ¢ét¢ décrit dans les années 80 par Steru et ses
collaborateurs. Il permet I'évaluation rapide des effets psychotropes des drogues et des
substances médicamenteuses sur des rongeurs, notamment les effets antidépresseurs et sédatifs

(Steru et al., 1985).
» Dispositif et procédure

Les animaux testés ont été individuellement suspendus par la queue, de telle sorte que la
base de la queue soit perpendiculaire a la barre, a ’aide d’un ruban adhésif (une méthode sans
douleur) (Figure 18). Les souris ainsi suspendues essayent, de manicre innée, d'échapper a cette
position inconfortable, en essayant de se redresser pour saisir la barre. A force d'échouer dans
leurs tentatives de redressement, elles génerent un état de désespoir qui se traduit par de
I'immobilité et une résignation. Un tel comportement d’une souris peut étre décrit comme
« dépressive like », sans que ’on puisse jamais dire que la souris est déprimée (Boissy et al.,
2009). La magnitude de cette immobilité est considérée comme corrélée a un comportement
« dépressive like ». La durée de I’enregistrement du test est de 6 min. Le temps de résignation

des animaux testés n’est mesuré que lors des 4 derniéres minutes de test (Steru et al.,1985).

Figure 18: Le dispositif du test de la suspension caudale montrant trois souris suspendues par la

queue
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2. Test de la nage forcée (JPN 200 et 336-337)
» Principe

Le test de la nage forcée ¢été décrit pour la premiere fois par Posolt et ses collaborateurs
pendant les années 70. Comme le test de la suspension caudale, Il est classiquement utilisé¢ pour
évaluer les effets psychotropes des drogues et des substances médicamenteuses sur des rongeurs

(Porsolt et al.,1977).
» Dispositif et procédure

Les animaux testés ont été individuellement placés dans une cuve cylindrique, en plexiglas (9
cm de diametre et 20 cm de hauteur), remplie jusqu'a environ 12 cm de son hauteur en eau (23 £ 1
°C) (figure 19). Les animaux, se trouvant dans une situation non confortable, cherchent de maniére
innée, a s’en échapper. A force d'échouer dans leurs tentatives d'échappement, elles générent un
¢tat de désespoir qui se traduit par leur immobilité et leur résignation. La souris n’a été considérée
immobile que lorsqu’elle flottait et ne réalisait que des mouvements de faible amplitude lui
permettant de maintenir sa téte hors de I’eau. Le temps d’immobilité des souris testées a été
enregistré durant les 5 derniéres minutes du test et il est corrélé avec le comportement « dépressive
like » (Porsoltet al.,1977). Plus le temps d’immobilité est important plus 1’animal est résigné et plus

il est « dépressive like »

Figure n 19: Le dispositif du test de la nage forcée montrant trois souris en train d’étre testées
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Figure 20: Schéma expérimental général mené chez la progéniture de souris exposée durant la gestation et 1’allaitement aux aguilles

contaminées et les souris témoins.

Aprés avoir terminé les tests de comportement programmés pour cette thése (JPN338), nous avons procédé aux prélévements cérébraux chez les animaux testés,

en vue d’établir des corrélations entre les comportements détectés et I’activité cérébrale. Les détails sont dans le paragraphe suivant.
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V. Prélévements (JPN 338)

Au JPN 338, apres avoir terminé les tests de comportement programmeés pour cette thése,
cinq souris/sexe/groupe, ont ¢té choisis au hasard parmi les souris testées afin de servir pour les
dosages biochimiques. Elles ont été euthanasiées a I’halothane puis sacrifiées. Ainsi, les trois
régions du cerveau frais (cortex préfrontal, cervelet et hippocampe) ont été séparées pesées, rincées
et puis homogénéisées dans 9 volumes (1:10, w/v) du tampon phosphate (20 Mm, pH=7,4)

contenant du Kcl (140 mM), aliquotes et conservées a -80 jusqu' a analyse.
XI. Dosages biochimiques
Objectifs

Plusieurs dosages biochimiques ont été réalisés lors de cette étude. Ils ont permis de

mesurer:

-L’activité de certaines enzymes antioxydantes comme la supeoxyde dismutase (SOD), la catalase

(CAT) et les gluthathion peroxidases (GPx),
- Le taux des protéines carbonylées et du malondialdéhyde (MDA),
- L’activité de I’acétylcholinéstérase

Ces dosages ont pour but d’évaluer, a un age avance (JPN 338), I’effet de I’exposition, des
souris de génération F1, durant les périodes de gestation et d’allaitement, aux anguilles
contaminées contenant la £6 PCB-NDL, sur le statut oxydatif dans les trois régions cérébrales

(cortex préfrontal, cervelet et hippocampe) et sur I’activité de 1’acétylcholinéstérase.
1. Dosage des protéines totales

Le dosage de la concentration de protéines totales a été réalis€¢ dans les homogénats de
chacune des trois régions cérébrales (cortex préfrontal, cervelet et hippocampe). Il a pour but de
normaliser les résultats des dosages des protéines carbonylées, malondialdéhyde (MDA) et de
I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, CAT, et GPx), réalisés dans ces mémes fractions et

qui seront exprimés en par milligramme de protéines.

» Principe
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Ce dosage a été fait selon la méthode de Bradford (1976). Il s’agit d’une méthode
colorimétrique qui permet la détection et la quantification des protéines totales. Elle dépend de la
formation d’un complexe entre le bleu de Coomassie et les protéines en solution. Le colorant existe
sous quatre formes ioniques. La concentration de protéines peut étre évaluée en quantifiant la forme
bleue ionique du colorant et en mesurant 1’absorbance de la solution a 595 nm par
spectrophotométrie (Waterborg et al., 1984). Le colorant se lie surtout aux résidus arginine,

tryptophane, tyrosine, histidine, et phénylalanine des protéines (Olson et al., 2007).
» Mode opératoire

Pour ce faire 900 ul de chacun des homogénats dilués ont été placés dans un tube hémolyse
auquel ont été ajouté 100ul du réactif de Bradford. Apres 10 minutes d’incubation a la température
ambiante et a 1’obscurité, la densité optique (DO) de I’échantillon a été déterminée par un
spectrometre (DU 720 UV Beckman Coulter, Palo Alto, CA) a 595 nm. Une gamme étalon de
sérum d’albumine bovine (BSA) a été établie. Ainsi la teneur des échantillons en protéines a été

déterminée en en mg/ml (Annexe 5).

2. Dosage du taux du malondialdéhyde (MDA)

Dans cette étude nous nous sommes intéressés au dosage du taux de malondialdéhyde (MDA),
I’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés médiée
par les radicaux libres comme étant I’un des marqueurs du stress oxydant.

» Principe

Le taux de la peroxydation des lipides a été, indirectement, déterminé par la mesure du taux de
malondialdéhyde (MDA) dans les homogénats des 3 régions cérébrales (le cortex préfrontal, le
cervelet et de I'hippocampe) par la méthode de Ohkawa et al. (1979). Le principe du dosage
consiste a faire réagir 1’acide thiobarbiturique avec 1’un des produits finaux de la peroxydation
lipidique: le malondialdhehyde (MDA) pour former un pigment rose possédant une absorbance
maximale entre 530 et 535 nm. La densité optique du complexe TBA-MDA est proportionnelle a
la concentration du MDA.

» Mode opératoire

Dans des tubes coniques contenant 100 pl des homogénats de chacune des trois régions

cérébrales (le cortex préfrontal, le cervelet et de I'hippocampe) on a ajouté successivement 100 pl
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de sodium dodecyl sulphate (SDS) (8,1%), 750 ul d’acide acétique (20%, pH=3,5), 750ul d’acide
thiobarbiturique (TBA) (0.8%) et 300ul de H2O2. Apres une incubation de 2 heures a 95°C, les
tubes coniques ont ét¢ immédiatement refroidis sous 1’eau courante du robinet puis vigoureusement
vortexés. Apres avoir ajouté 2500 pl de n-butanol-pyridine [15:1 v/v], les tubes ont été centrifugés
800 xg pendant 5 min. Enfin le surnageant (phase organique) a été récupéré de chaque tube et
I’absorbance a été lue par un spectrophotometre (DU 720 UV, Beckman Coulter, Palo Alto, CA) a
une longueur d’onde de 530 nm. La concentration du MDA a été calculée en utilisant le coefficient
d’extinction du MDA (€= 1.56 x 10° M lem™) et elle est exprimée en (umoles/ mg protéines)

3. Dosage des protéines carbonylées

Dans cette étude nous avons réalisé le dosage des protéines carbonylées comme étant 1’un des
marqueurs du stress oxydatif dans les trois régions cérébrales étudiées.

» Principe

Le dosage des protéines carbonylées a été réalisé selon la méthode de Mercier et al., 2004.
Il s'agit de mesurer la réactivité des groupements carbonyles avec le 2,4 dinitrophénylhydrasine
(DNPH).

» Mode opératoire

A 200 pl de des homogénats de chacune des trois régions cérébrales (le cortex préfrontal,
le cervelet et de 1'hippocampe), ont été¢ ajouté 800ul de DNPH 10 mM dans le Hcl (2,5M), la
solution a été incubée lh a la température ambiante. Nous avons ajouté 1ml d'acide
trichloroacétique (TCA) a 20% pour précipiter les protéines, nous I’avons laiss¢ 10 min dans la
glace, puis nous 1’avons centrifugé 5 min a 4000 rpm a 4°C. Nous ’avons suspendu le culot dans
Iml d'éthanol-éthylacétate (1:1, v/v) pour éliminer les traces de DNPH. Apres une centrifugation
de 5 min a 4000rpm a 4°C nous 1’avons suspendu le culot protéique dans 500ul de guanidine

hydrochloride. Une derniére centrifugation a été effectuée pour éliminer les débris qui restent.

Ainsi la concentration en protéines carbonylés (nmol/mg de protéines) a été éliminée par
mesure de I'absorbance du surnageant a 370nm (sachant que le coefficient d'extinction molaire est
de I'ordre de 22 nmol/ml) et en rapportant a la concentration en protéine déterminée par la méthode
de Bradford.

» C=DO 37/£

C= Concentration en protéines carbonylées dans un échantillon (nmol/mg de protéines)
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DO370= Do de I'échantillon - Do du Blanc

£= Coefficient d'extinction molaire : 22 nmol/ml
4. Détermination de ’activité des superoxides dismutases

Lors de cette étude, nous nous sommes intéressés, au dosage des superoxides dismutases
(SOD) vu qu’elles constituent la premiere ligne de défense efficace contre les radicaux libres
oxydés. Elles catalysent la dismutation du O> en H,O, (McCord et Fridovich, 1969°
Principe

L’activité du superoxyde disutase (SOD), dans chacune des trois régions cérébrales (cortex

préfrontal, cervelet et hippocampe), a été déterminée par la méthode de (Marklund et Marklund,
1974). Cette méthode est basée sur la compétition entre I'oxydation du pyrogallol par les radicaux
superoxydes et sa dismutation par la SOD.

» Mode opératoire

Cent microlitres d’une solution contenant (20 mM) de pyrogallol et (0,01 M) de Hcl a été
ajouté, dans un tube a hémolyse contenant 2,8 ml de tampon Tris et 100 pl de I’homogénat de
chacune des trois régions cérébrales (cortex préfrontal, cervelet et hippocampe). Par la suite le tout
a été mélangé. La lecture de la DO a été faite a été faite a 420 nm apres 1 min 30 set 3 min 30 s a
l'aide d'un spectrophotometre visible (DU 720 UV, Beckman Coulter, Palo Alto, CA).

Le pourcentage d'inhibition de l'auto-oxydation du pyrogallol a été calculé, et une unité
d'activité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour obtenir une
inhibition de 50% de 1'auto-oxydation a 25°C.

5. Détermination de ’activité de la catalase

Dans ce travail, nous avons étudié I’activité de la catalase, vu qu’elle est 'une des enzymes
antioxydantes qui assure la réduction du peroxyde d’hydrogéne (H202) en libérant de 1I’oxygene

(Halliwell, 1999),
» Principe

La catalase catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en dioxygene et
eau. L’activité de cette enzyme dans les homogénats des 3 régions cérébrales (le cortex préfrontal,

le cervelet et de I'hippocampe) a été mesurée selon la méthode de Clairbone (1985)

» Mode opératoire
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Vingt microlitres de chacun des homogénats des 3 régions cérébrales (le cortex préfrontal,
le cervelet et de I'hippocampe) ont été ajoutés a 780 pl de tampon phosphate et 200 pl de 0,5 M
H>0» contenus dans une cuvette en quartz. La densité optique a été lu par spectrophotométrie (DU

720 spectrophotomeétre UV / Visible, Beckman Coulter, Palo Alto, CA) a 240 nm.

La pente de dégradation du substrat correspondant ADO/min permet le calcul de 1’activité

de la catalase selon la formule ci-dessous :

ADOx10?

ex Ix[p]xFd

A : Activité spécifique de la catalase en pmoles par milligrammes de protéines et par minute
ADO: Variation de la densité optique lue a 240 nm

€: Coefficient d’extinction molaire de la catalase = 0,04 mM' cm™.
L: Longueur du trajet optique=lcm

[p]: Teneur en protéines (mg/ml)

Fd: Facteur de dilution

Les résultats sont exprimés en micromoles de H>O> par minute par milligramme de

protéines.
6. Détermination de I'activité du glutathion peroxydase

Le glutathion peroxydase (GPx) est I’enzyme antioxydante la plus importante au niveau du
cerveau (Arivazhagan et al.,2002). C’est pour cette raison que nous nous sommes intéressés a

étudier son activité lors de cette étude.
» Principe

Les glutathion peroxydases sont des enzymes a sélénium, ayant la propriété de catalyser la

réduction des hydroperoxydes (peroxyde d'hydrogéne H>O», hydroperoxydes organiques ROOH)
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par le glutathion. L’activité glutathion peroxydase a ét¢ mesurée selon la méthode de Flohe et

Glinzler (1984).
» Mode opératoire

Dans un tube a hémolyse contenant 300 pl de tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4), 200 pul de
GSH (2 mM), 100 ul de sodium azide (10 mM) et 100 pl de H2O> (1 mM), 300ul des homogénats
de chacune des 3 régions cérébrales (le cortex préfrontal, le cervelet et de I'hippocampe) séparées,
ont été ajoutés et le tout a été incubé a 37°C pendant 10 min. A la fin de I’incubation 500 pul de
TCA (5%) ont été ajoutées pour arréter la réaction et le tous a été centrifugé a 1500 g pendant 5
min, par la suite le surnageant a été¢ récupéré. 700ul de DTNB (0,4 mg / ml), 0,2ul de tampon
phosphate (0,1 M, pH 7,4) ont été ajoutés a 100 pl du surnageant, déja, recueilli.

La densité optique a été lue a 420 nm. L’activité enzymatique a été calculée en nM de
glutathion oxydé / min / mg de protéine en utilisant un coefficient d'extinction molaire €= 6,22 x

10°M! em™.
7. Dosage de I’activité de I’acétylcholinestérase (AChE)

Dans cette étude nous nous sommes intéressés par 1’étude de 1activité de
I’acétylcholinestérase (AChE) vue, le role important que joue cette enzyme dans la régulation du

message nerveux en catalysant I’hydrolyse de I’acétylcholine.
Principe

L’acétylcholine-estérase (AChE) est une protéinase a sérine. L’activité de
I’acétylcholinestérase a été¢ mesurée selon la méthode d’Ellman et a/., (1961). L’acétylcholine
(ACh) est hydrolysée par 1’acétylcholinestérase en thiocholine et acide acétique. La thiocholine
libérée réagit avec le DTNB pour donner du TNB, composé jaune. L’apparition du TNB a été
mesurée, par spectrophotométric a 412 nm, ce qui permet de calculer la variation de

I’absorbance par minute sur la partie linéaire de la cinétique.
» Mode opératoire

Cinquante microlitre des homogénats de chacune des 3 régions cérébrales (le cortex
préfrontal, le cervelet et de I'hippocampe) ont été ajouté au mélange réactionnel composé de

850ul de tampon phosphate (0,1 M; pH 7,5), 50 ul d’acide 5,5" dithiobis-2 (8§ mM). Apres une
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incubation a la température ambiante pendant 5 min, la réaction a ét¢ démarrée par l'addition
au mélange 50ul d'acétylthiocholine (8,25 mM). L'activit¢ de l'acétylcholinestérase était

évaluée a 412 nm (2 20° C) par mesure cinétique.
L’activité de I’acétylcholinestérase a été calculée selon la formule ci-dessous :

ADO=108
A=

€ =L= [p] =xFd

A : Activité spécifique de I’acétylcholinestérase en nano moles par milligrammes de protéines et

par minute
ADO: Variation de la densité optique lue a 412 nm
€: Coefficient d’extinction molaire de I’acétylcholinéstérase = 13,6 nM™! ecm™.
L: Longueur du trajet optique=lcm
[p]: Teneur en protéines (mg/ml)
Fd: Facteur de dilution

X. Analyse statistique

L’analyse de la distribution pour chacune des variables étudiées a été réalisée selon le test de
Kurtosis et Skewness. Ce dernier consiste a calculer les rapports asymétrie/erreur standard et
aplatissement/erreur standard. Si les deux valeurs obtenues ont été comprises entre -2 et 2, la

distribution a €té considérée gaussienne, le cas échéant elle a été non gaussienne.

Dans le cas d’une distribution gaussienne, les données ont été analysées a I’aide du test de la
variance (ANOVA). Nous avons considéré le traitement et le sexe comme étant des mesures non
appariées; 1’dge comme étant une mesure appariée et le suivi pondéral ainsi que les mesures
comportementales et biochimiques comme étant des variables dépendantes. Lorsque les valeurs
des interactions entre les mesures non appariées (traitement, sexe et age) ont été significatifs (p <

0,05), les souris males et femelles ont été analysées séparément.

Chez les souris de la génération F1, le traitement correspond a I'exposition gestationnelle et

lactationnelle aux anguilles contaminées. Les analyses post hoc (le test de Fisher) n’ont été
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effectuées que lorsque la valeur de p obtenu du test a priori était < 0,05. Les données ont été

représentées sous forme de moyenne (= ESM). Le seuil de significativité a été fixé a p < 0,05.

Dans le cas d’une distribution non gaussienne, les résultats ont été analysés par le test de
Kruskal-Wallis. Les analyses post hoc entre les groupes témoins et traités ont été¢ conduites en
Utilisant le test U de Manny-Whitney. Dans ce cas, les données ont été représentées sous forme de
médiane (IQR). Les analyses ont été¢ effectuées a I’aide du logiciel Statview® 4.5 statistical

package (Abacus Concepts, In)

62|Page



Résultats et Discussion



Résultats et discussion

I. Analyses chimiques des anguilles

1. Résultats
1.1. Analyse des teneurs des muscles des anguilles en PCB-NDL indicateurs

La teneur des muscles d’anguilles utilisées lors de cette étude, en chacun des PCB
indicateurs (PCB n°28, 52, 101, 138, 153 et 180) est présentée dans le tableau 6. Les résultats des
analyses chimiques ont montré que la concentration de la X6 PCB-NDL dans les muscles des
anguilles péchées dans la Meuse (Belgique) (250,5 ng/g) est 1égeérement inférieure a la dose
maximale tolérée (300 ng/g) et elle est 5 fois supérieure a celle des anguilles péchées, de la mer,

aupres la zone aquicole (Helmond, Pays-Bas) (52,9 ng/g).

Tableau 6 : Teneures des anguilles péchées de la Meuse (Belgique) et celles péchées au

niveau de la zone aquicole (Helmond, Pays-Bas) en PCB-NDL

Concentration des PCB (ng/g de poids frais) References
Anguilles péchées de la Meuse ~ Anguilles péchées aupres des Helmond DIT" (ng/kg p.c./ jour)
PCB 28 8.9 6.56 ND
PCB 52 35.6 14.34 ND
PCB 101 31.8 9.58 ND
Congénéres de PCB
PCB 138 59.3 8.94 ND
PCB 153 78.6 10.58 ND
PCBI180 36.4 2.95 ND
%6 PCB-
(EU) No. 1259/2011
NDL 250.5 52.94 10
SPCB 20 Afssa (2006)

*DJT : Dose journaliere tolérable; ND: Non définie
1.2. Analyse des teneurs des muscles des anguilles en métaux lourds

Comme pour les PCB Les teneurs des deux lots des muscles d’anguilles utilisés dans cette étude
en métaux (Aluminium, Vanadium, chrome, Manganese, fer, Cobalt, Nikel, Cuivre, Zinc, Arsenic,
Sélénium, Molybdeéne, Cadmium, Plomb et Platine) varient selon le lieu de péche (tableau 7). En
outre les concentrations des muscles d’anguilles en mercure, plomb et en cadmium étaient

inférieures aux doses maximales tolérées dans les poissons.
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Tableau 7: Teneures des anguilles péchées de la Meuse (Belgique) et celles péchées aupres la zone aquicole (Helmond, Pays-

Bas) en métaux

Concentration des métaux (ng/g)

Métal Anguilles péchées Anguilles péchées auprés de Helmond CMT! dans la viande ~ Dose toléré par semaine (ug/kg p.c) Références
a la Meuse (mer) du poisson (riviére) (Tolerable weekly intake)
Aluminium (Al) 7.076 6.899 ND 1000 EFSA, 2008
Vanadium (V) <0,588 <0,586 ND ND
Chrome (Cr) 0.594 <0,151 ND 2100? EFSA, 2014 (c)
Manganése (Mn 0.853 0.562 ND ND
Fer (Fe) 10.94 8.351 ND ND
Cobalt (Co) 0.015 0.028 ND ND
Nickel (Ni) 0.140 0.066 ND ND
Cuivre (Cu) 0.718 0.725 ND 3500 FAO/WHO, 2004
Zinc (Zn) 38.28 49.24 ND 7000 FAO/WHO, 2004
Arsenic (As) 3.019 <0,475 ND 15 FAO/WHO, 2010
Sélénium (Se) 0.399 1.802 ND ND
Molybdéne (Mo) 0.052 0.042 ND ND
Cadmium (Cd) 0.024 <0,010 0,1 2,5 (EU) No. 1259/2011
Plomb (Pb) 0.049 0.033 0,3 25 FAO/WHO, 2004; (EU) No. 1259/2011
Platine (Pt) <0,012 <0,012 ND ND
Mercure (Hg) 0,276 0,549 1 1,6 FAO/WHO, 2004; (EU) No. 1259/2011

1: concentration maximale tolérée

2: estimée a partir de la DJT
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2. Discussion

Les résultats des analyses chimiques des muscles d’anguilles, utilisées lors de cette étude,
corroborent avec ceux obtenus dans des études antérieures, qui ont démontré que le niveau de
contamination des anguilles européennes en PCB et en métaux varie selon le stade de
développement, le lieu et la saison de la péche (Szlinder-Richert et al., 2010; Blanchet Letrouv’e
etal., 2014). Nos résultats (tableaux 7 et 8) ont montré que la teneurs des anguilles péchées, aupres
de Helmond (Pay-bas), en métaux tel que le mercure (0,549 pg/g poids sec), le plomb (0,05 pg/g
poids sec) et le chrome (0,59 pg/g poids sec) est supérieure a celle des anguilles péchées dans la
Meuse, respectivement (276 ng/g poids sec, 0,03 pg/g poids sec,<0.15 pg/g poids sec). Par contre
leurs teneurs en X6 PCB-NDL (52, 94ng/g poids frais), en arsenic (<0,47 pg/g poids sec) et en
cadmium <0.01 pg/g poids sec) est inférieures a celle péchées dans la Meuse respectivement (0,25

ng/g poids frais, 3 pug/g poids sec 0,02 pg/g poids sec).
Conclusion

La grande capacit¢ d’accumulation des anguilles en polluants dans ses muscles a été
attribuée a plusieurs facteurs, y compris le régime alimentaire de cette espece et son cycle de vie
relativement long (Belpaire et Goemans, 2007; Maes et al., 2008; Van Ael et al., 2014). Pour ce

fait ce poisson a été classé comme bioindicateur de pollution (Belpaire et Goemans, 2007).

II. Effet de Dexposition gestationnelle et lactationnelle, aux anguilles

contaminées sur le poids corporel

L’analyse ANOVA a trois facteurs a montré que I’exposition des souris de génération F1,
pendant la période de gestation et d’allaitement, aux anguilles contaminées n’a pas eu d’effet sur
I’évolution pondérale des souris étudi€es [traitement: F (3,615) = 0,18, p = 0,9; traitement X sexe:
F (3,611)=0,038, p = 0,99; traitementx age: F (21,58) = 1,17, p = 0,26; traitement x age x sexe: F
(21,555) = 0,402, p = 0,99] tout au long de la période expérimentale de 330 jours.

Toutefois, une prise de poids significative a €té observée, chez les souris de génération F1,
avec 1’évolution de I’age [F(7,611) = 1108,63, p < 0,0001]. Cette évolution pondérale des souris
étudiées, était sexe dépendante [F(7,611) = 7,29, p = 0,007], et elle a atteint, un plateau a partir du

JPN 130 aussi bien pour les souris males et femelles (figure 21).

65|Page



Résultats et discussion

Conclusion

Nos résultats ont montré que 1’évolution pondérable, entre le JPN1 et le JPN 330, des
animaux exposés, durant les périodes de gestation et d’allaitement aux anguilles contaminées par
les POP dont la Y6 PCB-NDL aux doses de 85, 216 et 400 ng/kg p.c/jour est comparable a celle

des animaux témoins. Donc pas d’effet sur le poids.

(A) —— Témoin --8--Y6 PCB-NDL: 85 ng/kg p.c
~~~~~ A+ %6 PCB-NDL: 216 ng/kg p.c =X Y6 PCB-NDL: 400 ng/kg p.c.
4 60 -
2 50 -
S 40 -
T 30 -
£ 20 -
o~
486 10 -
22
£E o
1 12 20 26 40 130 200 330
Jour postnatal (jours)
(B) —— Témoin —B— 6 PCB-NDL: 85 ng/kg p.c
---A---%6 PCB-NDL: 216 ng/kg p.c i Y6 PCB-NDL: 400 ng/kg p.c
2 60 -
=
2 50 A
£ 40
? 30 -
90
o w 20 -
S8
L3 10 A
3 E
=& 0
1 12 20 26 40 130 200 330
Jour postnatal (jours)

Figure 21 : Evolution pondérale (g) des souris males (A) et femelles (B) exposées durant
la période périnatale aux anguilles contaminées aux POP dont la) 6 PCB-NDL aux doses de 85,
216 et 400 ng/kg p.c. par rapport aux souris témoins (n = 7-10/groupe/sexe). Les résultats sont

représentés sous forme de moyennes
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III. Effet de D’exposition gestationnelle et lactationnelle, aux anguilles

contaminées sur la capacité d’apprentissage et la mémoire

1. Résultats

1.1. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur la

mémoire de travail au JPN 38 dans le test du labyrinthe en « Y »

Lors de cette étude, la mémoire de travail, des souris exposées durant la période de gestation
et d’allaitement, aux anguilles contaminées aux POP dont la Y6 PCB-NDL et celle des souris
témoins a été testée dans le labyrinthe en Y. Le principe de ce test est basé sur la tendance naturelle
des rongeurs a explorer spontanément et d’une fagon alternée les différents bras du labyrinthe avec
un pourcentage d’alternance d’environ 60 a 70% de succés chez les souris normales (Belzung,

1999).

Les résultats issus de I’analyse statistique obtenus dans ce test ont démontré qu’il n’y avait
pas d’effets significatifs li¢ au traitement (l'exposition périnatale des souris aux anguilles
contaminées aux POP dont la } 6 PCB-NDL) [(F (3,76) = 1,305, p = 0,27], ni du sexe: [ F (1,78) =
0,441, p = 0,50] ou de leurs interaction [traitement x sexes: F (1,78) = 0,441, p = 0,50] sur le

pourcentage d’alternance des souris testées au JPN 38 (tableau 9).
Conclusion

Les résultats obtenus dans ce test ont montré que le pourcentage d’alternance spontanée des
souris, exposées durant la période de gestation et d’allaitement aux anguilles contaminées aux POP
dont la Y6 PCB-NDL, était d'environ 63-71%, ce qui correspond aux performances normales de la
mémoire des souris non traitées. Ces résultats, révelent que la mémoire de travail, testée au JPN
38, chez les souris, exposées, pendant la période de gestation et d’allaitement, aux anguilles
contaminées aux POP dont la }’6 PCB-NDL aux doses de 85, 216 et 400 ng/kg p.c/jour, n’a pas
¢été affectée (Dridi et al., 2014).

1.2. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur la
mémoire spatiale de référence et la capacité d’apprentissage aux JPN (120-123) dans le test

de la piscine de Morris
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Dans le test de la piscine de Morris, réalisé a JPN 120 les analyses de la variance (ANOVA)
a 3 facteurs (traitement, sexe et essaie) ont montré que le traitement (exposition gestationnelle et
lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP dont la }’6 PCB-NDL) avait un effet significatif,
lors de la phase d’acquisition, [traitement: F (3,396) = 3,065, p = 0,02], alors qu’aucun effet du
facteur sexe [F (1,397) = 0,102, p = 0,75], ni du facteur essai [F (4,395) = 1,849, p = 0,12] ni leurs
interactions [traitement x sexe : F (3,91) = 0,54, p = 0,65]; [traitement X essais : F (12,380) = 0,52,
p =0,89]; [traitement x sexe X essais : F (12,359) = 1,10, p = 0,35] n’a été observé.

Pour chacun des essaies réalisés, lors de la phase d’acquisition, une analyse ANOVA a1
facteur a révélé, qu’aucune différence significative n’a été trouvé entre les différents groupes testés
(p > 0.05), témoignant de 1’absence de I’effet du traitement sur le temps de latence des souris pour

atteindre la plateforme du dispositif.

En outre, aprés la vérification des performances des souris au JPN 123, les analyses
ANOVA a 2 facteurs ont démonté qu’aucun effet significatif de 1’exposition périnatale aux
anguilles contaminées aux POP dont la ) 6 PCB-NDL [traitement: F(3,76) = 0,340, p =0,79] ni du
sexe [sexe: F(1,78) = 0,109, p = 0,74] ou de leur interaction [traitement Xsexe: F(3,91) = 0,56, p =

0,63] n’a été relevésur le temps de latence pour atteindre la plateforme du dispositif (Tableau 9).
Conclusion

Les résultats obtenus dans le test de la piscine de Morris, réalisé au JPN (120-123) ont
montré que I’exposition gestationnelle et lactationelle des souris testées, aux anguilles contaminées
en Y 6 PCB-NDL n’a pas affecté la mémoire spatiale de référence et la capacité d’apprentissage

des animaux testés (Dridi et al., 2014).
2. Discussion

Les résultats obtenus, lors de cette étude, dans le test du labyrinthe en « Y » et le test de
Morris, suggerent que 1’exposition, durant la période de gestation et d’allaitement, aux anguilles
contaminées aux POP dont la >’ 6 PCB-NDL, n’a pas affecté les fonctions cognitives (la mémoire

et la capacité d’apprentissage) des souris issues de meres exposées (tableau 8).
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Tableau 8 : Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP
dont la X6 PCB-NDL aux doses de 85; 216 et 400 ng / kg / jour sur la mémoire de travail, testée dans le labyrinthe en « Y » au JPN
38, sur la capacité d’apprentissage testées et la mémoire spatiale dans le test de Morris aux JPN (120-123). Nombre d’animaux

testés/sexe/groupe= 10. Les résultats sont représentés sous forme de moyennes =ESM.

Fonction >6 PCB-NDL (ng/kg/jour)

Test ce g Paramétré relevée Age*(jour)
cognitive étudiée 0 85 216 400
Labvrinthe en « Y » La mémoire de % d’alternance
y travail spontanée JPN38 62,7+4,0 62,7+3,3 64,7+3 .4 71,0242.4
Essaie 1 53,048,5 52,5+11,6 38,5+8,4 3447,6

Caacite Essaie 2 45,6+8.9 56,2+11,6 36,3+6,8 47.849,6
& apacite Temps de latence pour Essaie 3 JPN 120 51.848.6 520499 30.5+7.9 51.2+10.1

. apprentissage . ,0%£0, 2+, xS, . )

Test de Morris atteindre la plateforme Essaic 4
submergée (s) 34,348,7 48,6+11,1 28,0+32,5 37.348,9
Essaie 5 38,148,2 36,9+10,0 25,0+7,4 37.6£7,0

Mémoire spatiale de
référence JPN 123 26,8+5,4 28,2+8,0 23,8+4,3 29.5+33,8

*Age des animaux testés le jour du test; JPN : Jour postnatal
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Toutefois les résultats, issus, de certains travaux antérieurs traitant 1’effet de la
consommation des poissons contaminés par les métaux lourds et les PCB ou les contaminants
généralement détectés dans la viande du poisson sur les fonctions cognitives sont controverses

(Onishchenko et al., 2007; Tian et al., 2011 ; Selvakumar et a/., 2012 ; Karpova et al., 2014).

En effet, plusieurs études épidémiologiques et d’autres, études expérimentales, réalisées
chez les animaux, ont montré les effets négatifs de la consommation de poissons contaminés par
les PCB et d'autres contaminants tels que le plomb (Pb) et le mercure (Hg) sur les fonctions
cognitives (Schantz, et al., 2001 ; Power et al., 2014 ; Boucher et al., 2014 ; Orenstein et al., 2014;
Debes et al., 2015 ; Garcia, 2016).

Ainsi, chez I’adulte, I’exposition humaine, par la voie d’ingestion aux poissons contaminés
aux POP dont }6 PCB-NDL a été associée a l’altération de la mémoire et la capacité
d'apprentissage par rapport aux témoins (adulte non consommateur de poissons) (Schantz, et al.,

2001

Chez les enfants, eskimos de I'Arctique Québec agés de 6 et 11 mois, l'exposition prénatale
aux PCB et au mercure (détectés dans le cordon ombilical) était a ’origine de la perturbation de
leurs développement cognitif (Boucher et al., 2014). Ethier et ses collaborateurs (2015) ont montré
que, I’exposition prénatale aux PCB est associée a des troubles de déficit d’attention chez les
enfants agés de 11-12, a Nunavik (Quebec, Canada). De plus, Orenstein et ses collaborateurs (2014)
ont montré que 1’exposition gestationnelle et lactationnelle aux poissons contaminés aux POP dont
> 6 PCB-NDL du methylmercure est associée a 1’altération de la mémoire visuelle et de la capacité
d’apprentissage chez les enfants. En outre une étude de cohorte réalisée par Debes et ses
collaborateurs (2015) a montré que 1’exposition gestationnelle aux poissons contaminés aux POP
dont > 6 PCB-NDL du méthyl mercure, péchés aux iles de Faroes, était a 1’origine du déficit

cognitif chez leurs descendances testées a 1’age de 22 ans.

Chez le rat, Gracia et ses collaborateurs (2016) ont montré que 1’exposition gestationnelle
et lactationnelle des animaux aux faibles doses de méthyl mercure (500 pg/kg/jour) était a I’origine
de I’altération de la mémoire spatiale de référence testée au JPN 40 dans le test de la piscine de

Morris, mais pas au JPN 90.
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Cependant d’autres études, corroborent avec nos résultats et ont démontré que 1’exposition
aux contaminants contenus dans les poissons tels que les PCB et les métaux n’a pas d’effet sur les
fonctions cognitives des individus testés (Reeves et al., 2003 ; Pappas et al.,1998). Ainsi, une étude
de cohorte, réalisée au Seychelles, a montré que la consommation des méres gestantes de 12 repas
de poissons par semaine n’avait aucun effet sur les fonctions cognitives de leurs enfants agés de 3

a9 ans (Reeves et al., 2003).

IV. Effet de Dexposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles

contaminées sur P’activité motrice

1. Résultats

1.1. Effet de D’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur

P’activité générale dans le test de I’open field (JPN 47, 195, 329)

Le test de I’open field a été réalisé afin d’évaluer 1’activité locomotrice des animaux exposés
par rapport aux témoins. Les résultats des analyses statistiques issus de ce test ont démontré que la
locomotion réalisée par les souris de génération F1, ne dépendait pas du traitement [F(3,215) =
0,83, p =0,83], ni du sexe [F(1,217) = 0,59, p = 0,44] mais elle dépendait uniquement de I’age des
animaux testés [F(2,216) =7,65 ; p=0,0013]. Cependant ’ANOVA a 3 facteurs a révélé que I’effet
de D’exposition gestationnelle et lactationnelle des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées aux POP dont Y6 PCB-NDL sur le nombre de locomotion, dépendait de 1’age et du

sexe [traitement x age: F(6,207) = 2,132, p = 0,05; traitement % sexe F(3,211)=5,401, p=0,0013].

En tenant compte de ses interactions, une ANOVA a un seul facteur a ¢€té réalisée, en
analysant, séparément, les souris méales et femelles a chaque fois que le test a été réalisé JPN 47,

195 puis 329.

Au JPN 47 aucun effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles
contaminées aux POP dont } 6 PCB-NDL n’a été observé sur le nombre de locomotion aussi bien

pour les souris males [F(3,36) = 1,568, p = 0,21] que femelles [F(3,36) = 0,45, p = 0,71].

Aux JPN 195 et 329, I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées
aux POP dont ) 6 PCB-NDL, avait un effet significatif sur le nombre de locomotion effectué¢ par
les sourisfemelles [F(3,32) = 6,85, p = 0,001 et F(3,30) = 3,40, p = 0,03, respectivement].
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Cependant aucun effet du traitement n’a été€ observé sur le nombre de locomotion effectué par les

souris males [F(3,31)=0,18, p = 0,90 et F(3,31) = 1,32, p = 0,28, respectivement].

Chez les souris femelles, les analyses a postériori ont montré une augmentation significative
(» <0,05) du nombre de locomotions effectuées par les trois groupes de souris exposées, durant la
période de gestation et d’allaitement aux anguilles aux POP dont > 6 PCB-NDL par rapport aux

souris témoins non traitées.

Ainsi, les analyses a postériori ont montré qu’au JPN 195, I’exposition, gestationnelle et
lactationnelle, des souris femelles aux anguilles contaminées aux POP dont la X6 PCB-NDL aux
doses 85, 216 et 400 ng / kg / jour était a I’origine d une hyperactivité (p <0,05, p <0,01, p <0,001,
respectivement). Cette hyperactivité a persisté jusqu’au JPN 329, chez les souris femelles de
génération F1, dont les mamans étaient exposées, durant la période de gestation et d’allaitement
aux anguilles contaminées aux POP dont la £6 PCB-NDL aux doses 85, 216 et 400 ng / kg / jour
(p <0,01, p <0,05, p <0,05, respectivement) (figure 22).

Conclusion

Les résultats issus du test de I’open field ont montré que I’exposition gestationnelle et
lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP dont } 6 PCB-NDL
aux doses 85, 216 et 400 ng / kg / jour, a été a I’origine d’une hyperlocomotion qui n’a touché
que les souris femelles. Ce comportement hyperactif, n’est apparu que tardivement, au JPN195,

et il était persistant jusqu’aux JPN 329.
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Figure 22 : Le nombre de locomotions totales effectuées par les souris méales (A) et femelles (B)
de génération F1, exposées durant la période gestationnelle et lactationnelle, aux anguilles
contaminées, aux POP dont >’ 6 PCB-NDL aux doses 85 ng/kg/jour, 216 ng/kg/jour et 400

ng/kg/jour comparé a celui des souris témoins dans le test de 1’open field aux JPN 47, 195, 329, (n
= 7-10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes = ESM.*p<0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 :

différences significatives par rapport au témoin.
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1.2. Effet de D’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur

Pactivité générale dans le test de I’actimétre (JPN 305)

Le test ANOVA a deux facteurs (traitement et sexe) a montré que la distance parcourue par
les souris pendant la durée du test (15min), dépend aussi bien du traitement (exposition
gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP dont Y 6 PCB-NDL [F(3,66) =
4,5, p =0,01] que du sexe des souris testées [F(1,68) =4,63, p = 0,03]. Une interaction significative

entre ces deux facteurs a été trouvée [traitement X sexe: F(3,62) = 3,31, p =0,02].

Tenant compte de ces interactions les souris males et femelles ont été analysées séparément.
L’ ANOVA a un facteur a monté que ’exposition gestationnelle et lactationnelle des souris de
génération F1 aux anguilles contaminées aux POP dont Y6 PCB-NDL, n’a affecté que la distance
parcourue par les souris femelles [F(3,30) = 5,96, p = 0,002], mais pas celle parcourue par les souris
males [F(3,31) = 0,24, p = 0,86]. Les analyses a postériori ont montré une augmentation
significative (p<0,05) de la distance parcourue par les souris femelles, exposées durant la
période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées contant la > 6 PCB-NDL a

la dose de 400 ng/kg/jour (p = 0,002) par rapport au souris femelles témoins (Table 14).

Le test de Kruskal-Wallis a montré que 1’exposition par la voie d’ingestion des souris
gestantes et puis allaitantes aux anguilles contaminées aux POP dont Y 6 PCB-NDL avait un effet
significatif (H = 8,25, p = 0,04) sur la vitesse des mouvements, qui correspond a la distance
parcourue dans la cage, pendant la période du test, divisée par le temps d’activité des souris de
génération F1. Le test de Manny-Whitney a montré que la vitesse de mouvement des trois
groupes de souris femelles exposés pendant la période gestationnelle et lactationnelle aux
anguilles contaminées, aux POP dont > 6 PCB-NDL aux doses 85 ng / kg / jour, 216 ng / kg /
jour, 400 ng / kg / jour était significativement élevée [(z =-2.08, p = 0,03), (z=-2,09, p =0,034)
z=-2,58, p = 0,009) respectivement| par rapport a celle des souris femelles témoins (tableau
14).

Toutefois, 1’exposition gestationnelle et lactationnelle, aussi bien des souris males et
femelles aux anguilles contaminées, aux POP dont > 6 PCB-NDL n’avait aucun effet sur le temps
d’activité [F(3,66) = 2,45, p = 0,07] ni sur le nombre de redressement (activité verticale des

animaux) [F(3,66) = 0,63, p = 0,59] ni leur activité globale [F(3,66) = 1,76, p = 0,16].
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Tableau 9: Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle a la chair d’anguilles contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL

aux doses de 85; 216 et 400 ng / kg / jour sur I’activité motrice, testée dans 1’actimétre au JPN 305. Le Nombre d’animaux

testés/sexe/groupe= 7-10. Les résultats de la distance parcourue, le temps d’activité, le nombre de redressement et le mouvement global sont représentés sous forme de
moyennes =ESM. Les résultats de la vitesse moyenne sont présentés sous forme de médiane (IQR: 25 — 75). *p < 0,05, **<0, 01, ***p<0,001: différences significatives par

rapport aux témoins.

> 6 PCB-NDL (ng/kg/jour)

0 85 216 400
Performances
Male Femelle Mile Femelle Male Femelle Male Femelle

Distance parcourue (cm) 1652,22 £226,59  1377,88 £114,92  1652,55 +189,5 222428 + 264,47 1878,33 £ 303,66 2100,11 + 206,66 1856,44 £271,5 3411,33 590,92***

Temps d’activité (s) 736 £ 67,18 839 +21,11 838,44 +20,32 781,57 +49,22 825,55 +20,33 844,33 +20,36 861,11 +24 889 +£2,86
Nombre de redressement 274,77 +73,27 265,33 +55,53 264,77 + 34,51 220,42 + 81,15 191,66 £ 39,32 230,77 £ 28,73 238 £41,16 302,33 +46,85

Mouvement global 460,44 + 68 530,77 + 44,89 634,44 + 56,03 495,42 +79,53 613,33 +44,47 580,44 + 54,23 560+ 70,71 680 + 40
Vitesse moyenne (cm/s) 3 2.9 3,15 4 3.2 4,2* 3,1 3,6

[2,47-3,82] [2,07-3,25] [3-3,75] [3,2-4,92] [2,07-3,95] [3,2-5] [3-4,42] [3,35-5,55]
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Conclusion

Les résultats issus du test de I’actimétre réalis¢ au JPN 305, ont montré que 1’exposition
gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP

dont > 6 PCB-NDL a été a I’origine

-D’une augmentation significative (p<0,05) de la distance parcourue par les souris femelles,
traitées aux anguilles contaminées contant la > 6 PCB-NDL a la dose de 400 ng/kg/jour (p = 0,002)

par rapport au souris femelles témoins.

-D’une augmentation significative (p<0,05) de la vitesse de mouvement des trois groupes de
souris femelles exposés pendant la période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles
contaminées, aux POP dont ) 6 PCB-NDL aux doses 85 ng / kg / jour, 216 ng / kg / jour, 400 ng

/ kg / jour par rapport a celle des souris témoins

-D’aucun effet significatif, sur le temps d’activité, ni sur le nombre de redressement (activité

verticale des animaux), ni I’activité globale des souris traités par rapport aux souris témoins.
2. Discussion

Lors de cette étude, comme il est classiquement fait pour étudier ’activité chez les rongeurs,
nous avons eu recours a deux tests différents, (Viggiano, 2008). L’actimétre, ou I’animal se trouve
dans un milieu familier, dans une situation non contraignante ce qui permet de mesurer son activité
générale en détectant tout type de mouvement (vertical et horizontal) et I’open field ou I’animal se
trouve dans un milieu nouveau. Les résultats issus de cette étude ont montré que 1’exposition
précoce des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL a été
a l’origine de ’apparition d’une hyperlocomotion qui n’a touché que les souris femelles. Ce
comportement, qualifié, hyperactif, n’est apparu que tardivement, dans le test de 1’open field au
JPN195 et uniquement chez les souris femelles et il était persistant jusqu’aux JPN (305, 329) ou il

a été détecté de nouveau dans le test de ’open field et le test de I’actimétre respectivement.

Des études épidémiologiques ainsi que d’autres études réalisées chez I’animal ont montré
que I’exposition précoce aux poissons contaminés ou a certains contaminants du poisson tel que le
MeHg et les PCB pourrait affecter ’activité motrice, méme a des stades tardifs de la vie. En effet

Berger et ses collaborateurs (2001) ont montré que l’ingestion, par des rats males adultes de
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poissons contaminés, contenant I’arochlore 1248, issus du fleuve de Saint-Laurent était a 1’origine
d’une hyperactivit¢ locomotrice et de I’impulsivité. En revanche I’exposition des femmes
japonaises et taiwanaises enceintes, par la voie d’ingestion de I’huile de riz contaminé au PCB,
¢tait a I’origine d’hypoactivité (Harada, 1976) et d’hyperactivité (Chen et al., 1994) respectivement
chez leurs progénitures. Chez les rongeurs, 1'exposition précoce aux PCB pourrait entrainer des
perturbations de D’activit¢ de 1’animal, donnant naissance a des phénotypes hyperactifs ou
hypoactifs et qui sont parfois sexe dépendants, qui apparaissent parfois chez les Male (Lesmana et
al, 2012; Kuriyama et Chahoud, 1994; Eriksson et Fredriksson, 1996; Sugawara et a/, 2006). Le
tableau 10 résume des données obtenues a partir de travaux de recherches antérieurs étudiant les
effets des expositions développementales (pendant les périodes de gestation et/ou d’allaitement)
aux PCB sur l'activité motrice chez les rongeurs. La variabilité des effets de 1’exposition précoce
aux PCB pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs y compris les différences dans la période de

l'exposition, le type de mélanges ou des composés individuels employés.

En outre, d'autres contaminants tels que le plomb (Pb), détecté aux doses 49 ng / g de poids
sec et 33 ng / g de poids sec respectivement dans la chaire des anguilles péchées de la riviere (la
Meuse) et celle péchées de la mer (Helmond), et le mercure détecté aux doses 276 ng / g de poids
sec et 550 ng / g de poids sec respectivement dans la chaire des anguilles péchées de la riviere (la
Meuse) et celle péchées de la mer (Helmond); pourraient causer 1’altération de 1’activité motrice.
Sioen et ses collaborateurs (2013) ont montré que I’exposition prénatale au plomb augmente le risque
d’apparition de I’hyperactivité de 3, 34 fois aussi bien chez les gargons que chez les filles. Le plomb
est capable de traverser la barriére hémato-encéphalique causant la perturbation de I’activité des
neurotransmetteurs du systéme nerveux central tels que les systemes glutamatergique et

cholinergiques pouvant conduire a la perturbation de I’activité¢ motrice (Cory-Slechta, 1995).

Les résultats issus des études ultérieures, citées ci-dessus, montrent que I’exposition
aux polluants chimiques pourrait perturber 1’activité motrice et locomotrice aussi bien chez
I’Homme que chez I’annimal. Ces résultats sont en accordance avec les notres, ou les souris
femelles exposées, durant la période de gestation et d’allaitement, aux anguilles contaminées

aux POP dont la >’ 6 PCB-NDL ont développé une hyperactivité.
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Tableau 10: Compilation des données concernant les effets des expositions développementales aux PCB sur l'activité motrice chez les rongeurs
Periode Congénéres de Effets sur activité motrice
& éxposition PCB utilisés ou Doses Analyses biochimiques Références
P mélanges utilisés
0.5*, 5*ou50 mg/kg tous e X . o s .
: Hyperactivité sexe dépendante, qui ne touche que les rats femelles de génération Taux de dopamine * et de ses
. $ yp P > q q g P
OH-PCB 106 les 48 h du ng)N 3 au JPN F1 (tests réalisés au JPN28) récepteurs Dy, Dy*-Ds Lesmana et al., 2012
Exposition
gestationnelle PCB 118 (Une d 375rl:ig/kga 1G 6) Hyperactivité, apparu tardivement aussi bien chez les rats males et femelles de Le taﬁ de:s&?os;;;)il;foet LH Cﬁ;ﬁlyzm?;; 4
¢ cose unique au génération F1 (tests réalisés aux JPN 30-34 puis auxJPN70-74%*) esure au oud,
PCB : 28% 52+ 0.18 - 3.6 mg/kg Perturbation persistante de I’activité spontanée (Hypoactivité puis hyperactivité) | Les récepteurs cholinergiques et Eriksson et
" > ’ (Une dose unique au (cette étude a été réalisée uniquement sur des souris males) (tests réalisés a I’dge | nicotiniques au niveau du cortex .
118 or 156 . o TH Fredriksson, 1996
JPN10) de 4 mois) cérébral
(expi_sgigllgél;sg?;);;ans Les récepteurs de dopamine D,
Arochlor 1254 aux JPN 2-7 et exposition Pas d’effets sur I’activité des souris males et femelles (tests réalisés au JPN 35) do :rtn]i)nzé Elgr%sAp;) :te;gcsedieurs Tian et al., 2011
Exposition de la progéniture aux JPN d P * les f P |
i, 2 -42) e NMDA* chez les femelles
période . " e L. L. R Lae taux de dopamine
d’allaitement PCBs : 52¢, 138*# Img/kg/jour Une hyperactivité détectée ausst l.m,m ?h,e 4 la progem.ture male et femelle de extracellulaire dans le stratum et Boix et al., 2010
o (JPN 7-1JPN 21) rats (tests réalisés a I’age de 4 mois) . o
oul80™ la graisse périrénales
L’expression de I’ARN m des
¥ 6 PCB-NDL: 1%, 10*# oul00 ng/kg/jour génes5-HT;x, GABAAw, MOR;
28,52,101, 138, ? (PN 1-21) & Une hypoactivité sexe dépendante, transitoire, qui ne touche que la progéniture et RyR;* au niveau du cervelet?, Elnar et al., 2012
153 et 180 males des souris (tests réalisés aux JPN 28*, JPN 40 et JPN160) le cortex préfrontal et
I’hippocampe
100 ng/kg/jour Une hypoactivité sexe dépendante et transitoire, qui ne touche que la
PCB 126 (JG7-JPN 21) progéniture femelle des rats (tests réalisés a 1’age de 2, 3, 5 et 7 mois)
. Une hypoactivité sexe dépendante et transitoire, qui ne touche que la ND Cauli et al., 2012
Img/kg/jour e " R RSP .
PCB 153 (G 7- JPN 21) progéniture femelle. Apparition tardive d’une hyperactivité qui touche aussi
Exposition bien les rats males et femelles (tests réalisés a 1’age de 2, 3, 5 et 7 mois)
durant la 6. 18% 54 me/k
période de 2 16, 0% MEKE Une hypoactivité transitoire (cette étude a été réalisée uniquement que des Sugawara et
gestation et Arochlor 1254 (tous les flj)glgsogiu 1G6- souris males) (tests réalisés a I’dge de 8 et 9 semaines) ND al., 2006
d’allaitement
10 mg/kg/jour

X PCB: 126, 138,
153 et 180.

(JG 15-JG19) puis 2

fois/semaine jusqu’au

JPN21

Aucun effet n’a été observé aussi bien chez les rats males et femelles

Expression génique des
aromatses et Salpha-reductase*®
au niveau de I’hypothalamus

Colciago et al., 2009

Dans le cas des études (méme ligne) ou plusieurs congénéres de PCB, doses sont utilisés, les symboles *,# et ¢ indiquent les doses et/ou les congénéres a ’origine des différences
significatives avec les témoins non traités, comme ils sont utilisés pour indiquer 1’dge ou I’animal a eu des perturbations de I’activité motrice ; GABAaa1: Recepteur de I’acide

Gamma-aminobutyrique Aal; JG: jour gestationnel; 5-HTia:récépteur de sérotonine 5-hydroxytryptamine 1A; OH-PCB 106 : métabolite hydroxylé de PCB 106; LH: hormone
lutéinisante; MOR :récépteur opioides p 1; NAcc: Le noyau accumbens; NMDA: acide N-methyl-D-aspartic; JPN: jour post natal ; RyRs: récepteur de ryanodine 3; ND: Non

déterminé
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Résultats et discussion

V. Effet « depressive-like » de ’exposition gestationnelle et lactationnelle aux

anguilles contaminées sur les souris de génération F1

1. Résultats

1. 1. Effet « depressive-like » de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles

contaminées sur les souris de génération F1, dans le test de la suspension caudale (JPN 55-

336-337)

Dans le test de la suspension caudale, les analyses de la variance (ANOVA) a trois facteurs
(traitement, sexe et dge) ont montré que contrairement a I’age [F(1,132) = 2,573, p = 0,11], le
traitement [F(3,132) = 8,348, p<0,0001] et le sexe [F(1,132) =9,117, p = 0,0036] avaient un effet
significatif sur le temps d’immobilité, qui est I’indicateur du comportement dépressif chez les
souris testés. Cependant I’effet de 1’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles
contaminées dépendait uniquement du sexe [traitement x sexe: F(3,132) = 3,683, p = 0,013;

traitementx age F(3,132) = 1,887, p = 0,14; traitement x sexex age F(3,132) = 1,836, p = 0,143].

Prenant en compte ces interactions, une analyse ANOVA a un facteur a été effectuée, ou
les souris males et les souris femelles ont été analysées séparément. Il semble que le traitement n'a
pas affecté le temps d'immobilité chez les souris femelles de génération F1, aussi bien au JPN 55
qu’au JPN 336-337, car aucune différence significative n'a été trouvée entre les souris femelles
exposées et celle du groupe témoins. Cependant pour les souris males de génération F1, les tests
ANOVA a un facteur ont révélé qu'il existe une différence significative entre les groupes traités et
le groupe témoin aussi bien au JPN 55 qu’au JPN 336-337 respectivement [F (3,36) = 14,443, p
<0,0001], [F (3,30) = 3,299, p=0,033].

Les analyses a postériori ont révélé qu’au JPN 55 le temps de résignation de tous les souris
males exposées aux anguilles contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL aux doses de 85, 216 et
400 ng / kg / jour est significativement plus long par rapport a celui des souris méales témoins (p
<0,05, p <0,0001, p <0,0001, respectivement). Aux JPN 336-337 le temps d'immobilité des trois
groupes de souris males, dont les meres ont ingéré des anguilles contaminées aux POP dont ) 6
PCB-NDL a différentes doses (85, 216 et 400 ng / kg / jour), pendant la période gestationnelle et
lactationnelle, est plus long que celui des souris males témoins (p <0,05, p <0,05 et p <0,01,

respectivement) (figure 23).
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Conclusion

Les résultats issus du test de la suspension caudale ont montré que 1’exposition
gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP
dont Y6 PCB-NDL ¢tait a 1’origine de I’apparition d’un comportement dépressif like, sexe
dépendant, qui ne touchait que les souris méles et non pas les souris femelles. Ce comportement
s’est manifesté par une augmentation significative du temps d’immobilité chez les souris males
dont les meres ont ingéré de 1’anguille contaminée aux POP dont > 6 PCB-NDL aux doses de 85,
216 et 400 ng/kg/jour au JPN 55. Le comportement dépressif était persistant au fil du temps. Ainsi
il a été, de nouveau, détecté JPN 336-337 chez tous les souris males dont les mamans ont ingéré
durant la période de gestation et d’allaitement des anguilles contaminées aux POP dont ) 6 PCB-

NDL.
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Figure 23 : Le temps d’immobilité des souris males et femelles de génération F1, exposées durant la

période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP, y inclus la ) 6 PCB-NDL aux

doses 85 ng/kg/jour, 216 ng/kg/jour et 400 ng/kg/jour comparé a celui des souris témoins dans le test de la

suspension caudale réalisé aux JPN 55, 336-337, (n = 7-10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes

+ ESM.*p<0,05 ; ***p < 0,01,***p < 0,001 : différences significatives par rapport aux témoins.
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1.2. Effet « depressive-like » de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles

contaminées sur les souris de génération F1, dans le test de la nage forcée (JPN 200, 336-337)

Dans le test de la nage forcée, les analyses de la variance (ANOVA) a trois facteurs
(traitement, sexe et age) ont montré que contrairement au sexe [F(1,147) = 8,746, p = 0,0819], le
traitement [F(3,145) = 4,838, p = 0,0031] et I’age [F(1,147) = 25,091, p < 0,0001] ont un effet
significatif sur le temps d’immobilité. Cependant I’effet de I’exposition gestationnelle et
lactationnelle aux anguilles contaminés, aux POP dont > 6 PCB-NDL dépend aussi bien de 1’age
que du sexe [traitementx sexe: F(3,141) = 7,418, p = 0,0001; traitementx age F(3,141) = 3,279, p
=0,0229, traitement x sexex age F(3,133)=1,031, p =0,3810]. Tenant compte de ces interactions,
les analyses de la variance (ANOVA) a un facteur ont été réalisées, séparément, aux JPN 200 et
336-337 aussi bien chez les souris males que les souris femelles. Les résultats de ces analyses, ont
montré que contrairement aux souris femelles, aux JPN 200 et 336-337 [F (3,36) = 1,256, p = 0,30
et F(3,30) = 1,16, p = 0,34 ; respectivement ]|, I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux
anguilles contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL avait un effet significatif sur le temps
d’immobilité des souris males [F(3,36) = 17,636, p <0,0001 et F(3,31) = 3,386, p = 0,03,

respectivement].

Les analyses a postériori ont révélé qu’au JPN 200 les trois groupes de souris males,
précocement exposés aux anguilles contaminées aux POP dont Y6 PCB-NDL ont manifesté un
temps de résignation significativement plus €levé (p<0.05) par rapport a celui des souris males
témoins. En outre, le temps d’immobilité des souris males, testés aux JPN 336-337, dont les
mamans ont ingéré, pendant la période de gestation et d’allaitement des anguilles contaminées, aux
POP dont } 6 PCB-NDL aux doses 85 ng/kg/jour, et 400 ng/kg/jour était significativement plus

¢levé par rapport aux souris témoins (p<0,01, p<0,05, respectivement) (figure 24)

Conclusion

Les résultats issus du test de la nage forcée ont montré que I’exposition gestationnelle et
lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP dont ' 6 PCB-NDL
¢tait a l’origine de D’apparition d’un comportement dépressif like, sexe dépendant, et
persistant, au fil du temps, qui ne touchait que les souris males et non pas les souris femelles.

Ce comportement s’est manifesté au JPN 200 et JPN 336-337 par une augmentation significative
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du temps d’immobilité chez les souris males dont les méres ont ingéré des anguilles contaminées

aux POP dont )’ 6 PCB-NDL aux doses de 85, 216 et 400 ng/kg/jour.
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Figure 24 : Le temps d’immobilité des souris males (A) et femelles (B) de génération F1, ,

exposées durant la période géstationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées au POP,

dont Y'6 PCB-NDL aux doses 85 ng/kg/jour, 216 ng/kg/jour et 400 ng/kg/jour comparé a celui

des souris témoins dans le test de la nage forcée aux JPN 200, 336-337, (n = 7-10/sexe/groupe). Les

données sont reportées en moyennes £ ESM.*p<0,05 ;**p<0,01 ***p < 0,001 : différences significatives par rapport

au témoin.
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2. Discussion

Pour étudier I’effet depressive-like de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux
anguilles contaminées aux POP dont Y6 PCB-NDL, chez les souris de génération F1, nous
avions utilisé deux tests : la suspension caudale et la nage forcée. Le principe de ces tests
repose sur le fait de mettre les animaux testés dans une situation non-naturelle, ces derniers
vont chercher a s’y échapper et a force d'échouer dans leurs tentatives d'échappement, ils
génerent un état de désespoir qui se traduit par l'immobilité. L’augmentation du temps

d’immobilité est corrélée avec I’état dépressif-like des animaux testés.

Les résultats issus de ces deux tests ont montré que 1’exposition gestationnelle et
lactationnelle des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP dont ) 6 PCB-
NDL induisait un comportement dépressif-like, sexe dépendant, qui ne touchait que les souris
males et non pas femelles. Ce comportement était persistant au fil du temps. Il a été identifié

au JPN 55 et il a persisté jusqu’au JPN 336-337.

Des ¢études antérieures réalisées sur ’Homme et sur I’animal se sont intéressées a I’effet
de I’exposition aux composés nutritifs du poisson tels que les omega-3, d’une part ou a certains
contaminants du poisson tel que les PCB, le mercure, le plomb d’autre part (Tiomen et al.,
2004 ; Onishchenko, 2007; Elnar et al., 2012; Ng et al., 2013 ; Conner et al ; Weiser et al.
2015 ;2015 ; Berk et al., 2014 ; Nabi et al., 2014).

Effet «dépressive likende la consommation du poisson

Plusieurs études épidémiologique ont montré des corrélations négatives entre la
consommation du poisson et 1’atteinte par la dépression (Hibelen, 1998, Tanskanen et al.,
2001, Appleton et al., 2006., Bountziouk et al., 2009; Chrysohoou et al., 2011 Smith et
al.,2014).

En revanche d’autres études épidémiologiques ont montré que la consommation du
poisson, aurait un effet protecteur sexe dépendant, du risque d’atteinte de la dépression,
(Tiomen et al., 2004 ; Smith et al., 2014). En effet une étude de cohorte réalisée au nord de la
Finlande, s’est intéressée a suivre des naissances de 1’année 1966 a partir de la grossesse
jusqu’a 1’age de 31 ans. Les résultats issus de cette étude ont montré que la fréquence de

consommation de poisson était inversement liée et de fagon sexe dépendante au risque

84 |Page


https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0CEAQFjAEahUKEwjjyYWtibDHAhVIqxoKHWsgCFk&url=https%3A%2F%2Ffr.wiktionary.org%2Fwiki%2Fm%25C3%25A2le&ei=es3RVeOkOsjWauvAoMgF&usg=AFQjCNGt-qXC9bAibpFQpgCuHnLnEulXAQ&sig2=aQnNI6atdUmBqgjv57sV8g&bvm=bv.99804247,d.d2s

Résultats et discussion

d’atteinte par la dépression. Cette ¢tude a montré que la dépression n’a touché que les femmes
ayant rarement consommeé du poisson et non pas les Hommes (Tiomen et al., 2004). De plus
en Australie, une étude épidémiologique, menée chez des individus agés de 26-36 ans a montré
que les femmes qui consomment plus que 2 fois/semaine du poisson, ont moins de risque
d’atteinte par la dépression, cependant aucune association n’a ¢été trouvé entre la
consommation du poisson et le risque d’atteinte par la dépression chez les Hommes (Smith et

al.2014).

Effet «dépressive like» des oméga-3

Les poissons gars tel que 1’anguille, sont connus par leur richesse en oméga 3. Ces

composés sont réputés par leurs effets bénéfiques sur le systeme nerveux.

Ainsi il a été prouvé que les personnes souffrant d’une dépression ont une teneur
sérique en oméga 3 inférieure a celle des personnes normales (Lin et al., 2010). De plus, Weiser
et ses collaborateurs (2015) ont montré que l’exposition gestationnelle et lactationnelle
déficiente en acide docosahexaénoique (DHA) pourrait étre a I’origine de I’apparition de la

dépression apres la puberté, chez les rats males.

Effet «dépressive like» des contaminants du poisson (PCB. MeHg et Pb)

Les poissons gars tels que I’anguille sont connus par leurs capacité de bioaccumulation
et bioamplification de certains composés lipophiles tel que les PCB et le MeHg qui sont déja
détectés dans la matrice des anguilles utilisées lors de cette étude. De nombreuses études ont
établi une association entre 1’exposition a ses polluants (PCB et MeHg et Pb) et ’atteinte par

la dépression.

Une étude épidémiologique réalisée par Strom et ses collaborateurs (2014) a démontré
qu’il n’y a aucune association entre 1’exposition gestationnelle et lactationnelle aux PCB et la
dépression. De plus, une étude établie par notre équipe a démontré que I’exposition
lactationnelle des souris SWISS a la }’6 PCB-NDL n’a pas affecté le temps d’immobilité des
souris exposées par rapport au témoins, testées au JPN 275, le test de la suspension caudale

(Elnar et al., 2012).

Les résultats issus des travaux de recherche concernant I’effet du mercure sur la

dépression sont divers. En effet il y a des études, qui ont montré qu’il n’y a pas d’associations
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entre le taux de mercure sanguin ¢élevé et le risque d’atteinte par la dépression (Ng et al., 2013;
Berk et al., 2014). Cependant d’autres études telles que celle réalisée par Onishchenko et ses
collaborateurs (2007) ont montré que 1’exposition des souris, a MeHg, pendant leur
développement, pourrait conduire a une dépression sexe dépendante qui ne touche que les
souris males et persistante au fil du temps. Nabi (2014) a aussi démontré que 1’exposition des
rats adultes males aux faibles doses de MeHg ¢était a I’origine de I’apparition des symptomes

de dépression aussi bien dans le test de nage forcée que le test de la suspension caudale.

Plusieurs études ont montré, que 1’exposition par voie d’ingestion au plomb, pourrait
étre incriminée dans 1’apparition des symptomes de dépression. En effet Haider et ses
collaborateurs (2013), ont montré que I’exposition des rats a 500 ppm de plomb, pendant cinq
semaines, €tait a I’origine d’une augmentation significative du temps d’immobilité des rats
traités par rapport aux souris témoins dans le test de la nage forcé. De plus De Sousa Lisbona
et ses collaborateurs (2005) ont montré que, 1’exposition gestationnelle et lactationnelle des
rats au plomb a été liée a une dépression sexe dépendante qui ne touche que les rats femelles
et pas les males. En effet a 1’age adulte, dans le test de la nage forcée, les rats femelles traités
ont manifesté un temps de résignation, significativement plus élevé que celui des rats femelles
témoins. Cependant aucun effet n’a été observé chez les rats males (De Sousa Lisbona et al.,

2005).

L’ensemble des résultats issus des études ultérieures, citées ci-dessus, montrent qu’une
exposition aux polluants chimiques pourrait induire une dépression qui peut se manifester
d’une fagon sexe-dépendante. Ces résultats sont en accordance avec les notres, ou les animaux
ont été exposes, durant la période de gestation et d’allaitement, aux anguilles contaminées par
une myriade de polluants inclus ( MeHg, PCB, Pb) ont développé une dépression sexe

dépendante . En effet la dépression n’a touché que les souris males et non pas les femelles.

VI. Les dommages oxydatifs causés par D’exposition gestationnelle et

lactationnelle aux anguilles contaminées

1. Résultats
1.1. Les dommages oxydatifs causés par I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux

anguilles contaminées sur les lipides
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La mesure du taux de malondialdehyde (MDA), dans cette étude, a été utilisée comme un
indicateur de la peroxydation lipidique. Les analyses de la variance (ANOVA) a trois facteurs
(traitement, région cérébrale et sexe) ont montré que contrairement au traitement [F(3,88) = 1,57,
p =0,20], le sexe [F(1,88) =21,64, p <0 ,0001] et la région cérébrale [F(2,88) = 61,82, p <0,0001]
ont un effet significatif sur le taux du malondialdehyde (MDA).

L’effet de I’exposition périnatale aux anguilles contaminés, aux POP dont }'6 PCB-NDL
ne dépend ni de la région cérébrale ni du sexe [traitementx région cérébrale: F(6,88) = 1,42, p =
0,21; traitementx sexe F(3,88) = 1,26, p = 0,29, traitement X sexex région cérébrale F(6,88) =1,
822, p=0,10] (tableau 11).

Conclusion

Les résultats issus du dosage MDA par spectrophotométrie, ont montré que 1’exposition
gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles contaminées aux POP
dont > 6 PCB-NDL n’a pas d’effet sur le taux du MDA, au niveau des trois régions cérébrales

étudiées (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet).

Tableau 11 : Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP, y
inclus la X6 PCB-NDL aux doses de 85;216 et 400 ng / kg / jour sur le taux du malondialdehyde (MDA) au niveau
du cortex préfrontal, de I’hippocampe et du cervelet. n=5 souris /sexe/groupe. Le taux du MDA (pmoles/ mg

protéines) est présenté sous forme de moyennes +ESM.

Dose en > 6 PCB-NDL ng/kg/jour

0 (Témoin) 85 216 400
Males Femelles Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Cortex prefrontal 4,29+1,39 5,64+2,03  4,23+1,62 4,38+1,82 4,34+1.3 4,59+1,86 3,97+0,95 7,92+0,74
Hippocampe 12,82+1,21  18,45+5,57 15,47+5,72 13,642,31 18,52+2,17 12,22+2,12 17,242,47 14,94+1,47
Cervelet 44,87+10,49 61,63+7,34 23,67+6,65 89,71+18,13  27,82+8,9 110,91+£23,95 7,93+3,68 58,06+23,66
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1.2. Les dommages oxydatifs causés par I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux

anguilles contaminées sur les protéines

Les analyses de la variance (ANOVA) a trois facteurs, ont montré que le traitement
[F(3,90) = 3,42, p = 0,02], le sexe [F(1,90) = 40,89, p <0,0001] et la région cérébrale [F(2,90) =
16,41, p < 0.0001] ont un effet significatif sur le taux des protéines carbonyles qui a été utilisé,

dans cette étude, comme un indicateur de 1’oxydation des protéines.

L’effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées, aux POP
dont >’ 6 PCB-NDL dépend de la région cérébrale et du sexe [traitement X sexex région cérébrale

F(6,90) = 7,59, p < 0,0001].

Tenant compte de ces interactions ANOVA a un facteur a été réalisée séparément chez les
souris males et femelles dans chacune des régions cérébrales étudiées. Le traitement avait un effet
significatif sur le taux de formation des protéines carbonylés, uniquement au niveau du cortex
préfrontal et de I’hippocampe des souris males [F(3,15) = 7,59, p=0, 016 ; F(3,15) = 37,509, p<0,

0001, respectivement].

Les analyses a postériori ont révélé une augmentation significative du taux des protéines
carbonylées au niveau du cortex préfrontal (p=0,009) et de I’hippocampe (p<0,0001) des souris
males dont les mamans ont ingéré pendant la période gestationnelle et lactationnelle des anguilles

aux POP dont ) 6 PCB-NDL aux doses de 216 et 85 ng / kg / jour, respectivement. (Figure 25).
Conclusion

L’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées aux POP dont } 6 PCB-NDL était a I’origine d’une augmentation significative du taux

des protéines carbonylées par rapport aux témoins :

-Au niveau du cortex préfrontal des souris méles dont les mamans ont ingéré pendant la période
gestationnelle et lactationnelle des anguilles aux POP dont la X6 PCB-NDL a la dose de 216 ng /
kg / jour.

-Au niveau de I’hippocampe des souris mailes, exposées durant la période gestationnelle et
lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP dont la £6 PCB-NDL aux doses de 85 ng / kg
/ jour.
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Figure 25: Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux
POP dont > 6 PCB-NDL aux doses de 85; 216 et 400 ng / kg / jour sur le taux des protéines
carbonylées au niveau du cortex préfrontal, I’hippocampe et le cervelet des souris males (A) et

femelles (B). n=5 souris /sexe/groupe. Le taux des protéines carbonylées (nmoles/ mg protéines) est présenté sous

forme de moyennes +ESM. , * p<0,05, ** p< 0, 01***p<0, 001, différences significatives par rapport aux témoins
VII. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur
P’activité des enzymes antioxydantes
1. Résultats
1.1. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur de

Pactivité de la superoxide dismutase (SOD)
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Les analyses de la variance (ANOVA) a trois facteurs a savoir: le traitement, le sexe et les
régions cérébrales (cortex préfrontal, hippocampe, cervelet) ont montré que les trois facteurs
¢tudiés ont un effet significatif sur 1’activité de la SOD, la région cérébrale [F(2,86) = 3,787, p =
0,02], le traitement [F(3,86) = 2,603, p = 0,05] et le sexe [F(1,86) = 9,557, p=0,002].

L’effet de 1’exposition gestationnelle et lactationnelle, aux anguilles contaminées, sur
l'activité de SOD dépendait du sexe des souris testées et de la région cérébrale ¢tudiée [traitement

x sexeX région cérébrale: F (6,86) = 3,256, p = 0,0062].

Tenant compte de ces interactions, les analyses de la variance (ANOVA) a un facteur ont
été réalisées, séparément, dans chaque région cérébrale (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet),

aussi bien chez les souris males que les souris femelles.

Au niveau de I’hippocampe, 1’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles
contaminées aux POP dont }'6 PCB-NDL avait un effet significatif sur I’activit¢ de la SOD,
uniquement chez les souris males [F(3,16) = 6,102, p = 0,0057], mais pas chez les souris femelles
[F(3,16) = 2,345, p=0,111]. Par contre, le traitement n’avait pas d’effets significatifs sur I’activité
de la SOD au niveau du cortex préfrontal ([F(3,13) = 1,927, p = 0,17], [F(3,14) = 2,732, p= 0,08]
respectivement chez les souris males et femelles) et au niveau du cervelet [F(3,13) = 0,724, p =

0,55], [F(3,15) =2,811, p=0,07], respectivement chez les souris males et femelles.

Les analyses a postériori ont révélé qu’au niveau de I’hippocampe, I’activité de la SOD était
significativement plus €levée chez les trois groupes de souris males, précocement exposé€s aux
anguilles contaminées aux POP dont ) 6 PCB-NDL aux doses 85 ng/kg/jour, 216 ng/kg/jour et 400
ng/kg/jour (p<0,05, p<0,001, p<0,05, respectivement) (tableau 12).

Conclusion

Les résultats issus du dosage de ’activité de la SOD par spectrophotométrie, ont montré
que D’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées aux POP dont ) 6 PCB-NDL était a I’origine d’une augmentation significative de

I’activité de la SOD, uniquement au niveau de I’hippocampe de tous les souris males traitées.

1.2. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur de

Pactivité de la catalase
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Le test Kruskal-Wallis a montré que contrairement a 1’hippocampe (H = 8,111, p = 0,04),
I’exposition par la voie d’ingestion des souris gestantes et puis allaitantes aux anguilles
contaminées aux POP dont }'6 PCB-NDL n’a pas d’effet significatif sur ’activité de la catalase au
niveau du cortex préfrontal (H = 3,49, p = 0,32) et au niveau du cervelet (H=4,789; p = 1,87) des
souris de génération F1.

Au niveau de I’hippocampe, les analyses a postériori ont révélé une augmentation
significative, par rapport au témoin, de I’activité de la catalase, uniquement, chez les souris males
traitées avec les doses 216 ng/kg/jour et 400 ng/kg/jour (z = -2,619, p = 0,009; z = -2,611, p =
0,008, respectivement). (Tableau 17).

Conclusion

Les résultats issus du dosage de 1’activité de la catalase par spectrophotométrie, ont montré
que D’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL était a I’origine d’une augmentation significative de
I’activité de la catalase, uniquement, au niveau de I’hippocampe des souris méles traitées avec

les doses 216 ng/kg/jour et 400 ng/kg/jour.
1.3. Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées sur de
Pactivité de la glutathion peroxydase

Le test Kruskal-Wallis a montré que 1I’exposition par la voie d’ingestion des souris gestantes
et puis allaitantes aux anguilles contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL n’avait pas d’effets
significatifs, sur I’activité du glutathion peroxydase au niveau des trois régions cérébrales étudiées:
le cortex préfrontal (H = 4,164, p = 0,24), ’hippocampe (H= 2,684; p = 0,44) et le cervelet (H=
2,4; p =0,49) des souris de génération F1. (Tableau 12)

Conclusion

Les résultats issus du dosage I’activité du glutathion peroxydase par spectrophotométrie,
ont montré que I’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux
anguilles contaminées aux POP dont } 6 PCB-NDL n’a pas affecté ’activité de cette enzyme,

au niveau des trois régions cérébrales étudiées (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet).
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Tableau 12 : Effet de ’exposition gestationnelle et lactationnelle a la chair d’anguilles, contaminées aux POP, y inclus la 6 PCB-NDL aux doses de 85; 216 et

400 ng / kg / jour sur I’activité de la catalase (CAT), de la superoxide dismutase (SOD) et du glutathion peroxydase (GPx) déterminées au niveau du cortex

préfrontal, de ’hippocampe et du cervelet. n=5 souris /sexe/groupe. L’activité de la SOD est présentée sous forme de moyennes +ESM. Les activités de la CAT (catalase) et du GPx

(glutathion peroxydase) sont présentées sous forme de médiane (IQR: 25 — 75). *p < 0,05, **<0, 01, ***p<0,001: différences significatives par rapport aux témoins. SOD (pourcentage d'inhibition de

l'auto-oxydation du pyrogallol), Cat (umoles/ mg protéines/mn), GPx (nM de glutathion oxydé / mg de protéine/ min)

Activité des

enzymes .
antioxydantes Région Y6 PCB-NDL (ng/kg/jour)
cérébrale
85 216 400
Miles Femelles Miles Femelles Miles Femelles Miles Femelles
Cortex
préfrontal 2,13 2,86 1,3 32 1,1 1,86 3,24 2,96
[1,26-3,25] [0,925-4,25] [0,75-1,625] [0,525-4,05] [0-2,12] [0,8-2,5] [1,55-5,5] [0,97-4,42]
CAT Hippocampe 0,019 0,016 0,04 0,024 0,1** 0,02 0.08** 0.03
[0,007-0,036] [0,001-0,022] [0,029-0,063]  [0,02-0,027] [0,084-0,1] [0,005-0,036] [0,07-0,09] [0,002-0,075]
Cervelet 0,01 0,01 0,01 0,06 0,08 0,028 0,01 0,005
[0,005-0,019]  [0,002-0,23]  [0,005-0,015]  [0,039-0,089] [0,004-0,01]  [0,011-0,043]  [0,001-0,019]  [0,001-0,01]
Cortex
SOD préfrontal 71,91+21,57 51,20+13,14 57,14+17,94 47,34+18,53 35,68+16,38 61,55+12,29 23,56+7,12 85.3+20.7
Hippocampe 31,944539  67,6148,82  60,014538 *  78+2,93 61,34+9,25%» 84,14£1.91 65,8+11,32 *  82,7146,37
Cervelet 50,2243,5 36,34+10,2 35,45+7,48 61,61+4,52 52,85+7,78  51,4+6,83 33,05+16,52 65,31+6 ,57
Cortex
préfrontal 1,4 0,7 3 0,4 2,1 0,7 0,8 0,8
[1-2] [0,1-3] [0,15-3] [0,5-1] [0,1-3] [1-1] [1-1] [1-1]
GPx Hippocampe 1,1 0,83 1.9 03 0,8 0.5 0,6 0.1
[1-1] [0-0.2] [2-3,7] [0,2-0,4] [0,01-0,029] [0-1] [0,9-1,9] [0-0,22]
Cervelet 2 0,5 1 0,7 1 0,6 0.8 1,1
[1-3] [0,43-1] [1-1] [0,32-1] [1-1] [0,45-1] [1-1] [1-1]
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Tableau 13 : Tableau récapitulatif de 1’effet de 1’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles
contaminées aux POP, y inclus la X6 PCB-NDL aux doses de 85; 216 et 400 ng / kg / jour sur I’activité

des enzymes antioxidantes (SOD, CAT et GPx), MDA et protéines carbonylées, au niveau du cortex

préfrontal, de I’hippocampe et du cervelet. n=5 souris /sexe/groupe. & : males, Q: femelles. ~ Augmentation.  Diminution,
*p<0,05, **p<0, 01, ***p<0,001: différences significatives par rapport aux témoins
Régions 26 PCB-NDL (ng / kg / jour)
cérébrales 85 216 400
Effet de Cortex - - - - -
préfrontal
, .
I’exposition SOD Hippocampe /: N ;k'* /ﬂ; N
périnatale aux
Cervelet - - - - -
anguilles
i Cortex - - - - -
contaminées préfrontal
sur Pactivité CAT Hippocampe - - ﬁ‘v /";* -
des enzymes Cervelet - - - - -
antioxydantes
Cortex - - - - -
préfrontal
GPx Hippocampe - - - - -
Cervelet - - - - -
Dommages Taux de Cortex - - - - -
préfrontal
oxydatifs :
MDA Hippocampe - - - - -
causés par
Cervelet - - - - -
I’exposition
. Taux des Cortex - - ok - -
périnatale aux préfrontal /V
angui]]es protéines Hippocampe ;* - - - -
contaminées carbonylées Cervelet - - - - -
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2. Discussion

Le tableau 13 montre que l’exposition gestationnelle et lactationnelle des souris de
génération F1 aux anguilles contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL serait a I’origine de la
perturbation de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPx). En effet, ’activité de la
catalase a été significativement élevée, par rapport au témoin, au niveau de I’hippocampe des
souris: males, dont les mamans ont consomm¢é durant la période gestationnelle et lactationnelle de
I’anguille contaminée aux POP dont Y '6 PCB-NDL aux doses de 216 et 400 ng / kg / jour. En outre
une augmentation significative de 1’activité de la SOD, a été enregistrée uniquement au niveau de
I’hippocampe des souris males exposées, durant la période gestationnelle aux anguilles
contaminées aux POP dont > 6 PCB-NDL aux doses de 85, 216 et 400 ng / kg / jour. Cependant
I’exposition gestationnelle et lactationnelle des souris des générations F1 aux anguilles
contaminées aux POP dont } 6 PCB-NDL n’avait aucun effet sur I’activit¢ du GPx au niveau des

trois régions cérébrales étudiées.

L’ingestion des souris gestantes et puis allaitantes des anguilles contaminées, aux POP dont
> 6 PCB-NDL aladose de 216 et 85 ng/kg/ jour, a été a I’origine d’une augmentation significative
du taux des protéines carbonylées respectivement, au niveau du cortex préfrontal et de

I’hippocampe des souris males génération F1.

Cependant I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP
dont > 6 PCB-NDL n’a pas affecté le taux du malondialdehyde (MDA) qui a été utilis€, dans cette
¢tude, comme un indicateur de la peroxydation lipidique.

Cette perturbation du statut oxydatif, sexe dépendante, détectée au niveau du cortex
préfrontal et de I’hippocampe des souris males serait causée par les contaminants de 1’anguille. En
effet, apres leur introduction dans 1’organisme maternel, ces xénobiotiques tels que les PCB et les
métaux lourds, seraient métabolisés en deux phases. La premiére phase implique des réactions de
réduction, d'hydrolyse et surtout d'oxydation conduisant soit a la bio-élimination du xénobiotique
ou la production de composés plus polaires tels que les PCB hydroxylés (OH-PCB) et les PCB de
type sulfone de méthyle (MeSO,-PCB) qui sont les principaux métabolites des PCB formés par le
systéme enzymatique cytochrome P450. Lors de la deuxiéme phase appelée «biotransformationy,
les métabolites, déja produits précédemment, seraient conjugués a des enzymes telles que la

glutathion-S-transférases (GST), conduisant a la formation de composés polaires qui sont,
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généralement, ¢liminés du corps (Taysse et al., 1998). Plusieurs xénobiotiques ont été détectés dans
le sérum humain (Ali et a/, 2013 ; Ben Hassine et a/, 2013;.Eguchi et a/, 2015), le cordon ombilical
(Soechitram et al 2004; Meijer et al 2008;. Marek et a/ 2013) et ont pu étre transférés a travers le
placenta de la mere au feetus (Berg et a/ 2010) et excrétés dans le lait maternel pendant 1'allaitement
(Ryan et Rawan, 2014; Wohlfahrt-Veje et al, 2014; Grumetto et al, 2015).

Apres leur passage de 1’organisme maternel vers les organismes en développement, ces
polluants tels que les PCB, les métaux lourds et leurs métabolites sont susceptibles de perturber le
métabolisme oxydatif des organismes de génération F1 (Venkataraman et al., 2007).

Plusieurs antioxydants enzymatiques tels que les SOD, CAT et GPx ont pour fonction
principale de garder 1’équilibre oxydant/antioxydant dans les organismes vivants.

En effet les SOD sont des métalloprotéines qui constituent la premicre ligne de défense
efficace pour empécher I’accumulation cellulaire de I’anion superoxyde. Elles sont censés catalyser
la dismutation du O* en H,0> (McCord et Fridovich, 1969) (figure 26). Nous avons enregistré une
augmentation significative de P’activité des SOD au niveau de I’hippocampe des souris males
exposées durant la période, gestationnelle et lactationnelle, aux anguilles contaminées aux POP
dont Y6 PCB-NDL a aux doses de 85,216 et 400 ng/ kg / jour par rapport aux souris males témoins.

En outre I’activit¢ de la catalase, une enzyme qui assure la réduction du peroxyde
d’hydrogene (H20?) en libérant de 1’oxygene (Halliwell, 1999) (figure 26), a été significativement
¢levée, par rapport au témoin, au niveau de I’hippocampe des souris: méales, dont les mamans ont
été exposée, durant la période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP
dont Y 6 PCB-NDL aux doses de 216 et 400 ng / kg / jour.

Concernant le GPx, qui est une sélénoprotéine, qui existe sous deux formes, la glutathion
peroxydase sélénium dépendante (SeGPx) et la glutathion peroxydase sélénium-indépendante
(IndSeGPx). La SeGPx peut prendre en charge la détoxication de peroxydes organiques et du
peroxyde d’hydrogene, alors que I’IndSeGPx neutralise uniquement les peroxydes organiques
(Burk et Walin., 1987). Selon Arivazhagan et ses collaborateurs (2002) GPx est 1’enzyme
antioxydante la plus importante au niveau du cerveau, vu qu’elle permet la métabolisation de H>O»
et la protection des membranes cellulaires de la peroxydation lipidique. Le peroxyde d'hydrogene
(H202) ou les hydroperoxydes lipidiques (LOOH) sont éliminés suite a leur réduction a I'eau (figure
26). Dans la présente étude, aucune différence significative, n’a été enregistré, entre I’activité du

GPx dans les trois régions cérébrales étudiées (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet) des souris
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exposées durant la période gestationnelle et puis lactationnelle aux anguilles contaminées et celle

des souris témoins.

O Défenses du systéme enzymatique

H202 +1/2 03 D Défenses du systéme non-enzymatique

G6PD

NADPH

Réaction de Fenton et d’'Haber
Weiss

G6PD

NADPH

Figure 26 : Schéma des systémes enzymatiques et non-enzymatiques de détoxication des
ERO. SOD: superoxyde dismutase; CAT: catalase; SeGPx: glutathion peroxydase-sélénium dépendant; IndSeGPx:

glutathion peroxydase-sélénium indépendant; GST: glutathion S-transférase; GRd: glutathion réductase; GSH:

glutathion réduit.

Nos résultats concernant 1’activité des enzymes antioxydantes (Cat, SOD et GPx), au niveau
des différentes régions du cerveau (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet), ont montré que le
cortex préfrontal et I’hippocampe sont plus vulnérables au stress oxydant que le cervelet, ce qui

rejoint les résultats obtenus par plusieurs autres travaux antérieurs (Venkatarman et al., 2007).
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Nous avions, ainsi, démontré une augmentation significative de 1’activité de la SOD et la
CAT, uniquement au niveau de I’hippocampe des souris males, exposés pendant la période
gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées, aux POP dont > 6 PCB-NDL. Ce résultat
corrobore avec les résultats obtenus par plusieurs travaux antérieurs qui ont aussi démontrés que
I’activité des enzymes antioxydants pourrait étre perturbée suite a 1’exposition des rongeurs aux
xénobiotiques tels que les PCB (Murugesan et al., 2005; Muthuvel et al., 2006;Venkataraman et
al., 2007 ; Lee et al., 2012; Selvakumar et al., 2012) ou a certains métaux tels que le
methylemercure (Aschner et al., 2007; Franco et al., 2009; Stringari et a/.,2010), et le plomb
(Moreira et al., 2001).

La perturbation de l’activité des enzymes antioxydantes, marqueur d’une activité pro-
oxydante serait a I’origine de I’augmentation du taux des radicaux libres, qui peuvent diffuser dans
le cytoplasme et a travers les membranes, pour altérer des composants cellulaires (Boveris et al.,
1972). De plus, ’attaque des composants organiques des cellules (lipides, protéines ou glucides)
engendre la transmission d’une cascade radicalaire, soit a I’intérieur d’'une méme molécule, soit a
I’intérieur d’un méme tissu en agissant d’'une molécule a une autre. En absence d’équilibre oxydant-
antioxydant, dans I’organisme, le phénoméne de dégradation pourrait évoluer d’une facon
exponentielle (Neuzil et al., 1993). L’une des conséquences de I’absence de 1’équilibre oxydant-
antioxydant est I’oxydation des protéines. Les produits les plus courants de l'oxydation des
protéines dans les €chantillons biologiques sont les dérivés carbonylés de protéine Pro, Arg, Lys,
Thr. Ces dérivés sont chimiquement stables et sont généralement utilisés comme des marqueurs du
stress oxydatif.

Dans cette étude, le taux des protéines carbonylées a été déterminé selon la méthode de
Mercier et ses collaborateurs (2004). Nos résultats ont montré une augmentation du taux des
protéines carbonylées, au niveau du cortex préfrontal et de I’hippocampe des souris males et
exposés durant la période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP dont
>'6 PCB-NDL respectivement aux de doses de 216 et 85 ng / kg / jour.

Cependant aucun effet n'a été relevé sur les lipides. Nos résultats sont en concordance avec
les résultats de travaux antérieurs obtenus par d’autres équipes. En effet Grotto et ses collaborateurs
(2011) ont essayé de mimer le régime alimentaire de la population riveraine de 1’amazone, en
donnant & des rats males adultes, pendant 12 semaines, un aliment a base de poisson contaminé par

MeHg. Les résultats de cette étude ont montré que la consommation chronique de poisson
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contaminé par MeHg ¢était a I’origine de la perturbation du statut oxydatif (augmentation du taux
de MDA) mesuré dans le sang et le plasma des rats adultes. Par contre aucun effet n’a été enregistré
sur I’activité des enzymes antioxydantes (CAT, GPx, SOD) ni sur le taux de protéines carbonylées.
En outre Anilakumar et ses collaborateurs (2002) ont démontré une diminution de 1’activité du
glutathion et une augmentation du taux du MDA hépatique, apres 1’exposition des rats males,
pendant quatre semaines, a un régime alimentaire enrichi en maquereaux (poisson prédateur)
séché.

VIII. Effet de D’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles

contaminées sur de ’acétylcholinestérase (AChE)

L’acétylcholine (ACH) est I’'un des neurotransmetteurs important pour le systéme nerveux
central (SNC), qui en se fixant aux récepteurs cholinergiques membranaires (muscariniques ou
nicotiniques), permet la dépolarisation de la membrane et la transmission de 1’influx nerveux.
L’action de ce neurotransmetteur est dépendante de son enzyme de métabolisation,
I’acétylcholinestérase (AChE), une protéinase a sérine, qui joue un rdle primordial dans la
régulation de I’influx nerveux. Elle catalyse 1’hydrolyse de 1’acétylcholine en choline et acide
acétique, une réaction nécessaire pour permettre a un neurone cholinergique de revenir a son état
de repos apres l'activation (figure 27). L’ AChE est exprimée dans de nombreux tissus. Mais c¢’est
a la jonction neuromusculaire ou dans les synapses reliant certains neurones qu’elle remplit son

role le mieux connu (Silman & Sussman 2005).

La mesure de I’activité d’acétylcholinestérase (AChE) est, généralement utilisée comme un

indicateur de I’intégrité de la transmission nerveuse (Vincent et al., 1992).
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Figure 27 : Schéma représentatif d’une synapse et des mécanismes de neurotransmission
cholinergique (Urbain 2007).

1. Résultats

L’analyse ANOVA a trois facteurs (traitement, sexe et régions cérébrales) a montré que
contrairement au facteur sexe [F(1,96) = 1,750, p<0,18], le facteur traitement [F(3,96) =
8,33, p<0,0001] et le facteur régions cérébrales [F(2,96) = 89,057, p<0,0001] avaient un effet

significatif sur ’activité de 1’acétylcholinestérase au niveau du cerveau.

L’effet de I’exposition gestationnelle et lactionnelle aux anguilles contaminées aux POP
dont > 6 PCB-NDL sur ’activité de 1’acétylcholinestérase dépend du facteur sexe et du facteur
région cérébrale [sexe x traitement F(3,31) =5,887, p=0,001; région cérébrale x traitement F(2,96)
=3,250, p=0,001].

Tenant compte de ces interactions, les analyses de la variance (ANOVA) a un facteur ont
été réalisées, s€parément, dans chaque région cérébrale (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet),

aussi bien chez les souris males que les souris femelles.
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Au niveau du cortex préfrontal, 1’exposition gestationnelle et lactionnelle aux anguilles
contaminées avait un effet significatif sur ’activité de 1’acétylcholinestérase, uniquement chez les

souris femelles [F(3,166) = 6,559, p<0,0042] et pas les souris males [F(3,16) = 3,373, p<0,77].

Au niveau de I’hippocampe I’activité de 1’acétylcholinestérase a été affecté par I’exposition
gestationnelle et lactionnelle aux anguilles contaminées aussi bien chez les souris males [F(3,16) =

8,481, p<0,0013] que femelles [F(3,16) = 6,271, p<0,0051].

Cependant au niveau du cervelet, le traitement n’avait aucun effet significatif sur 1’activité
de I’acétylcholinestérase, aussi bien chez les souris males [F(3,16) = 0,940, p<0,44] que femelles

[F(3,16) = 1,123, p<0,36].

Les analyses a postériori ont révélé que I’activit¢ de [’acétylcholinestérase a été
significativement inhibée, par rapport aux témoins, au niveau du cortex préfrontal des souris
femelles traitées avec la dose la plus faible (85 ng/kg/jour (p = 0,0042) et celles traitées avec la
dose la plus ¢élevées 400 ng/kg/jour (p = 0,0006) (Tableau 15). En outre 1’activité de cette enzyme
a été aussi significativement inhibée au niveau de I’hippocampe de tous les groupes de souris
femelles, exposées durant la période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux
POP dont > 6 PCB-NDL aux doses 85 ng/kg/jour (p = 0,0043), 216 ng/kg/jour (p = 0,0042) et 400
ng/kg/jour (p = 0,0014) et chez les souris males dont les mamans ont été traitées durant la période
gestationnelle et lactionnelle aux anguilles contaminées aux POP dont } 6 PCB-NDL aux doses 85

ng/kg/jour (p = 0.0006) (Tableau 14).
Conclusion

L’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées aux POP dont ) 6 PCB-NDL ¢tait a I’origine d une inhibition significative de ’activité

de I’acétylcholinestérase par rapport aux témoins :

-Au niveau du cortex préfrontal des souris et femelles dont les mamans ont ingéré pendant la
période gestationnelle et lactationnelle des anguilles aux POP dont } 6 PCB-NDL a la dose de
85ng / kg / jour.
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Tableau 14: Effet de I’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP, y inclus la £6 PCB-NDL aux

doses de 85; 216 et 400 ng / kg / jour sur I’activité de I’acétylcholinestérase (nanomoles d’acétylcholine hydrolysée

/minute/milligramme de protéine, déterminée au niveau du cortex préfrontal, de I’hippocampe et du cervelet. n=5 souris /sexe/groupe.

L’activité de I’acétylcholinestérase est présentée sous forme de moyennes ESM. *p < 0,05, **p<0, 01, ***p<0,001: différences significatives

par rapport aux témoins.

Dose en > 6 PCB-NDL ng/kg/jour

Activité de

acetylcholinesterase 0 (Témoin) 85 216 400
Males Femelles Males Femelles Males Femelles Males Femelles
Cortex prefrontal 20,53 £4,6 21,07+ 4.44 15,87+ 4,85 1086 +£0,52% 5377614 1473157 9494187 6,07+ 1,42%"*
Hippocampe 194 + 31 381+ 82 178 + 35 ** 176 + 39%* 221+ 58 160+23*% 20523 125 & 9%
Cervelet 85,17+ 21,61 62,45+ 11,64 62,45+ 11,64 84,76 £ 12,83 86,15+ 12,23 76,77+ 11,69 61,29+ 6,37 62,37+ 6,4
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-Au niveau de I’hippocampe de tous les souris femelles, exposées durant la période
gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées et chez les souris males dont les
mamans ont recu durant la période de gestation et d’allaitement des anguilles aux POP dont }'6

PCB-NDL a la dose de 85 ng / kg / jour.
2. Discussion

La mesure d’activit¢ de [’acétylcholinestérase est couramment utilisée, par plusieurs
chercheurs comme un indicateur de I’intégrit¢ de la transmission nerveuse. L’inhibition de
I’activité de cette enzyme est pourrait étre attribuée a plusieurs polluants environnementaux tel que
les PCB, le cadmium, le plomb, MeHg (figure 28), qui ont été détectés dans les anguilles utilisées,
lors de cette études, (Vincent et al., 1992; Venkataraman et al., 2008; El-Demerdash et al., 2001 ;
Selvakumar et al, 2012 ; Richetti et al., 2011 ; Haider et al., 2015). Plusieurs études antérieurs,
réalisée chez les animaux ont montré que I’activité de 1’acétylcholinestérase pourrait étre inhibée
suite a I’exposition a ces polluants. En effet le traitement des rats adultes par I’ Aroclor 1254 a la
de dose de 2 mg/kg p.c, pendant 30 jours a causé¢ une inhibition de I’activité de
I’acétylcholinestérase mesurée au niveau de I’hippocampe (Selvakumar et a/, 2012). De plus
Venkataraman et ses collaborateurs (2008) ont montré que 1’exposition des rats adultes a 1’ Aroclor
1254 a la dose de 2 mg/kg p.c/jour pendant 30 jours a inhibé I’activité de 1’acétylcholinestérase au

niveau du cortex préfrontal, ’hippocampe et le cervelet.

En revanche Haider et ses collaborateurs (2015) ont montré que I’exposition des rats
adultes, pour une seule fois, a trois doses différentes de cadmium (1, 2 et 3 mg/kg) était a ’origine
d’une inhibition dose dépendante de 1’activité de I’acétylcholinestérase au niveau du cerveau. De
plus El-Demerdash et ses collaborateurs (2001) ont trouvé que 1’exposition des rats adultes par la voie
d’ingestion au mercure (2 mg/kg) a été a Dorigine de I’inhibition de [’activité de

I’acétylcholinestérase aussi bien au niveau du cerveau qu’au niveau du plasma.
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Figure 28 : Mécanisme d’action d’une substance neurotoxique sur la transmission de 1’influx
nerveux. A : Fonctionnement normal, B : Impact d’une substance neurotoxique inhibant

I’acétylcholinestérase (Poisson et al., 2011)
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Ce travail est une contribution a I’évaluation des risques neurotoxiques, provenant de
I’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1, a un poisson gras

contaminé de type «4Anguilla anguilla», aux POP dont Y6 PCB-NDL.

Nous avons commencé par 1’évaluation de la teneur des anguilles utilisées lors de cette
¢tudes en chacun des 6 PCB-NDL (PCB n°28, 52, 101, 138, 153 et 180) et en métaux lourds tel
que le mercure (Hg), le plomb (Pb) et le cadmium (Cd). Par la suite nous avons enchainé par la
réalisation des tests de comportement, qui nous ont permis d’évaluer ’activité générale, la
locomotion, I’humeur, ainsi que la capacit¢ de mémorisation et d’apprentissage chez les souris de
génération F1, dont les mamans ont été exposées durant les périodes de gestation et d’allaitement

aux anguilles contaminées par une mixture de polluants dont la X6 PCB-NDL.

En revanche, nous avons évalué certains marqueurs du stress oxydant, et I’activité de
I’acétylcholinestérase, dans trois régions cérébrales (cortex préfrontal, hippocampe et cervelet),
afin de déterminer la sensibilit¢ des différentes zones du cerveau, impliquées dans diverses

fonctions étudiées.

Nos résultats ont mis en évidence une hyperactivité motrice, apparu tardivement (JPN195),
uniquement chez les souris femelles de génération F1, exposées pendant les périodes gestation et
d’allaitement aux anguilles contaminées. Cette hyperactivité motrice est accompagnée par une
inhibition de I’activité de 1’acétylcholinestérase, au niveau de I’hippocampe et du cortex préfrontal.
Ce résultat est en concordance avec les résultats issus de plusieurs travaux antérieurs (Kuriyama et
al., 1991 ; Wood et al., 1991 ; Everitt et al., 1997 ; Viggiano, 2008 ; Ingber et al., 2016) qui ont
mis en évidence I'implication des lésions précoces affectant les différentes régions cérébrales
comme ’hippocampe et le cortex préfrontal et les systémes de neurotransmetteurs tel que le
systtme GABAergique, glutaminergique et le systéeme cholinergiques dans 1’augmentation de
I’activité motrice. En effet Ingber et Pohl (2016) ont mis en évidence, chez la souris, ’existence de
fenetres de vulnérabilité du cerveau, pendant les périodes gestationnelle JG 12-14 et lactationnelle
JPN 3-10 au cours desquelles I'exposition aux agents toxiques tels que les PCB, le Pb, le MeHg
pourrait provoquer une hyperactivité locomotrice. En revanche Wood et ses collaborateurs (1991)
ont montré que la Iésion de I’hippocampe ventral des rats, au JPN 14, était a 1’origine d’une

hyperactivité locomotrice, détectée au JPN 35 et qui a persisté jusqu’ aux JPN 56 et 86. Cependant
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la méme Iésion réalisée au JPN 3 était a ’origine d’une hyperactivité relevée au JPN 56 et qui a

persisté au JPN 86 mais qui n’est pas apparu au JPN 35.

Au cours de cette étude, nous avons relevé que le comportement dépressif-like chez les
souris males traitées durant la période de gestation et d’allaitement par les anguilles contaminées
aux POP dont }'6 PCB-NDL est accompagné par une perturbation du statut oxydatif au niveau de
cortex préfrontal et de I’hippocampe des souris male. En effet les résultats des dosages réalisés par
spectrophotométrie ont mis en évidence une augmentation de 1’activité de la SOD et de la Cat au
niveau de I’hippocampe. De plus, une augmentation significative du taux des protéines
carbonylées, au niveau du cortex préfrontal et de I’hippocampe, a été enregistré chez les souris
males, traitées durant la période de gestation et d’allaitement par les anguilles contaminées aux
POP dont la X6 PCB-NDL aux dose 216 et 85 ng/kg/j, respectivement. Ce résultat rejoint les
résultats de plusieurs travaux antérieurs qui ont montré la perturbation du statut oxydatif chez les
patients (Bilici et al, 2001 ; Khanzode et a/ 2003 ; Herken et al, 2007; Fitzgerald et al,
2008 ;Scapagnini et al., 2012 ; Liu et al., 2015) et chez les animaux (Brocardo et al., 2012; Che et

al., 2015) atteints par la dépression.

Plusieurs chercheurs ont montré une augmentation significative de I’activité des enzymes
antioxydants (SOD et Cat) chez ’Homme et les animaux atteints par la dépression par rapport aux

témoins (Michel et al., 2007 ; Szuster-Ciesielska et al., 2008 ; Che et al., 2015).

La perturbation de P’activité des enzymes antioxydantes, chez les individus atteints par la
dépression, pourrait conduire a la production des dommages oxydatifs. En effet plusieurs études
épidémiologiques et d’autres réalisées chez les rongeurs ont montré I’augmentation du taux
d’oxydation des macromolécules (protéines, lipides, ADN, ARN) chez les individus atteints par la
dépressions par rapport au témoins (Yager et al., 2010 ; Bal et al., 2012 ;Brocardo et al. 2012, Che
et al., 2015). Brocardo et ses collaborateurs (2012) ont montré que 1’exposition gestationnelle
(JG1-JG 22) des rats a 4,3 g/kg 1’éthanol (36%) pourrait causer I’apparition, chez les animaux
traités, des symptomes de dépression et d’anxiété au JPN 59-60, accompagnés d une augmentation,

significative par rapport au témoin, du taux de la peroxydation lipidiques et des protéines oxydeées.

En revanche, conformément a nos résultats, plusieurs travaux ont établi des corrélations
entre 1’atteinte par la dépression et les perturbations affectant le cortex préfrontal et I’hippocampe

(Campbell et al., 2004; Michel et al., 2007). Par exemple Selvakumar et ses collaborateurs (2012)
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suggerent que la perturbation de la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants suite a
I’exposition des rats adultes aux PCB pourrait conduire au disfonctionnement de 1’hippocampe de
ses derniers. Nos résultats rejoignent les résultats de ces études antérieures. En effet nous avons
montré que 1’exposition gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP dont la
26 PCB-NDL a causé une dépression sexe dépendante qui n’a touché que les souris males de
génération F1. Cette dépression est accompagnée par une perturbation du statut oxydatif au niveau
de cortex préfrontal et de I’hippocampe chez les souris males. Ceci pourrait étre expliquer par le
fait que la maladie de la dépression affecte de nombreuses structures cérébrales (I’hippocampe, le
cortex préfrontal, ’amygdale, ’hypothalamus, et le striatum) (Fuchs et al., 2005). Ces structures
sont intensivement interconnectées par plusieurs réseaux de neurones et de neurotransmetteurs. Par
conséquent la perturbation du fonctionnement de 1’une de ces structures telle que 1I’hippocampe et
le cortex préfrontal peut altérer le bon fonctionnement des autres structures cérébrales impliquées

dans la régulation de I’humeur (Fuchs et al., 2005).

Ainsi nous pouvons conclure que la perturbation de la balance entre les pro-oxydants et les
antioxydants détectée au niveau du cortex préfrontal et de I’hippocampe des souris males exposés
pendant la période gestationnelle et lactationnelle aux anguilles contaminées aux POP dont 6
PCB-NDL est, éventuellement, le précurseur du comportement dépressive-like, que nous avons pu
observer lors de cette étude. Ce résultat rejoint les résultats obtenus par plusieurs travaux antérieurs.
En effet Maximino et ses collaborateurs (2011) ont montré que certains POP habituellement
présents dans les matrices alimentaires de type poisson comme les PCB, le mercure et d'autres
polluants dangereux pourraient étre a I’origine des altérations comportementales, en exercant un
stress oxydant sur le systetme nerveux central, qui pourrait perturber le métabolisme de la
sérotonine. D’autre études épidémiologiques ont suggéré que les especes réactives de I'oxygene
(ERO) joueraient un rdéle important dans les troubles de la dépression majeure (Bilici et a/, 2001 ;
Khanzode et a/ 2003 ; Herken et al, 2007; Fitzgerald et al, 2008). De plus Marasco et ses
collaborateurs (2013) suggerent que stress chronique pendant la période de développement pourrait
perturber les défenses antioxydantes dans les tissus neuronaux post-mitotiques, en fonction de la

région du cerveau.

Les effets observés, sur le comportement, le taux de MDA et des protéines carbonylées,
ainsi que sur ’activité des enzymes antioxydantes, et de 1’acétylcholinestérase, ont €té relevé apres
quelques semaines (JPN 55) voir plusieurs mois (JPN 195, 200, 366-367) de I’arrét de 1’exposition.
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Ces effets seraient éventuellement liés a D’exposition développementale aux molécules
neurotoxiques telles que le MeHg, le Pb et les PCB contenues dans la matrice anguille. Les résultats
de plusieurs travaux antérieurs (Giordano et Costa, 2012; Semple et al., 2013; Grandjean et
Landrigan, 2014) ont montré, que 1’exposition développementale aux produits neurotoxiques,
pourrait causer la perturbation ou I’altération des processus neurodéveloppementaux tel que la
prolifération, la migration, et la différenciation cellulaire, qui contribuent a la formation des
structures cérébrales (Semple et al. 2013). Toute perturbation de chacun des processus au cours du
développement du cerveau peut mener a des troubles de son fonctionnement chez 1’adulte ou méme
a age avancé. Ces troubles pourraient s’avérer irréversibles et donc persistants car il existe peu de
capacité de réparation dans le cerveau adulte (Andersen et al., 2005, Bouayed et al., 2009 ;
Grandjean and Landrigan, 2006). Par conséquent, I’exposition précoce aux contaminants de
I’anguille (PCB, Pb, Me Hg), aurai provoquer des effets irréversibles qui se sont manifésté dans

cet étude par le comportement hyperactif chez les souris femelles et dépréssif chez les souris males.

Les résultats issus des tests de comportement, de 1’activité des enzymes antioxydantes, du
dosage du taux des protéines oxydés ainsi que ceux obtenus du dosage de l’activité de
I’acétylcholinestérase ont montré que les effets observés provenant de 1’exposition gestationnelle
et puis lactationnelle des souris de génération F1 aux anguilles contaminées ne semblent pas
dépendre de la dose de la £6 PCB-NDL contenu dans I’anguille (matrice alimentaire utilisé dans
cette étude). Ceci pourrait étre attribué¢ a la contamination des anguilles par les PCB, qui sont
classés parmi les perturbateurs endocriniens (PE) (Labouse et al., 2011). Etant donné que les PE
sont des substances chimiques d’origine naturelle ou anthropique qui peuvent interférer avec le
fonctionnement des glandes endocrines, organes responsables de la sécrétion des hormones. Il est
bien démontré que les PE, comme les PCB ne suivent pas le principe classique de la toxicologie
qui a fondé la réglementation actuelle des substances chimiques et est résumé dans le paradigme
énoncé au 16°Me siécle par le médecin-alchimiste Paracelse : « C’est la dose qui fait le poison ».
Les perturbateurs endocriniens, comme les PCB, agissent selon un nouveau paradigme synthétisé
par [’Endocrine Society aux Etats Unis en juin 2009 autour du principe « C’est la période qui fait
le poison ». Les effets toxiques des expositions précoces (pendant la gestation et I’allaitement) aux
PE se manifestent, pendant I’enfance et a 1’age adulte, voire méme sur les générations suivantes.
La relation dose-effet n’est pas linéaire et on observe d’une fagon générale un effet plus fort a faible

dose qu’a forte dose, celui-ci pouvant de plus €tre amplifié en cas de coexposition (I’effet cocktail),
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laquelle correspond a la réalité des expositions humaines. Conformément a cette notion, Elnar et
ses collaborateurs (2012) ont montré que 1’exposition lactationnelle des souris de génération F1 a
la X6 PCB-NDL a la dose 10 ng/kg a induit une augmentation significative au niveau de
I’expression des geénes codant les récepteurs RyR3 dans le cervelet. Cependant aucune différence
significative par rapport aux témoins n’a été enregistrée dans 1’expression des génes codants les
récepteurs RyR3, au niveau du cervelet chez les souriceaux traités, pendant la période d’allaitement

ala 26 PCB-NDL aux doses de 1 et 100 ng/kg.

Les résultats issus de ce travail de thése sont en concordance avec les résultats issus de
plusieurs travaux antérieurs. Néanmoins la variabilité des résultats issus de la littérature reflétent
des différences et parfois des contradictions qui pourraient étre liées a plusieurs facteurs parmi

lesquels nous pourrions citer :

» La période d’exposition: pendant la gestation, I’allaitement ou pendant la gestation
et I’allaitement ou encore a 1’age adulte,
» Lateneur des poissons étudiés en nutriments et en composés toxiques,

» L’age des individus le jour du test.
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Conclusion genérale et perspectives

L’objectif de ce travail doctoral était 1’évaluation, a court, moyen et a long terme, des
risques neurotoxiques, liés aux expositions gestationnelle et lactationnelle, chez les souris de
génération F1, a un poisson gras de type «A4nguilla anguilla» contaminé, contenant la £6 PCB-
NDL. Cette démarche avait pour but d’utiliser I’anguille, comme un aliment vecteur de transfert
des contaminants chez I’homme tenant en compte sa richesse en oméga 3 et sa capacité d’accumuler
des polluants telles que les PCB et les métaux lourds, afin d’évaluer le rapport bénéfice-risque 1ié
a D’exposition précoce, chez les méres gestante et allaitantes aux poissons gras contaminés

spécialement par les métaux lourds et les PCB.

Nous avions ainsi évalué les effets neurotoxiques induits par I’exposition, des souris de
génération F1, aux anguilles contaminées contenant la X6 PCB-NDL, durant les premiéres phases
de développement, sur I’activité motrice et locomotrice, la mémoire et I’humeur, aux différents
stades de vie des animaux exposés. Nous avons évalué, également le statut oxydatif, au niveau du
cortex préfrontal, I’hippocampe et du cervelet, chez les souris exposées via la détermination de
I’activité des enzymes antioxydantes (Cat, SOD et GPx), du taux des protéines carbonylées et les
lipides oxydés (MDA). L’activité de 1’acétylcholinéstérase, une enzyme impliquée dans la
régulation du taux de I’acétylcholine, un neurotransmetteur jouant un réle cl¢ dans la régulation de
I’activité générale et de la mémoire (Everitt and Robbins, 1997; Taly et al., 2009; Wess et al.,

2007), a été évaluce.

L’exposition gestationnelle et lactationnelle des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées, contenant la £6 PCB-NDL, n’a pas affecté I’évolution pondérale des souris du JPNO
jusqu’au JPN 330, ni la mémoire de travail, ni la mémoire spéciale de référence et la capacité
d’apprentissage. Cependant I’ingestion par les souris femelles des anguilles contaminées, contenant
la 26 PCB-NDL, pendant la période de gestation et d’allaitement, a causé une hyperactivité tardive
(apparu au JPN 195), persistante et sexe dépendante et qui ne touche que les souris femelles de la
génération F1 (et non pas les males) avec un effet « depressive like » et qui affecte, seulement, les

males avec un effet persistant du JPN 55 jusqu'au JPN 337.

Nous pourrions ainsi déduire que 1I’exposition, durant les premiers stades de développement,
des souris de génération F1, aux anguilles contaminées, contenant X6 PCB-NDL, serait étre a
I’origine d’altérations comportementales, d’une fagon sexe dépendante, a court et a long terme,

notamment une hyperactivité, et un effet « depressive like » persistants au cours du temps.
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L’¢étude des marqueurs du stress oxydant, au niveau, des trois régions cérébrales (cortex
préfrontal, hippocampe et cervelet), prélevées au JPN 338, a révélé une perturbation de I’activité
des enzymes antioxydantes. En effet une augmentation significative de I’activité de SOD et de la
Cat a été enregistrée, niveau de I’hippocampe des souris males dont les meéres ont été exposées,
durant la période de gestation et d’allaitement, aux anguilles contaminées, contenant la £6 PCB-
NDL aux doses de (85, 216 et 400 ng/kg/jour) et (216 et 400 ng/kg/jour), respectivement.
Néanmoins, 1’exposition gestationnelle et lactationnelle, des souris de génération F1 aux anguilles
contaminées contenant X6 PCB-NDL n’a pas affecté ’activité du GPx, au niveau des trois régions

cérébrales étudiées

En revanche, nous avons relevé, une augmentation du taux des protéines carbonylées, au
niveau de I’hippocampe et du cortex préfrontal des souris males, précocement exposés, par des
anguilles contenant X6PCB-NDL aux doses 85 ng / kg / jour et 216 ng / kg / jour, respectivement.
Cependant la consommation par les souris gestantes et puis allaitantes des anguilles contaminées
n’avait aucun effet sur le taux de la peroxydation lipidique. En effet il n’y avait aucune différence
significative dans le taux du MDA, au niveau des trois régions cérébrales des souris t¢émoins et des

souris traitées.

Nous pouvons ainsi conclure que I’exposition gestationnelle et lactationnelle, aux anguilles
contaminées, contenant la X6PCB-NDL pourrait étre incriminée dans la perturbation de la balance
anti-oxydants / pro-oxydants, notamment au niveau du cortex préfrontal et hippocampe méme a un
age avancé (JPN 338). Ce résultat est en faveur d’une peroxydation générant une cascade des ERO,
au niveau des structures cérébrales étudiées qui pourrait €tre impliqué dans les altérations
comportementales que nous avons observé lors de cette étude, et surtout le comportement

« depressive like ».

L’ingestion par les souris gestantes et puis allaitantes des anguilles contaminées par les POP
dont Z6PCB-NDL, pourrait étre a I’origine de I’inhibition de 1’activité de 1’acétylcholinestérase,
au niveau du cortex préfrontal et de I’hippocampe de leurs progéniture, au JPN 338, et par
conséquent d’une augmentation du taux de I’acétylcholine au niveau synaptique. Cela pourrait étre

1i¢ aux perturbations comportementales observées (activité générale et hyperactivité locomotrice).

Ce travail, présente certaines observations originales, qui se manifestent par la combinaison

de plusieurs points :
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-Le choix d’un aliment fonctionnel, connu pour ses vertus nutritionnelles, mais aussi par sa capacité
d’accumuler des polluants et spécialement les PCB, il est connu comme 'un des principaux

vecteurs de transfert de ces polluants vers I’ Homme.

-La période d’exposition des animaux : la période de développement (gestationnelle et

lactationnelle), durant laquelle le systéme nerveux est trés sensible et vulnérable.

-Le suivi du comportement des animaux étudiés aux différents stades de leurs vies : jeune, adulte

et age avancé, pour confirmer la persistance des symptomes apparus.

Au terme de ce travail doctoral nous pourrions conclure que la consommation réguliére de
matrices alimentaire de types poissons contaminées par les femmes gestantes et puis allaitantes
serait un principal vecteur de transfert d’'un mélange de contaminants dont les PCB, a leurs
progénitures, augmentant ainsi le risque neurotoxique en induisant des altérations neurologiques

précoces et persistantes avec des conséquences tardives au fil du temps.

Ce travail de these laisse entrevoir de nombreuses perspectives de recherche. En effet, aux
vues des résultats obtenus dans cette étude sur les troubles d’activités et du comportement
« dépressive like » (in vivo), la perturbation de I’homéostasie redox (in vito), sexe dépendante et
persistante au fil du temps, il serait pertinent de compléter cette étude par des investigations ciblant
le systeme endocrinien, qui pourrait probablement donner une explication aux perturbations
comportementales et moléculaire observés chez les animaux étudiés de fagon sexe dépendante.
Outre 1’é¢tude de I’effet du stress oxydant générés par 1’exposition gestationnelle et lactationnelle
aux anguilles contaminées sur les lipides et les protéines, il serait aussi intéressant d’étudier les

conséquences du stress oxydant sur I’ADN.
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Annexe 1: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques des PCB pour ’'Homme (1/2)

Annexes

Modéle Exposition Principaux résultats Références
Evaluation de 'exposition par la mesure du taux des | Enfants a I'age de 4 a 11 ans: Association entre la forte exposition aux PCB
Couples de PCB dans le cordon ombilical, le lait et le sang | en période périnatale et une diminution des scores de QI (QI full-scale et QI | Jacobson et

meéres-enfants

maternel ainsi que chez les enfants.

verbal)

Jacobson, 1996

Couples de | Estimation de l'exposition par la mesure du taux des | Enfants a l'age de 3 et 7 mois: Association négative entre l'exposition
méres-enfants PCB n°:118, 138, 153 dans le cordon ombilical, sang | prénatale aux PCB et les performances des nouveaux nées dans les tests | Koo”pman-
maternel psychomoteurs a 3 mois mais pas a 1’age de 7 mois. Esseboom et al.,
1996
Couples de | Estimation de I'exposition par la mesure du taux des | Enfants a l'dge de 7 mois: Association négative entre la teneur du lait | Winnekea et al.,
meres-enfants PCB n°: 138, 153 et 180 dans le cordon ombilical etle | maternel en PCB et développement mental mais pas le développement | 1998
lait maternel moteur
Couples de | Evaluation de I'exposition par la mesure du taux des | Enfants a I'dge de 38 mois: Association entre la teneur du cordon ombilical | Stewart et al.,
meéres-enfants PCB dans le cordon ombilical, en PCB et le déficit mesuré dans le test de Mc Carthy, 2003
Couples de | Estimation de l'exposition par la mesure du taux des Weisglas-Kuperus

meéres-enfants

PCBn®:118, 138, 153 et 180 dans le cordon ombilical,

le lait et le sang maternel

Enfants scolarisés: association entre le taux de PCB est la susceptibilité aux

maladies de I'oreille moyenne

et al., 2004
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Annexes

Modéle Exposition Principaux résultats Références
Couple méres enfants: Exposition environnementale aux PCB n 74, 99, 118, 126, 138, | Nourrissons a 1'dge de 4 mois: Une association entre l'exposition | Doi et al,
2013

40 femmes enceintes

originaires de

Nagasaki (Japon)

146, 153, 156, 163,170, 177, 178, 180, 183, 187, 194 et 199.

prénatale aux PCB et [laltération du développement et

fonctionnement social.

Couples de meéres-
enfants originaires des

pays bas

Evaluation de I'exposition gestationnelle par la mesure, dans le
placenta du taux des PCB n°:105, 118, 138, 153, 170, 180, 187,
146, 183, 156. et 6 congéneres des métabolites des PCB:4-OH-
PCB-107, 30 -OHPCB-153, 40 -OH-PCB-146, 30 -OH-PCB-

138, 40 -OH-PCB-187 et 40 - OH-PCB-172.

Nourrissons a 1'dge de 3 mois: Aucune association n'est établie entre
les mouvements agités et la sommes des PCB et des OH-PCB dosés
dans le placenta.

-1l y a des associations entre le taux ¢élevés de certains congénéres de
PCB (PCB-187) et OH-PCB (4-OH-PCB-107) et la diminution du

développement moteurs.

Berghuis et

al., 2013

708 personnes, agés de

Evaluation de 1'exposition environnementale par la mesure, dans

Les personnes agées de 60-70 ans aucune association entre le taux

Bouchard et

60—84 ans le sérum de la somme des 5 PCB-DL (n°: 74, 118, 156, 126 et | des PCB dans le sérum et le déclin cognitif n'a été établie al., 2014
169), la somme des 7 PCB-NDL (n°: 99, 138, 146, 153, 170, 180 | Les personnes agées de 70-84 ans: La forte exposition aux PCB, a
et187) été associée a un déclin cognitif plus prononcé.
Enfants a 1'dge de 4 et 5 | Evaluation de l'exposition par la mesure dans la poussiére | Le test de chi carré a montré que le taux élevé des PCB n°3, 6, 16, | Wang et al.,
ans de Nanjing (Chine) | domestique du taux des PCBn °:1, 2, 3,4, 9,6, 8, 19, 18, 16, 25, | 22, 25, 44, 71, 174 et 203 pourrait étre associ¢ avec le risque de | 2015

28,22,52,44,71, 67, 74, 66, 56, 99, 87, 110, 82, 147, 146, 153,

179, 138, 187, 174, 177, 173, 180, 198, 203, 195, 194, et 206,

développement de l'anxiété, la dépression et l'agressivité.
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Annexe 2: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques des PCB pour l'animal (1/3)

Modele Molécule Exposition Principaux résultats Références
Par voie alimentaire : 40 mgkg p.c avant | JPN 0: Une diminution significative de l'activité des aromatases, dans I'hypothalamus
-Aroclor 1254 l'accouplement de 50 jours | des males, exposés durant la lactation, 8 RM par rapport aux males témoins.
. . . \ . — — - - H t 1,
Rats -Mélange de PCB mimant | jusqu'a la mise bas. JPN 170: Une diminution significative du taux de testostérone, dans le plasma des amy.oeoa
1999

la mixture des congéneéres

dans le lait maternel. (RM)

Exposition lactationnelle

males, exposés, pendant la lactation a 'aroclore 1245 et a RM

Rats males

Par gavage: PCB n°: 52 ou

10 mg/kg p.c aux JPN 8§,

Aux JPN 25-33: Une diminution de I'activité chez les rats traités aux PCB n° 153 et

Johansen et al.,

Souris

153 ou 180. 14 et 20. 180. 2011
6 et 18 mg/kg p.c/ jour, | JPN35-37: Le test de 1'open field: une augmentation du nombre de locomotion, de la
pendant la période | fréquence des visites ainsi que du temps passé dans la zone centrale, uniquement chez

Par gavage lactationnelle: (JPN 7-JPN | les souris femelles.

Aroclor 1254

21) et pendant la période
post-lactationelle (JPN 22-

JPN42)

JPN 38-39: Le test du labyrinthe surélevé: une augmentation significative du taux

d'anxiété uniquement chez les souris males traités, par rapport aux témoins.

JPN40-41: Le test du labyrinthe Y, Altération de la mémoire de travail et de la

cognition, uniquement chez les femelles traités a I'arochlore et pas les males

Tian et al.,2011
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Annexe 2: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques des PCB pour l'animal (2/3)

Modele Molécule Exposition Principaux résultats Références
JIPN 7 et 9, Le test de la géotaxie négative: une altération du reflex de réorientation chez les
souriceaux femelles traitées a la dose 100 ng/kg p.c.
Par gavage JPN 14, surexpression du récepteur Ryanodine 3 (RyR3) dans le cervelet de souris traitées Elnar et al.
X6 PCB-NDL mimant la | 1,10et 100 ng/kg p.c/j | ala dose 10ng/kg p.c 20
Souris mixture des congénéres | pendant la période | JPN 28, le test de I'open field, une diminution significative du nombre de locomotion,
trouvés dans les matrices | postnatale uniquement chez les souris males traités aux doses 1 et 10 ng/kg p.c.
poissons JPN 32, le test de I’échappement a I’eau, altération significative de I’intégration
visuomotrice chez les le souris males traités aux doses 1 et 100 ng/kg p.c.
JPN 40-160, le test du labyrinthe surélevé et le test de la chambre claire obscure, une
augmentation significative et persistante du taux d'anxiété chez toutes les souris traitées
JPN 90-JPN 120, le test de labyrinthe radial a huit branches: altération touchant les
capacités d’apprentissage spatial et la mémoire a long terme des animaux
Rats Par voie intraperitoneal | 50 mg/kg p.c/jour JPN 120, le test de 'open field, une augmentation significative du nombre de locomotion Selvakumar
Aroclor 1254 Diminution significative du taux des enzymes: SOD, CAT, GPx, GST et augmentation etal., 2012

significative du taux de la peroxydation lipidique au niveau de I'hippocampe.

Augmentation significative de la teneur plasmatique en neurotransmetteurs: serotonin,

dopamine, epinephrine et norepinephrine
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Annexe 2: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques des PCB pour l'animal (3/3)

Annexes

Modéle Molécule Exposition Principaux résultats Références
JPN 49, chez les souris femelles traitées: une diminution significative et dose
0.5 et 1 pmole/kg p.c/j. 48 | dépendante du pourcentage de la masse maigre et une augmentions significative
heures avant 1’accouplement, | du pourcentage de la masse adipeuse par rapport aux souris femelles témoins. Rashid et al.,
Souris PCB 126 une fois pendant la gestation et | JPN 49, chez les souris méles traitées: Une diminution significative du | 2013
une fois pendant I'allaitement pourcentage de la masse maigre, indépendamment de la dose. Aucun effet du
traitement n'a été observé dans le pourcentage de la masse adipeuse.
Rats  spontanément JPN 37-64 -Chez les rats SHR / NCrl, -A la dose de 1 mg/ kg p.c : Une atténuation
hyperactifs 1,3 ou6 mg/kgp.c des symptomes de la maladie du Déficit d'attention/ trouble d’hyperactivité, | Johansen et al.,
(SHR/NCrl) Rats | PCB 153 3 administrations entre JPN 8 et | spécialement pour les femelles. 2014
Wistar Kyoto JPN 20 -Chez les rats Wistar Kyoto WKY/NHsd), changement du comportement, chez tous les rats
(WKY/NHsd) traités au PCB et spécialement les males par rapport aux rats témoins.

Rats males

Par voie alimentaire

PCB 47 et PCB 77

12,5 et 25 ppm pendant la

période périnatale.

-Aux JPN 14-16, 28-32 et 60—64: Altération de l'activité locomotrice et

exploratrice, chez les rats traités aux PCB, dans le test de I'open field.

Krishnan et al

2014

Rats

Aroclor 1254

6 mg/kg p.c/ jour, du JG 6 a

JPNO

Chez les femelles gestantes: Aux JPN17 et19 diminution significative du taux des

T4, par rapport aux témoins, dans le sérum des femelles gestante.

Naveau et al.,

2014

Chez les nouveaux nées: Aux JPN17 et19, Pas de différence significative, dans la
prolifération, la différentiation ou la mort cellulaire, dans les 3 régions cérébrales:

rostrale, ventrale et le cortex caudale entre les rats traités et les rats témoins
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Annexe 3: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques de MeHg pour 'Homme (1/2)

Annexes

Modéle

Molécule

Exposition

Principaux résultats

Références

Couples de méres-enfants

des iles de Faroe

Exposition a Me
Hg contenu dans

les poissons.

Evaluation de l'exposition prénatale
par la mesure du taux du Me Hg dans
et dans les

le cordon ombilical,

cheveux des méres

Enfants agés de 7 ans:

-Association entre 1'exposition prénatale a Me Hg et le dysfonctionnement
neuropsychologique (langue, mémoire, attention).

-Aucune association n'a été établie entre I'exposition prénatale a Me Hg et

1'état physiologique

Grandjean et al.,

1997

91 personnes agées (15-
81ans), habitant du village

a proximité de la riviére

Exposition a Me

Hg contenu dans

Evaluation de Il'exposition par la
mesure du taux du Me Hg dans les

cheveux des sujets inclus dans I'étude.

-Altération dose dépendante de la force motrice évaluée par un
dynamométre (évaluant la force de préhension pour les 2 mains) et le test

de branches de mouvement alternatifs.

Lebel et al.,1998

Tapajos (Un affluant de les poissons Me Hg (<50pg/g) -Altérations dose dépendantes des fonctions visuelles, testés en évaluant
I'amazone). l'acuité visuelle, la discrimination chromatique.
Couples méres- Enfants | Exposition a Me | Evaluation de Il'exposition par la | -Une forte corrélation entre le taux de mercure mesurés dans les cheveux

(agés entre 7 et 12 ans) issus

de quatre communautés

amazoniennes

Hg contenu dans

les poissons

mesure du taux du Me Hg dans les
cheveux des meéres et leurs enfants.
Plus de 80% des enfants inclus dans
I'¢tude ont une concentration de
de leurs

mercure 10pg/g dans

cheveux.

des méres et le taux de mercure mesurés chez leurs enfants.

-Une association négative entre le taux de mercure dans les cheveux des
enfants et les résultats obtenus dans les tests neuropsychologiques, la

fonction locomotrice, la performance visuospacialles

Grandjean, et

al., 1999
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Annexe 3: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques de MeHg pour 'Homme (2/2)

Modéle

Molécule

Exposition

Principaux résultats

Références

378 couples méres-

Exposition a Me

Evaluation de 1'exposition par la mesure du

Chez les enfants 'agés est entre 9 mois a 6 ans, il y a une relation dose

Cordier et al.,

enfants de Guyane Hg contenu dans taux de I’Hg dans les cheveux des enfants dépendante entre le taux de Me Hg dans les cheveux maternelle et une 2002
aroni, Camopi e es poissons estés iminution de la coordination des jambes, diminution de la 'organisation
M C t 1 test d tion de 1 dination d bes, d tion de la | t
Awala)® Visio-spatiale et une augmentation des réflexes tendineux
408 couples méres- Exposition a Me | Evaluation de I'exposition par la mesure du taux | Chez les enfants 4gés de 3 jours: les taux élevés d’Hg sont associés & une
enfants de la cit¢ de | Hg contenu dans | de"Hgdansle cordon ombilical, le sang etles | giminution de la capacité comportementale, uniquement, chez les gargons. Gao et al.,
. . h d jets testé
Zhoushan (Chine) les poissons cheveux des styets testes 2007

789 couples meére-

enfants du Seychelle

Exposition a Me
Hg contenu dans

les poissons

Evaluation de l'exposition par la mesure du
taux de I’Hg dans les cheveux des mamans

et des enfants inclus dans I'étude.

Chez les enfants a 1'dge de 9 et 17ans: une association négative, uniquement
chez les garcons, entre le taux de 1'exposition postnatale a Me Hg et les

résultats des examens du test de rendement régional (SACMEC).

Davidson et

al.,2010

923 enfants a l'age de

7 ans de l'ile de Faroe

Exposition a Me
Hg contenu dans

les poissons

Evaluation de 'exposition postnatale par la
mesure du taux du Me Hg dans le cordon
ombilical, le sang et les cheveux des sujets

testés

Association significative entre la teneur du sang en Me Hg et la perturbation

de la mémoire visuo-spatiale.

Faible association entre la teneur du sang en Me Hg et les performances

neuropsychologiques des sujets testés.

Grandjean et

al., 2014

286 enfants eskimos du
Quebec arctique (a

l'age scolaire)

Exposition a Me
Hg contenu dans

les poissons

Evaluation de I'exposition postnatale par la
mesure du taux du Me Hg dans le sang du

cordon ombilical et du sang veineux.

-Une association négative entre l'exposition prénatale au mercure et le QI

Aucune association n'a pu étre établie entre l'exposition postnatale au

mercure et le QL.

Jacobson et

al., 2015
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Annexe 4: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques de MeHg pour I'animal (1/2)

Modéle Exposition Principaux résultats Références

4,6 et 8 ppmde | JPN 63: Le test de I'open field: Diminution de I'activité locomotrice chez les souris traitées. Goulet et al.,
Souris Me Hg p.c/ jour | JPN70:Le test du T maze modifié: Altération de la mémoire de travail uniquement chez les souris femelle traitées aux doses 6 et 8 2003
(C57BL/6) duJG2aJPN 21 | ppm

-Le test de la nage forcée: Une prédisposition des souris a la dépression au jeune age et un a un age avancé.

Souris (ARE- 0,5 mg/kg | Souris a jeune Age et a Age avancé: tests du rotarod et intellicage: -Aucune différence significative dans l'activité motrice et la
hPAP Tg) . L . o o .

p.c/jour de Me | coordination motrice des souris traités par rapport aux souris témoins. Onishchenko
transgénique .

Hg duJG7aJPN | -Souris a jeune age: Une diminution de l'activité exploratrice, qui touche surtout les souris males traités par MeHg . etal., 2007
Rétrocoisé a

7 Le test de la piscine de Moriss: Aucun effet du traitement sur la mémoire de rétention sur les souris traitées.
C57BL/6/Bkl
Souris 1.4 pg/g p.c/jour | JPNS57 a JPN62: Le test du labyrinthe surélevé: Aucun effet n'a été observé sur le taux d'anxiété des souris testés. Liang et al.,
(C57BL/6) duJG 1auJG 18 [T7pN63 a JPNS2: Test du labyrinthe a bras radiaux: perturbation de la mémoire de travail et des capacités visuelles spatiales. 2009

8 mg/kg p.c de | Rats dgés de 2 mois: Test de I'aréne: Augmentation significative de 1'activité locomotrice spontané des rats traités.
Rats (Wistar) | Me HgaJG 7 Rats agés de 2 mois : T test de la nage forcée: Augmentation significative du temps d'immobilité chez les rats traités Maia et al.,

Rats agés de 2 mois: Test du labyrinthe surélevé: une augmentation significative du taux d'anxiété chez les rats traités.

2009

Rats Sprague-

Dawley r

0.25 mg/kg p.c/
jourdulJG1alG

21

Chez les souris femelles sacrifiée a JPN 28: la masse de cerveaux des souris traités a8 Me Hg est significativement supérieure a celle

des témoins

Chez les souris femelles sacrifiée a JPN 28: Augmentation significative du taux des éléments traces: zinc, cuivre, manganése et

sélénium et diminution significative du taux du fer dans le cerveau.

Zulfiah et al.,

2013
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Annexe 4: Récapitulatif de quelques effets neurotoxiques de MeHg pour I’animal (2/2)

Modéle Exposition Principaux résultats Références
Aucune différence significative dans le poids corporel des souris traités par rapport aux souris témoins.
A l'age de 9 semaines: Test du labyrinthe surélevé: une augmentation significative du taux d'anxiété uniquement chez les souris WT
Souris (TK+ | 0.59 mg/kg traités. Karpova et
et wild-type | p.c/jourduJG7 | Al'age de 9 semaines: Test de I'open field: Aucune différence, dans le nombre de locomotion des souris traités par rapport aux al., 2014
(WT)) au JPN 7 témoins.
A l'age de 9 semaines: La piscine de Morris: Une altération de la mémoire spatiale, uniquement, chez les souris WT traités.
A l'age de 9 semaines: Le test de la nage forcée: Une prédisposition a la dépression, uniquement, chez les souris WT traités.
4 et 12 pmol/kg | Diminution significative du poids corporel des rats traités par rapport aux rats témoins.
Rats (Wistar) | p.c pendant 4 Diminution significative des marqueurs enzymatiques du stress oxydant chez les rats traités 8 Me Hg
semaines Altération, dose dépendante, de I'ultra structure des neurones au niveau du cortex cérébral. Liu ot al., 2014
JPN 29 a JPN30: Le test du rotarod: aucun effet n'a été observé sur la coordination locomotrice.
JPN34 a JPN 36: Le test de la piscine de Morris: Aucune différence significative entre les rats témoins et les souris traités dans la
Rats 2 ppm de Me mémoire de rétention. Zhao et al.,
(Sprague- Hg du JG6 au JPN 3 a JPN21: Test du reflex de redressement: Aucune différence entre les rats témoins et les rats traités. 2014
Dawley ) JPN 21 JPN 37: Aucune différence entre les rats témoins et les rats traités dans les marqueurs enzymatiques du stress oxydant, au niveau du

cortex cérébral, I'hippocampe, et le cervelet.
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Annexe 5: Gamme étalon, établie pour le dosage de protéines totales, a base de sérum

d’albumine bovine (BSA)
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ABSTRACT

Many environmental contaminants are introduced via the diet and may act as neurotoxins
and endocrine disrupters, especially influencing growing organisms in early life. The
purpose of this study was to examine whether dietary exposure of dams to fish naturally
contaminated with xenobiotics, especially with polychlorinated biphenyls (PCBs) and heavy
metals (e.g. mercury and lead), resulted in cognitive function deficits in adult offspring mice.
Daily, four groups of dams (n = 10/group) ingested standard diet plus paste with/without
eels, during gestation and lactation, from gestational day (GD) six until post natal day (PND)
21 (weaning). Dams orally ingested a standardized amount of eel (0.8 mgkg™ d™
containing the six non-dioxin-like (NDL) PCBs (¥6 NDL-PCBs: 28, 52, 101, 138, 153, and 180)
at 0, 85, 216, and 400 ng kg™* d™". Results showed that early-life exposure to contaminated
eels did not (compared to non-exposed controls) impair immediate working memory in the
Y-maze in the offspring assessed at PND 38. Furthermore, it did not significantly impact
spatial learning and retention memory as measured in the Morris water maze in adult
offspring mice (PND 120-123). Our results suggest that perinatal exposure to contaminated
eels does not affect spatial cognitive performances, as assessed by the Y-maze and Morris
water maze at adult age. Adverse effects of xenobiotics reported earlier might be
camouflaged by beneficial eel constituents, such as n-3 fatty acids. However, additional
studies are needed to differentiate between potential positive and negative effects following
consumption of food items both rich in nutrients and contaminants.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Neurotoxins and endocrine disrupting compounds include
many industrial related compounds such as certain pesti-
cides, dioxins, furans, and polycyclic chlorinated biphenyls
(PCBs), inflicting changes on the nervous and the hormonal
system that may result in abnormal physiological functions,
including growth disturbance, immunological aspects, and
cognitive functions [1-3]. Especially when consumed during
early life-stages, those compounds may show stronger effects,
as the immature organism has less defense mechanism
available and the stage for physiological and psychological
traits is yet to be set [4-6]. For example, we have previously
shown that the consumption of eels by the parental genera-
tion can result in hyperactive traits associated with a
depressed activity in acetylcholinesterase in the hippocam-
pus in female offspring mice (unpublished results).

For the majority of these compounds, diet is the main
contributor of exposure [2,7]. One predominant example is the
intake via fish and water-living creatures, especially those
ranking high in the food chain and being rich in lipids, and fish
consumption has been linked to human PCB contamination via
the oral route [8-10]. European eel (Anguilla anguilla L.) is a
migratory fish with an extraordinary life cycle that begins and
ends in the Atlantic Ocean; however, the main part of the eel’s
life stages is spent in the freshwater habitats including rivers,
streams and lakes. European eels can live over 90 years but more
commonly 10 to 15 years [11], during which they consume a
variety of various smaller prey. Eels have a carnivorous regime as
they eat a variety of animal species such as insects, worms,
caterpillars and spiders, crustaceans such as shrimps as well as
frogs, fish eggs, fry and small fish [11]. Eels are fatty fish with fat
in their flesh unlike white fish that accumulate fat rather in their
livers, and are very low in fat [10]. In general, fatty fish are
composed of 5% to 20% fat while white fish contains 1% to 2% fat,
with estimated averages of long chain -3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) of 2 g and 0.3 g/100 g, respectively (total n-3 PUFAs
calculated as the sum of eicosapentaenoic acid [20:5n-3],
docosapentaenoic acid [22:5n-3] and docosahexaenoic acid
[DHA; 22:6n-3]) [10]. Thus, eels may accumulate more readily
xenobiotic contaminants, in particular lipophilic ones such as
PCBs, but also heavy metals, e.g. mercury (especially in its
organometallic form, dimethylmercury) in their muscles [10,12].
These contaminants accumulate in adipose tissue and are not
released until spawning; thus accumulating them during almost
all their life [11]. During its life cycle, European eel inhabits
diverse ranges of aquatic environments and thus this species
constitutes a good bio-indicator for assessing general ecosystem
health and environmental levels of pollutants [12-14].

In addition, eelis a highly appreciated item and thus might
pose a toxicological risk to consumers, especially for pregnant
or lactating women and young children. Due to the long-
standing human tradition of eel usage as food, this fish
represents a popular food item in many populations, e.g. in
many European, Asian and North America countries. Thus,
several eel dishes have been developed such as kabayaki,
smoked eel, eel pie, jellied eels, angulas, eel stew, eel curry
and matelote d’anguille [11]. Its high lipid content represents a
rich source of essential nutrients including linoleic and

linolenic acid, iodine, and vitamin D [15]. The increasing
demand for eels as a food source has resulted in the use of eel
aquaculture as an alternative source of maintaining a stable
supply of eels to the market. Thus, 90% to 95% of current eel
production is attributed to aquaculture of wild-caught juve-
niles, which is practiced in several countries including the UK,
France, the Scandinavian countries, Morocco, Australia,
China, Taiwan, and Japan [16,17].

To the best of our knowledge, this is the first animal study
that aimed to investigate the effect of early-life exposure to
naturally PCB and heavy metal polluted fish on cognitive
functions of offspring mice. We hypothesized that exposure to
chemically contaminated eels would impact the cognitive
function of offspring adult mice. To test our hypothesis, the
research objective was to use the Y-maze to assess immediate
working memory and the Morris water maze spatial naviga-
tion task to assess spatial learning and retention memory in
mice. The contamination level of eels was also assessed,
focusing on PCB and heavy metal contamination.

2. Methods and materials
2.1. Chemicals and standards

Unless otherwise stated, all chemicals were of analytical grade or
superior. High purity (>98%) **Cy, labelled analogues of the six non
dioxin-like NDL-PCB were supplied by Cambridge Isotope Labo-
ratories, Andover, MA, USA. Only solvents of dioxins analysis
purity grade (n-hexane: >95%; dichloromethane: >99.5%,; toluene:
>99.5%) were used. They were provided by Biosolve, The
Netherland. Nitric acid (trace analysis grade, minimum 67%)
was from LGC Standards, France, hydrogen peroxide (20-35 w/w)
from Fisher Scientific, Belgium. High purity (Milli-Q) water was
employed throughout and was produced in the laboratory by a
Millipore system, Brussels, Belgium.

2.2. Animals

Sexually mature male (n = 40) and female (n = 50) Swiss albino
mice (CD 1, Charles River, France), 9 weeks of age (30-40 g),
were employed in this trial. Mice (5 per gender) were housed in
a cage that was maintained under a reversed light/dark cycle
(light: 8 pPM-8 aMm) at 22°C + 2°C, and 55% =+ 10% relative
humidity. A commercial rodent diet that supplied all nutrients
for mice was provided (SDS Dietex, St Gratien, France), and
diet and tap were water provided ad libitum.

2.3. Preparation of the diets

Standard diet consisted of food pellets enriched or not with
naturally contaminated eels. Contaminated diet (paste with eels)
was prepared by mixing sea and river eels at various proportions:
NDL-PCBs85ng kg™ d' (seaeelsonly), 216 ng kg™ d™' (a mix
of sea and river eels), and 400 ng kg™! d™* (river eels only).
Constituents of the diets were mixed with a kitchen
household blender (Robot monofonction Seb Valentin 8553,
France), i.e. 10 g of powdered food pellets (SDS Dietex, St
Gratien, France) with 10 mL water, 0.5 mL sweep syrup, 1 mL
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Fig. 1 - Experimental design of the mice exposure study. The study consisted of (i) exposing pregnant and lactating dams to
naturally polluted eels rich in PCBs and (ii) assessing the cognitive function of their offspring at PNDs 38, 120, and 123. The
Morris water maze was performed 2 times in order to assess both spatial learning and its retention (retention memory). The
control offsprings corresponded to mice whose mothers were fed the standard diet as no PCB-free eels were found.

corn oil and 64 mg of lyophilized eel to obtain a homogenous
paste, in which the dose of the 6 indicator PCBs (28, 52, 101,
138, 153, and 180) was prepared for each experimental group.
On the following day, the paste was cut to smaller ones according
to the weight of pregnant and nursing females in order to deliver
NDL-PCBs 0, 85, 216, or 400 ng kg~* d. For control mice (n = 10),
the paste was prepared with the same ingredients cited above
but without eel, as no PCB-free eels were found.

The doses of this study were chosen primarily based on the
average daily intake in humans of the total NDL-PCBs,
estimated by European Food Safety Authority to be in the
range of 10 to 45 ng/kg body weight (b.w.) per day [2]. Secondly,
the interspecies uncertainty factor of 10 was also taken into
account to extrapolate results from animals to humans, as the
interspecies variation has been widely considered in risk
assessment procedures, assuming that humans may be 10-
fold more sensitive than animals [18,19]. Thus, mice exposure
to ¥6 NDL-PCBs at 85 and 216 ng kg™* d~* were assumed to
reflect human average daily intake of total NDL-PCBs,
corresponding to a human intake of 6 NDL-PCBs about 5 to
23 ng kg™* d~*. However, 400 ng kg™* d~* should reflect high
dietary PCB exposure. For example some specific subpopula-
tions (Baltic fishermen), have been reported to ingest from fish
up to 40 ng kg™* d™* of the %6 NDL-PCBs [2].

As for the contaminated eels, 5 river eels (la Meuse,
Belgium) were stunned and caught with a dip net in spring
2011, and 10reared eels were purchased from Zon-Aquafarming
(Helmond, The Netherlands). Biologists of the University of
Liege (ULg) identified them as Anguilla anguilla during autopsy.
Then, eels muscle was sampled, separated into 2 pools
according to their origin, freeze dried, mixed and kept at -20°C
until paste preparation. Additionally, a portion of each pool was
used to characterize their contamination level.

2.4. Study design

After an acclimatization period (14 days), mating was done
overnight (female mice to males 2:1) and were examined for
copulatory plugs the following morning. The mating session
was terminated with forty fecundated females (10 dams per

group). These females were then housed individually. Two
weeks post-fecundation nesting material was provided (cot-
ton nest square). Parturition day was considered as postnatal
day (PND) 1, and the gender and individual pup weight were
recorded. When possible, litters were reduced to ten pups
(composed equally of both sexes as recommended by the
Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) [20]) as to avoid the effect of litter size on pup
development [21,22]. Nurturing females were allocated to
>experimental groups by stratified randomization to result in
comparable mean body weights in each litter across all groups
on PND 1.

An overview of the experimental design of dam exposure is
given in Fig. 1. From GD 6 until PND 21 (weaning), 40 dams
daily ingested the standard diet plus paste with/without eels
at the 3 concentration levels. The appropriate pastes were
filed daily into the cage of each female during the exposure
period. Paste was completely eaten by each female and no
residual was found in the cage. After weaning (PND 21), mice
pups were housed with their same-sex littermates in groups
of 5/cage (OECD [20]). Male and female mice were confined
into two different rooms to exclude the effect of sexual
pheromones at adult age on behavior. To avoid introducing
variance, all behavioral tests were conducted between 10 am
and 1 pm. All results were recorded and evaluated by an
experienced human observer.

All animal experiments were in accordance with the
European Union (Directive 2010/63/EU), and were approved
by the institutional ethics committee of the University of
Lorraine (authorization number CELMEA-2013-0010). Eel fish-
ing was performed in agreement with the Ministry of the
Walloon region, Belgium (authorization number DNF/DCP/
CD705.1/Sortie 2007: 31416).

2.5. NDL-PCB analyses

Contamination level of each NDL-PCB was determined for the
two pools of eels by a fully validated method in an ISO 17025
accredited laboratory (Center of Analytical Research and
Technology, CART). The used methodology is based on the
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EN16215:2011 European standard and consists in: a fat
extraction by pressurized solvent extraction with the ASE
system (Thermo-Fisher, Palo-Alto, CA, USA), followed by a
multi-column liquid-solid chromatography purification
achieved on a PowerPrep automat system (FMS, Watertown,
CA, USA). The analysis was performed by gas chromatography
coupled with a sector high-resolution mass spectrometer (GC-
HRMS Autospec Premier Waters, Millford, MA, USA). The
quantitative aspect is raised by the isotope dilution involving
a '3C;, analog of each NDL-PCB.

2.6. Heavy metal analysis

2.6.1. Sample mineralization

Prior to inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-
MS) analysis, samples were submitted to total mineralization
using microwave digestion (Multiwave Pro microwave oven,
Anton Paar). About 250 mg of sample material was weighted
into a PFA reactor, then 7 mL of nitric acid and 3 mL of hydrogen
peroxide were added. The microwave power was increased to
1500 W in 10 minutes, then kept during 15 minutes. After
cooling, the samples were recovered in 25 mL of water, then
diluted 5 times with Millipore water before the ICP-MS analysis.

2.6.2. Inductively coupled plasma-mass

spectrometry analysis

The metals (namely Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo,
Cd, Pb, and Pt) were analysed in the digested samples by ICP-
MS on an Elan DRC-e (Perkin Elmer, MA, USA), equipped with a
micronebulizer associated with a cyclonic spray chamber. The
samples were quantified using internal calibration, based on
standard solutions prepared with a Multi-element ICP Stan-
dard Solution (30E) (Chemlab, Zedelgem, Belgium), and a
Platinum ICP Standard (LGC Standards, Molsheim, France).

2.6.3. Mercury analysis

Mercury was analysed on an SMS 100 (Perkin Elmer) direct
Mercury analyser, based on thermal desorption, gold amal-
gamation and atomic absorption. For the eel samples,
triplicates of about 20 to 30 mg were analysed. For matrices
containing lower amounts of Hg (feed excipients), about 400
mg were analysed to increase the sensitivity. The samples
were quantified with calibration solutions prepared with
Mercury Standard Solution (Plasma HIQU) (Chemlab).

2.7. Behaviorial tests

According to the OECD guidelines [20] for the testing of
chemicals, the weighing, and behavioral tests, were conducted
in one pup of each gender, selected at random from each litter
group i.e., 10/gender/group, resulting in a total of n = 20/group.

2.7.1. Y-maze for assessing working memory

Immediate working memory performance was assessed on
PND 38, by recording spontaneous alternation behaviorina Y-
maze [22]. The maze was of black painted wood, each arm 25
cm long, 14 cm high, 5 cm wide and positioned at equal angles.
Mice were placed at the end of one arm and allowed to move
freely through the maze during 3 min. The number of arm
entries was recorded. An arm entry was considered to be

completed when the four paws of the mouse were completely
placed in the arm. Alternation was defined as triplets of
explored arms and counted only if the mouse entered into the
three arms of maze (without revisiting the first arm at the
third visit). The percentage of spontaneous alternation was
calculated as the ratio of successful overlapping alternations
by the total possible triplets (defined as the total number of
arm entries minus 2) multiplied by 100 [22].

2.7.2.  The Morris water maze for spatial learning

and memory

The Morris water maze was performed on PND 120 and PND 123
to evaluate spatial learning and memory [23,24]. For this
purpose, an open circular pool (100 cm in diameter) was chosen,
filled ca. half of the height with water (23°C + 1°C). Four different
geometric shapes were glued in the surroundings of the pool,
marking each quadrant. The animal objective was to locate a
platform that was hidden 1 cm undemeath the water surface
(placed in a fixed position in the middle of one quadrant of the
pool). The platform was camouflaged by placing milk in the
water. Mice were given five consecutive trials per day (a single
training session [25]), each trial lasting 120 s, with a 30 sec inter-
trial interval. In this step, the animal had to learn to navigate a
direct path to the hidden platform, resulting in less time for
reaching it. On PND 120, the spatial learning task started by
gently placing the mouse into the water with its head towards
the pool wallin any of the three quadrants without the platform.
If an animal found the platform within 120 s, it was left to stay
on the platform for 30 s. If not, animals were gently guided to the
platform by the experimenter. To assess retention memory, 72 h
(ie. PND 123) post spatial learning task, the mouse had to
undergo another trial. The latency (time) to escape to the
platform was recorded for each animal.

2.8. Statistical analyses

As for the dependent variables including offspring body
weight and the acquisition phase in the Morris water maze
i.e., the latency escape, they were analyzed using three-way
ANOVA, considering perinatal exposure to chemically con-
taminated eels and gender as between-subject fixed-factors,
and trials as the repeated, within-subject factor. For the
retention memory, the latency escape was analyzed using
two-way ANOVA with exposure and gender as the main
factors. The same procedure was used to analyze the
spontaneous alternation in the three arms of the Y-maze.
All data were reported as the mean (+SEM). Significance was
set At P < .05 (2-sided). All statistical analyses were performed
using the Statview 4.5 statistical package (Abacus Concepts,
Inc). Assumptions of normality and equal variance were
assessed by normality plots and box plots, respectively.

3. Results
3.1. Body weight of offspring mice

No significant effect of the dams’ exposure to contaminated
eels on offspring growth was observed across all groups over
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Fig. 2 - Body weight of offspring male (A) and female (B) mice over the 130 days of the study, i.e., from the day of birth or
postnatal day 1 (PND 1) until PND 130. Offspring mice were exposed during the perinatal period to polluted eel, in which the
concentrations of the PCB indicators (6 NDL-PCBs) were 85, 216, and 400 ng/kg, compared to control offspring mice whose
mothers received the standard diet without fish (PCB-free diet, n = 10/sex/group). The data are reported as mean values.

the 130 days of the study: [exposure: F(3.633) = 0.05, P = .98;
exposure x gender: F(3.629) = 0.02, P = .99; exposure x age:
F (21.605) = 1.30, P = .16; exposure x age x gender: F(21.375) =
0.304, P = .99]. Nevertheless, offspring mice gained weight over
time, as shown by a significant effect of age [F(7.629) =
1782.326, P < .001]. In addition, postnatal evolution of the body
weight was gender-dependent [F(7.635) =2.52, P = .11] (Fig. 2).

3.2 PCB and metal analysis

As seen in Table 1, the concentration of the ¥6 PCB-NDLs is
below the maximum permissible level in eel muscle as defined
by the EU. River eels caught in la Meuse, Belgium were slightly
below the permissible level, and had five times higher PCB levels
than reared eels. Mercury, lead and cadmium levels in both river

and reared eels were below the maximum permissible levels in
fish. Arsenic was more concentrated in river eels than reared
eels. However, the risks associated from consuming a portion of
eels (70-140 g) should be low, as it was below the tolerable
weekly intake for an adult of 60-70 g (Table 2).

3.3. Y-maze

No significant effects were found for perinatal exposure to
contaminated eel exposure: (F(3.76) = 1.305, P = .27] nor for
gender [gender: F(1.78) = 0.441, P = .50] or their interaction
[exposure x gender: F(1.78) = 0.441, P = .50] on the percentage of
spontaneous alternation. This result suggests that early-life
exposure to chemically contaminated eels does not impair
immediate spatial working memory (Table 3).
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Table 1 - Non-dioxin like (NDL)-PCB concentrations in eels (reared vs. river eels), maximum permitted levels and tolerable

daily intakes

PCB NDL-PCB concentrations (ng/g) fresh weight Tolerable References
indicators - - daily intake
River eels Reared eels Maximum (ng/kg b.w. day)
(la Meuse, Belgium)  (Netherlands)  permissible
level in eel
muscle
6 PCB-NDL congeners PCB 28 8.9 6.6 ND ND
PCB 52 35.6 14.3 ND ND
PCB 101 31.8 9.6 ND ND
PCB 138 59.3 8.9 ND ND
PCB 153 78.6 10.6 ND ND
PCB 180 36.4 3.0 ND ND
%6 PCB-NDLs 250.5 52.9 300 10" [48,49]
Total PCBs 20 [49]

ND, no data available.

* Based on the estimation that %6 PCB-NDLs reflects almost half of the total PCBs [49].

3.4.  Morris water maze

Three-way ANOVA revealed a significant main effect for
perinatal exposure to contaminated eels during the acquisi-
tion phase [exposure: F(3.396) = 3.065, P =.02]. Neither a gender
effect [F(1.397) = 0.102, P = .75] nor trial effect [F(4.395) = 1.849,
P =.12] were found. No interaction between the 3 main factors
was found [exposure x trials: F(12.380) = 0.52, P = .89; exposure
x gender F(3.91) = 0.54, P = .65; [gender x trials: F(4.38) = 0.703,
P = .59]; exposure x gender x trials F(12.359) = 1.10, P = .35]. At
each trial, one-way analysis of variance revealed no signifi-
cant differences between groups (P > .05), indicating the
absence of exposure effect. As for retention memory, no
significant effects were found for perinatal exposure to
contaminated eels [exposure: F(3.76) = 0.340, P = .79] or gender
[gender: F(1.78) = 0.109, P = .74] or their interaction (on the

latency time to find the escape platform in the pool) [exposure
x gender: F(3.91) = 0.56, P = .63] (Table 3).

4. Discussion

In this study, selected aspects of learning and memory were
examined in offspring mice exposed at early life-stage to a
complex of dietary derived contaminants including PCBs and
heavy metals accumulated in eels during their life cycle.
Exposure to contaminated eels based on their concentration
of the £6 NDL-PCB (85-400 ng kg~* d~?) indicators were chosen
to mimic human diet PCBs i.e., average dietary intakes to high
exposure. Cognitive performance of offspring mice whose
mothers were exposed to chemically contaminated eels in the
Y-maze were not significantly different to those whose

Table 2 - Metal concentrations in eel muscle (reared vs. river eels), maximum permitted levels and tolerable weekly intakes

Metals Metal concentrations (ug/g) weight Tolerable References
. P P - . weekly intake

River eels Reared eels Maximum levels in the muscle (TWI: ug/kg b.w.)

(la Meuse, Belgium) (Netherlands)  meat of fish (wet weight basis)
Aluminium 7.076 6.899 ND 1000 [50]
Vanadium <0.588 <0.588 ND ND [51]
Chromium 0.594 <0.151 ND 637 [52]
Manganese 0.853 0.562 ND ND
Iron 10.94 8.351 ND 5600 [53]
Cobalt 0.015 0.028 ND ND
Nikel 0.140 0.066 ND ND
Copper 0.718 0.725 ND 3500 [53]
Zinc 38.28 49.24 ND 7000 [53]
Arsenic 3.019 <0.475 ND 15 [54]
Selenium 1.802 0.399 ND ND
Molybdenum 0.052 0.042 ND ND
Cadmium 0.024 <0.010 0.1 25" [48,55]
Lead 0.043 0.033 0.3 25 [48,53]
Platinum <0.012 <0.012 ND ND
Mercury 0.277 0.550 1 1.6 [48,53]

ND, no data available.
* Estimate based on the values expressed as TDL
# Weight given as ug/g dry weight; average water content 51.08%.
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Table 3 - Cognitive spatial performance of offspring mice in the Y-maze and the Morris water maze. Contaminated eel was

fed to mothers during pregnancy and lactation, from GD 6 until PND 21 (weaning), at the following concentrations (expressed

as the Y6 NDL-PCBs): 0; 85; 216, and 400 ng kg™* d™*

measured performances

Cognitive function: related Time of testing

>6 NDL-PCBs (ng kg™ d™)

0 85 216 400
Y-maze -Immediate working memory: Short-term memory 627+40% 627+33% 647+34% 71.02+24%
% spontaneous alternation testing (PND 38)
Morris water maze -Acquisition process Single training Trial 1 53.0+85(s) 525+11.6(s) 38.5+8.4(s) 34 +£7.6(s)
(spatial learning task): session (PND120) Trial2 45.6+89(s) 56.2+11.6(s) 36.3 +6.8(s) 47.8 £ 9.6 (s)
escape latency (s) Trial 3 51.8+86(s) 522+99(s) 30.5=x7.9(s) 51.2 £ 10.1 (s)
Trial4 343 +87(s) 486=x+11.1(s) 28.0x+325(s) 37.3+89(s)
Trial 5 38.1+82(s) 369+10.0(s) 250+74(s) 37.6+7.0(s)
-Consolidation process Retention memory 268 +54(s) 282+80(s) 23.8x4.3(s) 29.5 + 33.8 (s)

(post spatial learning task):
escape latency (s)

testing (PND 123)

Values represent means + SEM of 20 individuals per group.

mothers were not exposed (controls), suggesting that imme-
diate spatial memory was not affected at young-adult age
(PND 38). Furthermore, performances of perinatally exposed
offspring mice during the acquisition phase in the Morris
water maze were statistically not different from controls,
suggesting that spatial learning ability was not altered at adult
age (PND 120). In addition, on PND 123, retention of the
previously learned task was not impaired by early-life
exposure to contaminated eels.

Working memory involves storage and manipulation of
temporary information that implicates both the hippocampus
and prefrontal cortex [26,27]. The Y-maze is a spatial memory
test based on the natural tendency of rodents to exert
spontaneous alternation in the three arms of the maze with
about 60-70% of success [28]. Our results showed that
successful spontaneous alternation behavior of exposed
offspring mice was about 63% to 71%, which corresponds to
the usual working memory performance of untreated mice in
a Y-maze, a score also reached by control offspring (63%).
Spatial working memory task was performed at PND 38, an age
in rodent development that is considered as analogues to the
periadolescence period (ca. 11-13 years) in human. Thus, our
study suggests that immediate working memory was pre-
served in offspring mice despite an early-life exposure to
xenobiotics including PCBs and Hg.

Furthermore, in this study, the Morris water maze, a well-
known test to assess spatial learning and memory in rodents
[23-25], was employed. Acquisition of spatial information in
rodents consists of learning to escape from the pool by finding
the hidden platform during a session of trials. The time
required to reach the submerged platform (escape latency)is a
valid variable to assess spatial learning. Our results indicated
that early-life exposure to contaminated eels does not impair
the acquisition process in the Morris water-maze training
session. A memory test for the location of the escape platform,
maintained in the same position in the pool, was performed 3
days later. Retention testing during the spatial water-maze
task indicated that offspring mice (exposed vs. controls) had a
similar spatial long-term memory performance. This finding
indicated that early-life exposure to contaminated eels does
not affect memory consolidation process in offspring mice.
Therefore, our results from the Morris water maze suggest

that consuming contaminated eels by dams during pregnancy
and lactation does not result in cognitive deficits in their
offspring at adult age.

Although there is contradictory evidence on the relation
between maternal fish consumption and cognitive deficits in
offspring; several studies have shown negative effects upon
dietary consumption of persistent organic pollutants at
several stages of live. For example, in adult humans, ingestion
of Great Lake fish rich in PCBs was associated with lower
scores of memory and learning ability [29] compared to
controls (non-fish eaters). In animals, e.g. Rhesus monkey, it
has been demonstrated that in utero exposure to PCBs
(Aroclor 1016 or Aroclor 1248) caused cognitive deficits in the
offspring (assessed at age 4-6) [30]. PCB exposure showed to
reduce circulating T4 levels in 60 d old rats, and resulted in
modest memory defects [31]. However, the fact that no effects
were detected in the present study raises the possibility that
healthy components of eels, such as n-3 fatty acids, have
counterbalanced the adverse effects of xenobiotics. Indeed, it
has been recognized that these essential fatty acids could
overlay negative effects of pollutants such as dimethylmer-
cury neurotoxicity, underestimating toxicity [32]. It is impor-
tant to emphasize that eels during their life cycle may
accumulate an array of toxic compounds including PCBs,
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and polychlorinated di-
benzofurans (PCDD/Fs), organochlorine pesticides, perfluori-
nated compounds, brominated flame retardants, heavy
metals and many more [11-14,33-35]. For instance, in
freshwater and marine fish, NDL-PCBs levels and DL-PCBs +
total dioxins (PCDD/Fs) were found to be positively correlated.
This further raises the possibility that with a complex mixture
of xenobiotics, besides synergistic and additive effects,
antogonistic effects may also occur.

To date, balancing the risk of fish consumption constitutes
a complex task for public health agencies, particularly due to
differences in human sensitivity to toxins. It is assumed that
women of childbearing age, pregnant or nursing women, and
young children constitute sensitive populations for neurode-
velopmental risks from exposure to contaminants in fish. In
their report, the Scientific Advisory Committee on Nutrition
(SACN) published advices for fish consumption, with partic-
ular reference to fatty fish, based on nutritional and
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toxicological considerations. For the general and sensitive
individuals it has been recommended to eat fish at least twice
a week, of which one should be fatty, with a restriction
concerning pregnant and lactating women on certain fish e.g.,
marlin and swordfish due to methylmercury contamination
[10]. A methylmercury intake of 1.6 ug/kg b.w./week was used
as a guideline to protect against neurodevelopmental effects
in the fetus [10].

In our study, it was surprisingly found that reared eels
contained more Hg (550 ng/g dry weight [d.w.]), lead (0.05 ug/g
d.w.) and chromium (0.59 ug/g d.w.) than river eels (276 ng/g
d.w., 0.03 ug/g d.w. and <0.15 ug/g d.w., respectively). In
contrast, in river eels, arsenic (3 ug/g d.w.) and cadmium
(0.02 ug/g d.w.) were detected at higher concentration (vs. reared
eels: <0.47 and <0.01 ug/g d.w., respectively). Permissible levels
in the EU for fish for babies and infants are 0.5 ug/g mercury,
0.3 ug/g(lead) and 0.1 ug/g for Cd [36], thus levels of heavy metals
in eel cannot be considered high or even extreme. Nevertheless,
infant food formula has much more stringent recommenda-
tions with 10 fold lower maximum residue concentrations.
Differences in the concentration of these inorganic contami-
nants, which have both natural but mainly anthropic origins,
depend on the quality of aquatic mediums, in which the eels
have lived. However, selenium, a generally considered benefi-
cial nutrient in fish was found in our metal analysis at higher
concentrations in river eels (1.8 ug/g d.w.) than in reared eels
(0.4 ng/g d.w.). A more stringent recommendation with respect
to fish consumption was proposed by the National Food Agency
Finland, advising children and young people at fertile age not to
consume large herring and salmon more than once or twice a
month, owing to the high concentration of dioxins (PCDD/Fs)
detected in these fish caught in the Baltic Sea [12]; and Norway
has also recently issued a warning concerning farmed salmon.

From nutritional considerations, consuming fatty fish may
do have beneficial effects on fetal development. For the
human developing brain during growth, o-fatty acids includ-
ing DHA and arachidonic acid (AA, 20:4n-6) play an essential
role as they are integral components of neuronal mem-
branes [37,38]. Fatty fish is an important dietary source to
deliver DHA and AA (ca. 500 and 125 mg/100 g [15]) for
fetuses and newborns that depend on the maternal supply in
particular during the last trimester of pregnancy till the end
of the first year of life. For instance, during the brain’s
growth spurt (last trimester of pregnancy), 15-22 mg/week of
DHA enter the fetal brain; however, during the first year of
life approx. 76 mg/week is needed for brain growth [37]. In
adult human brain, lipids represent 50 to 60% of dry weight,
mainly (ca. 35%) in form of PUFAs, of which AA and DHA are
the principal ones [37].

It has been thought that the optimal efficiency of n-3 fatty
acid supplementation on cognitive performances including
spatial memory is reached when starting early in life;
however, it becomes less effective when starting at later
ages [39]. This response difference between the immature and
mature brain might be due to the temporal windows of
opportunity and vulnerability. Nevertheless, it has been
shown that fish ingredients such as PUFAs and selenium
were unable to counterbalance the deleterious effects of fish-
associated mercury on working memory in animals exposed
at young age (3 weeks old) [40]. Although high fish consump-

tion (1.2 portions/wk) by pregnant women was associated
with better infant cognition (assessed at 6 months of age) in a
prospective US pregnancy and child cohort study; higher
mercury levels were associated with lower cognition [41]. As a
result, women have been advised to continue eating fish
during pregnancy, choosing species with lower mercury
contamination such as small fatty fish including sardines,
and canned tuna [41]. Furthermore, no adverse effects of
perinatal exposure to MeHg from fish consumption on
cognitive development were found in cohort studies of
Seychellois children (assessed at 66 months [42] and at 9
years of age [43]); mothers reported consuming 12 fish meals
per week [43]. In contrast, prospective studies have associated
high fish consumption with high mercury exposure in both
Spanish preschoolers (4 years old) [44] and children (7 years
old) from the Faroe Islands [45] in whom cognitive perfor-
mance deficits were detected. Besides methylmercury, defi-
cits in cognitive function were also attributed to perinatal
exposure to lead and PCBs; which can alone or in mixture act
as neurotoxins. For instance lead, even at low doses, impairs
cognitive functions in childhood such as attention and
intellectual function [46]. In a cohort study, maternal con-
sumption of PCB-contaminated fish was associated with
poorer visual recognition memory in babies at 7 months
postpartum [47].

In general, chemically contaminated fish and seafood
involves exposure to multiple contaminants. In such a
scenario, it is hard to attribute adverse effects to one
contaminant or even a family of contaminants. It has been
postulated that the combined exposure to MeHg and PCBs
may have an interactive effect, but in vitro at higher
concentrations or longer durations, the two chemicals antag-
onized each other [3]. In a recent study, it has been shown that
prenatal exposure to PCBs, mercury, and lead resulted in
impaired cognitive development in Inuit infants from Arctic
Québec, assessed at 6.5 and 11 months. It has been postulated
that each type of contaminants may has its own “behavioral
signature”, with PCBs being associated with visual recognition
memory, MeHg with working memory and an early precursor
of executive function, and lead with processing speed [46].

In conclusion, we investigated with an accepted mouse
model of behavior the effects of consuming a diet rich in
contaminated eels on the following generation. This is an
important dietary approach relevant also to humans, were
adverse effects of dietary constituents or contaminants may
especially be observed in the early childhood, following
postnatal exposure. Our results could not demonstrate any
cognitive deficits at adult age in offspring mice of dams
consuming eels contaminated by PCB and heavy metals
during pregnancy and lactation. These results do not prove
that consuming environmentally contaminated eels does not
pose any risk for brain development. The absence of effects
might also be due to the fact that contaminant concentrations
were not in the range affecting cognitive function, as
contaminants could act on different nervous function with
different thresholds of sensitivity. In addition, adverse effects
on other brain functions which were not assessed in this
study may become detectable at later life stages, e.g. induced
hyperactivity (not at PND 47 but at PNDs 195, 305 and 329,
unpublished results). Extrapolation of these results from mice
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to humans should also be carried out prudently as species
differences with regard to sensitivity to contaminants, due to
differences in absorption, metabolism, and excretion do exist.
Further studies on the relationship between maternal fish
consumption and cognitive functions in offspring at various
stages of life are warranted to predict cognitive functions of
future generations.
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Abstract

This study examined whether perinatal exposure to polluted eels (Anguilla anguilla L.)
induces changes in locomotor activity of offspring mice across lifespan (post-natal day (PND)
47 to 329), using the open field and the home cage activity tests. Dams were exposed during
gestation and lactation, through diets enriched in eels naturally contaminated with pollutants
including PCBs. Analysis of the eel muscle focused on the six non-dioxin-like (NDL)
indicator PCBs (X6 NDL-PCBs: 28, 52, 101, 138, 153 and 180). Four groups of dams (n=10
per group) received either a standard diet without eels or eels (0.8 mg/kg/day) containing 85,
216, or 400 ng/kg/day of £6 NDL-PCBs. The open field test showed that early-life exposure
to polluted eels increased locomotion in female offspring of exposed dams but not in males,
compared to controls. This hyperlocomotion appeared later in life, at PNDs 195 and 329 (up
to 32% increase, p<0.05). In addition, overactivity was observed in the home cage test at PND
305: exposed offspring females showed a faster overall locomotion speed (3.6-4.2 cm/s) than
controls (2.9 cm/s, p<0.05); again, males remained unaffected. Covered distances in the home
cage test were only elevated significantly in offspring females exposed to highest PCB
concentrations (3411+£590 cm vs. 1377+114 cm, p<0.001). These results suggest that early-
life exposure to polluted eels containing dietary contaminants including PCBs caused late,
persistent and gender dependent neurobehavioral hyperactive effects in offspring mice.
Furthermore, female hyperactivity was associated with a significant inhibition of

acetylcholinesterase activity in the hippocampus and the prefrontal cortex.

Keywords: Eels; hyperactivity; acetylcholinesterase activity; PCBs; offspring mice; perinatal

exposure; late effects.
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1. Introduction

Several epidemiological studies have emphasized the preventive effect of regular fish
consumption, especially fatty fish and fish oils, against cardiovascular diseases (CVD) and
related mortality. This is thought to be mainly due to their long chain omega-3
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as docosahexaenoic acid (22:6n-3; DHA) and
eicosapentaenoic acid (20:5n-3; EPA), able to reduce plasma triacylglycerol levels, blood
pressure, platelet aggregation and inflammation [1, 4]. Fish consumption may further exert
beneficial effects on fetal development [4-7]. Two portions of fish per week (i.e. 2 times 140
g) have been recommended, of which one should be rich in fatty acids [4, 8], such as sardines,

salmon, mackerel, and trout.

Fish consumption has been recognized to reestablish a more balanced omega 6 to
omega 3 fatty acid ratio in humans, even for fetuses and neonates [9]. DHA is essential for the
human brain development; DHA is preferentially incorporated into the cell membranes of
neuronal cells and the retina, constituting the most abundant omega-3 fatty acid in the brain
and retina [10, 13]. The fetus and newborn infants are dependent on a maternal supply of
DHA, particularly during the last trimester of pregnancy (via placental transfer), characterized
by the brain’s growth spurt, and the first postnatal months (via breast-milk or infant formula)
[11, 14]. During the entire gestation period, a total of ca. 600 g of essential fatty acids

including DHA are transferred from the mother to the fetus [11].

In contrast to the health-promoting effects of the naturally occurring ingredients in
fatty fish, contaminants constitute a serious human health concern. This is especially true for
lipophilic and persistent compounds that accumulate in predatory fish species [4, 15, 16]
through the food chain, particularly in their fat tissues. Concentrations of persistent organic
pollutants (POPs) such as polychlorinated biphenyls (PCBs), dioxins and polycyclic aromatic

hydrocarbons (PAHs) in fish depend further on other factors, such as their migration patterns,
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fat content, age, the number of times they spawn, size, and feeding habits [4, 17]. Both
dioxin-like (DL) and non-dioxin-like (NDL) were observed in fish and fish products. Strong
correlations between NDL-PCBs levels and total dioxins + DL-PCBs were found in fish [18].
Eel (Anguilla anguilla L.) represents a good indicator species for assessing ecosystem
health, general environmental levels of pollutants, and PCBs in particular [19, 21]. Eel is a
useful bioindicator due to (i) its carnivorous diet (implying a high bioaccumulation for a wide
range of contaminants), (ii) its expanded migratory life style (eels begin their life-cycle in the
ocean and spend most of their lives in fresh water, returning to the ocean to spawn and die),
(ii1) its comparably large body size (60-80 cm to 1.5 m in some cases) and (iv) its weight
(reaching 3-4 kg, offering sufficient tissues for analyses), and (v) its lifespan (10-15 y on
average) [22, 23]. Many European studies have indicated that eels are the most PCB
contaminated fish [4, 24]. PCB pollution may be an important factor in the decline of
European eels, which are considered endangered [25]. The mean levels of the six non-dioxin-
like indicator (NDL) PCBs (28, 52, 101, 138, 153 and 180) in eel muscle has shown to reach
up to 2700 ng/g [26]. However, the maximum permitted level (MPL) of the sum of the six
indicator PCB congeners (26 NDL-PCBs) in muscle meat of wild caught eel and products is
300 ng/g wet weight [27]. The sum of these six NDL-PCBs are used as indicators to estimate
total PCBs (DL and NDL-PCBs) in food matrices as it is well accepted that the 6 NDL-PCBs
represent about 50% of total NDL-PCBs in food. In addition, X6 NDL-PCBs occurs in

concentrations close to five times higher than the sum of total DL-PCBs [18, 24].

Several developmental animal studies have investigated the neurobehavioral effects of
PCBs administered either as individual congeners or as commercial mixtures [28, 31].
However, studying the effect of PCBs naturally contained in the food matrix (e.g. fatty fish)
may be of great interest in order to assess the risk-benefit ratio following the consumption of

such human polluted items, as their beneficial ingredients (e.g. omega-3 PUFAs and
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selenium) might play a role in reducing or counterbalancing the adverse effects of these man-

made chemicals.

As many studies have shown that motor activity can be affected by early-life exposure
to chemicals, resulting in transient or even permanent abnormal later activity levels [28, 30,
32-35], the aim of this study was to examine whether gestational and lactational exposure to
eels naturally contaminated with PCBs would induce changes in the locomotor activity of
offspring mice, following potential effects across their lifespan. For this purpose behavioral
models of general activity, including the open field and the home cage activity test were used.
In addition, acetylcholinesterase activity was assessed in several brain regions; this enzyme
was proposed as a sensitive biological marker for contaminants including PCBs, even at low
levels [36]. To the best of our knowledge, this is the first animal study that aimed to
investigate the effect of early-life exposure to fish contaminated with PCBs, on rodent
offspring activity. The contamination level of eels was assessed, particularly on PCB
contamination; metal concentrations including mercury levels in the used eel matrices have

been previously determined [3.7].

2. Materials and Methods

2.1. Animals and Breeding

CDI1 mice, an outbred strain, were obtained from the breeder (Charles River,
France). Mice including females (n = 50) and males (n = 40), aged 9 weeks and weighing
30-40 g, were maintained on a standard 12-hr light/dark cycle (lights on starting at 8:00
p.m.), temperature controlled conditions (22 + 2°C), and a relative humidity of 55 £ 10%.
They were housed in groups of five per sex in standard cages with ad libitum access to

water and food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France). All animal procedures were
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carried out in accordance with the European Union (Directive 2010/63/EU), and were
approved by the institutional ethics committee of the University of Lorraine

(authorization number CELMEA-2013-0010).

Mice mating, involving one male with two females per cage, began after a 2-week
period of acclimatization. The day on which a vaginal plug was present, fecundated
females were housed individually. Once the number of forty pregnant females was
obtained (10 dams/group), the mating session was terminated. After a 2-week period of
gestation, small pieces of cotton were placed on the lid of each cage to be used for the
construction of the maternal nest. The day of parturition was considered to be postnatal
day (PND) 1. To prevent litter size bias [29, 35] the recommendations of the OECD [38§]

were applied in order to equalize pup number among litters (n=10 pups/litter, 5 pups/sex).

2.2. Perinatal exposure to eels containing PCBs:

2.2.1. Eel matrix

The eel fishing permit was obtained from the Ministry of the Walloon region,
Belgium, authorization number DNF/DCP/CD705.1 / Sortie 2007: 31416). Five river
yellow eels (la Meuse, Belgium) were stunned and caught with a dip net in spring 2011.
In addition, 10 sea reared yellow eels were purchased from Zon-Aquafarming (Helmond,
The Netherlands). Biologists of the University of Liége (ULg) identified both river and
sea reared eels as Anguilla anguilla L. within the autopsy process. Then, eel muscle was
sampled, separated in 2 pools according to their origin, freeze dried, mixed and kept at -
20°C until paste preparation. Additionally, a portion of each pool was used to determine
PCB concentration. Metal concentrations including mercury levels in the eel muscle has
been previously described by Dridi et al. [37] It is worth noting that eel matrices may

contain other unspecified chemicals, including lipophilic contaminants.
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2.2.2. Eel paste preparation

The contaminated food (paste consisting of eels and chow) was prepared by
mixing with a kitchen household blender (Robot monofonction Seb Valentin 8553,
France) 10 g of powder food pellets (SDS Dietex, St Gratien, France) with 10 ml water,
0.5 ml sweep syrup, 1 ml corn oil and 64 mg of lyophilized eel to obtain a homogenous
paste. On the following day, the paste was cut to smaller pieces according to the weight
of pregnant and nursing females in order to be delivered to mice at 0.8 mg/kg/day. For
control mice (n=10), the paste was prepared with the same ingredients cited above but

without adding eels, as no PCB-free eels were found.

2.2.3. PCB exposure and doses

Nurturing females were allocated to the 4 experimental groups by stratified
randomization; 40 dams ingested daily the standard diet plus paste with or without eels
from gestational day (GD) 6 until PND 21 (weaning). The appropriate pastes were filed
daily into the cage of each female during the exposure period. Paste was completely eaten
by each female and no residual was found in the cage. Thus, in addition to control mice
receiving the standard diet plus paste without eels, three groups of female mice (n=10 per
group) ingested eel muscle (0.8 mg/kg/day) containing the following doses of £6 NDL-
PCBs: 85 ng/kg/d (sea eels only), 216 ng/kg/d (a mix of sea and river eels) and 400

ng/kg/day (river eels only).

The doses of this study were chosen firstly based on the average daily dietary intake of total
NDL-PCBs in humans, which were estimated by EFSA to be in the range of 10-45 ng/kg
body weight (b.w.) per day [24]. Secondly, the interspecies uncertainty factor of 10 was also
taken into account to extrapolate results from animals to humans, as the interspecies variation

has been widely considered in risk assessment procedures, assuming that humans may be 10-
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fold more sensitive than animals [39, 40]. Thus, mice exposure to 85 ng/kg/day was assumed
to reflect low human exposure inferior to the tolerable daily intake (TDI) of £6 NDL-PCBs,
corresponding to 10 ng/kg/day. On the other hand, 400 ng/kg/day would reflect high dietary
PCB exposure. For example, some specific subpopulations such as Baltic fishermen have
been reported to ingest up to 40 ng/kg of the X6 NDL-PCBs [24].

On PND 21 (weaning), male and female offspring mice were separated into two
different rooms to exclude the effect of sexual pheromones at adult age on behavior. Thus, 5
same-sex littermates were housed in each cage [38]. Behavioral testing was carried out
between 10 a.m. and 1 p.m. Tests were conducted in one male and one female randomly
selected from each litter (10 litters/group). Thus, 10 pups/gender/group i.e., a total of
n=20/group were analyzed. All behavioral experiments were recorded. The home cage
activity was quantified using an Activmeter (Bioseb, Vitrolles, France); locomotion in the
open-field test was evaluated by an experienced researcher. The offspring body weight was
periodically measured from parturition (PND 1) until PND 330 (i.e. at PNDs: 1, 12, 20, 26,

40, 130, 200 and 330).

2.3. Biochemical analyses

For biochemical analysis, a total of 5 mice (offspring) per sex and group were
randomly selected from 10 litters/group, euthanized with halothane and decapitated on
PND 338. The skull was opened and the brain was placed on cold ice. After removal of
the meninges, the cerebellum, prefrontal cortex and hippocampus were collected and
weighed. Each tissue was homogenized with a potter in 9 volumes (1:10, w/v) of 20 mM
sodium phosphate buffer, pH 7.4 containing KCl (140 mM). Homogenates were
centrifuged at 400 x g for 30 min at 4 °C to discard nuclei and cell debris. The pellet was
discarded and the supernatant, a suspension of mixed and preserved organelles was

collected, aliquoted and stored at —80°C until analysis.
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2.4. NDL-PCB analyses

NDL-PCB contamination level of the 2 eel pools was determined by a fully
validated method based on the EN16215:2011 European standard in an ISO 17025
accredited laboratory (Center of Analytical Research and Technology, CART, Belgium)
Briefly, fat was extracted with a pressurrized solvent extraction system (Thermo-Fisher,
Palo-Alto, USA), followed by a subsequent purification by liquid chromatography carried
out with a PowerPrep automat (FMS, Watertown, MA), and finally analyzed by GC-
HRMS on an Autospec Premier (Waters, Millford, MA). Quantitation was achieved by
isotope dilution technique using a '*C» labelled analog for each NDL-PCB [37].

2.5. Behavioral tests — open field test and home cage activity test
According to the OECD guidelines for the testing of chemicals [38], weighing and
behavioral tests were conducted in one pup of each sex that was randomly selected from

each litter i.e., 10/gender/group, thus a total of n=20/group.

A circular open field was employed to assess the general locomotor activity of
mice on PNDs 47, 195 and 329. The apparatus floor was divided into 36 squares. Mice
were individually placed in the frontal part of the apparatus wall, and after 1 min of
habituation, the number of squares crossed by all four paws (horizontal activity) was
recorded for 5 min [29, 41].

Testing activity in the home cage (familiar environment) avoids the interaction
with novelty and any induction of the neophobic behavior [42]. This test was performed
at PND 305 to evaluate the spontaneous activity of the tested mice using an activmeter
(Activmeter; Bioseb, Vitrolles, France). Approximately 24h before testing, each animal
was placed in a transparent plastic cage (12 x 35 % 14 cm) in order to become accustomed
to the cage. The floor of the home cage was covered with sawdust and the animal was

given unlimited access to food and water. The locomotion was evaluated based on the



217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

vibrations of the cage, and infrared photocell detectors recorded rearing movements. The
covered distance (cm), the average speed (cm/s), total activity time (s), global movement,
including low-speed and high-speed activities, and rears were measured*® over a 15-min

period.

2.6. Acetylcholinesterase activity assay

Acetylcholinesterase activity was spectrophotometrically determined (DU 720
UV/Visible spectrophotometer, Beckman Coulter, Palo Alto, CA) in offspring mouse tissues
(prefrontal cortex, cerebellum and hippocampus) according to Ellman et al [44]. In brief, 0.85
ml of phosphate buffer (0.1 M; pH 7.5) was mixed with 0.05 ml of 8 mM 5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) and 0.05 ml of tissue extract. After 5 min at ambient temperature, the
reaction was started by the adding 0.05 ml of acetylthiocholine (8.25 mM) to the mixture.
Acetylcholinesterase activity was assessed at 412 nm (at 20°C) by kinetic measurement using
molar extinction coeficient (£) 13,6 mM™! cm™. The results were expressed as nanomoles
acetylthiocholine hydrolyzed per minute per milligram protein.
2.7. Statistical analyses

When quantitative results followed a Gaussian distribution, analysis of variance
(ANOVA) with perinatal exposure to chemically contaminated eels and gender as between-
subject fixed-factors, time as a repeated measures variable (within-subject factor) was used to
analyze the following dependent variables: body weight and behavioral measures. The
dependent variable acetylcholinesterase activity was also analyzed using three-way ANOVA
with exposure, gender and brain region as the main factors. The significant effects of the
exposure were further assessed using Fisher’s protected LSD test when the one-way ANOVA
results suggested significant differences. The results were reported as the mean (£SEM).
When data were not normally distributed, the effects of exposure were assessed using a

Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Mann—Whitney U individual test to compare
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the exposed groups to the control. The data were reported as the median (IQR). For all
statistical evaluations, the level of significance was set at p <0.05. All statistical analyses

were performed using Statview® 4.5 (Abacus Concepts, Inc., Piscataway, NJ, USA).

3. Results

3.1. Body weight

Throughout the 330-postnatal day study period (PNDs: 1, 12, 20, 26, 40, 130, 200 and
330), three-way ANOVA showed that there was no significant effect of chemically
contaminated eel fed to pregnant and lactating mice on the weight of their offspring:
[exposure: F(3.615) = 0.18, p = 0.9; exposure x gender: F(3.611) = 0.038, p = 0.99; exposure
x age: F(21.58) = 1.17, p = 0.26; exposure x age x gender: F(21.555) = 0.402, p = 0.99]. As
expected, offspring mice gained weight over time, as shown by a significant effect of age
[F(7.611) = 1108.63, p < 0.0001]. Postnatal evolution of the body weight was also gender-
dependent [F(7.611) = 7.29, p = 0.007], which reached, to some extent, a plateau starting on

PND 130 for both males and females (Figure 1).

3.2. Open field test

In contrast to age [F(2.216) = 7.65, p = 0.0013], exposure [F(3.215) = 0.83, p = 0.83]
and gender [F(1.217) = 0.59, p = 0.44] had no significant effect on this performance used as
an indicator for general activity. However, three-way ANOVA revealed that the effect of
perinatal exposure to eel contaminants on the general activity of F1 mice depended on age and
gender, as significant interactions between these main factors were found: [exposure X age:
F(6.207) = 2.132, p = 0.05; exposure x gender F(3.211) = 5.401, p = 0.0013]. To explore

these interactions, separate one-way ANOVA analyses were performed, and males and
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females were analyzed separately at each time of testing (PNDs 47, 195 and 329). On PND
47, no significant effect of perinatal exposure to contaminants on total ambulation was found
in males [F(3.36) = 1.568, p = 0.21] or in females [F(3.36) = 0.45, p = 0.71]. On PNDs 195
and 329, no effect of exposure during the gestational and breast feeding period to
contaminants was found in males [F(3.31) = 0.18, p = 0.90 and F(3.31) = 1.32, p = 0.28,
respectively]. However, there was an exposure effect in females [F(3.32) = 6.85, p = 0.001

and F(3.30) =3.40, p = 0.03, respectively].

Post-hoc comparisons revealed that the three studied groups of female mice whose
mothers ingested eels containing PCBs at different doses, exhibited significantly more
locomotion than controls (p<0.05). Indeed, at PND 195, perinatal exposure by females to 85,
218 and 400 ng/kg/day (£6 NDL-PCBs) induced hyperactivity compared to controls (p<0.05,
p<0.01, p<0.001, respectively). This effect was persistent at PND 329, as hyperactivity was
also detected in females exposed to 85, 216 and 400 ng/kg/day in comparison to controls

(»<0.01, p<0.05, p<0.05, respectively) (Figure 2).

3.3. Home cage activity test

Two-way ANOVA showed significant main effects of early-life exposure to dietary
contaminants in eels [F(3.66) = 4.5, p = 0.01], and of gender [F(1.68) =4.63, p = 0.03] on the
covered distance during the 15 min activity test in the home cage. A significant interaction
between these two factors was also found [exposure x gender: F(3.62) = 3.31, p = 0.02].
When each gender was examined separately, effect of exposure was found in females [F(3.30)
=15.96, p = 0.002] but not in males [F(3.31) = 0.24, p = 0.86]. Post-hoc tests showed that only
the distance covered by female mice whose mothers ingested eels containing 400 ng/kg/d (3.6

NDL-PCBs) were significantly higher than controls (p = 0.002) (Table 1).
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However, perinatal exposure to contaminants had neither significant effect on the
activity time [F(3.66) = 2.45, p = 0.07] nor on the number of rearings [F(3.66) = 0.63, p =
0.59] or global movement [F(3.66) = 1.76, p = 0.16]. No interaction between these
performances and gender were found. Concerning the speed score of the offspring mice in the
home cage, the Kruskal-Wallis test revealed a significant effect of exposure on this
performance (H = 8.25, p = 0.04). Post hoc Mann—Whitney U tests showed that, in the three
groups exposed to PCBs, the average speed significantly increased compared to controls: Y 6
NDL-PCBs at 85 (z = -2.08, p=0.03), 216 (z =-2.09, p = 0.034) and 400 ng/kg/day (z = -2.58,

p =0.009) (Table 1).

3.4. Acethylcholinesterase activity

In contrast to the hippocampus [F(3.36) = 5.77, p = 0.0027], three-way ANOVA
showed no main effects of early-life exposure to chemically contaminated eel on the
acetylcholinesterase activity in the prefrontal cortex [F(3.36) = 0.920, p= 0.44] and the
cerebellum [F(3.36) = 0.821, p = 0.49]. Nevertheless, it was revealed that the effect of
perinatal exposure to eel contaminants on the acetylcholinesterase activity depended on brain
area and gender, as interactions between these main factors were found: [exposure x brain
area: F(6.96) = 7.202, p <0.0001; exposure % gender F(3.96) = 5.887, p = 0.001]. To explore
these interactions, separate one-way ANOVA analyses were performed, and thus males and
females were analyzed separately, focusing on each brain region. In the prefrontal cortex, no
effect of exposure during the gestational and breast feeding period to contaminants was found
in males [F(3.16) = 0.373, p = 0.77]. However, there was an exposure effect on
acetylcholinesterase activity in females [F(3.16) = 6.559, p = 0.0042]. In the hippocampus, a
main effect of exposure was observed in offspring mice in both males and females [F(3.16) =
8.481, p = 0.013 and F(3.16) = 6.271, p = 0.0015, respectively]. In the cerebellum, no effect
of exposure was found in males [F(3.16) = 0.940, p = 0.44] and females [F(3.16) = 1.123, p =
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0.36]. Post-hoc comparisons revealed that acetylcholinesterase activity was significantly
inhibited in the prefrontal cortex of exposed offspring females at the lowest and the highest
doses during perinatal periods, in comparison to controls (85 ng/kg/day (p = 0.01) and 400
ng/kg/day (p = 0.0006)) (Table 2). In addition, Post-hoc comparisons revealed that
acetylcholinesterase activity was significantly inhibited only in the hippocampus of exposed
offspring females (85 ng/kg/day (p = 0.0043), 218 ng/kg/day (p = 0.0042) and 400 ng/kg/day

(» =0.0014) in comparison to controls (Table 2).

4. Discussion

The present results demonstrated that early-life exposure to dietary contaminants
including PCBs via eels ingested by dams during the gestation and lactation period produces
late (i.e. at PNDs 195, 305 and 329) and persistent hyperlocomotion in offspring females but
not males, according to two behavioral models of general activity i.e., the open field test and
the home cage activity test. Furthermore, locomotor hyperactivity in offspring female mice
was associated with an inhibition of acetylcholinesterase activity in the hippocampus and the

prefrontal cortex.

Throughout pregnancy, the fetus’ brain is highly vulnerable to toxic-chemical insults
including alcohol, drugs, dietary contaminants and pollutants. Besides this prenatal
vulnerability, the human brain presents also a postnatal sensitivity, in particular at the
lactational period, constituting a crucial phase for neurodevelopment including
neuromaturation [45, 46]. The developing brain is characterized by a not fully established
blood-brain barrier, as barrier development is a gradual process that starts in utero and is
achieved around 6 months after birth [46]. Therefore, some toxic agents that are normally

blocked by the blood-brain barrier can enter the developing brain freely, interfering with
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specific developmental processes [46]. If a developmental process in the brain is altered, there
is little potential for subsequent repair, and the consequences can therefore be permanent or

occur later in life [29, 45, 46, 47].

In rodent models, the period of ca. PND10-20 constitutes a specific time window
during which exposure to toxic agents (e.g., ethanol, manganese, methylmercury (MeHg)) as
well as physical agents (e.g., traumatic injury and chronic hypoxia) might provoke locomotor
hyperactivity [42]. Our findings highlighted the occurrence of hyperactivity in female
offspring mice later in life, which resulted from exposure in utero and early postnatal life
(until weaning) of immature brain to contaminants including PCBs. It is hypothesized that
when optimal brain development occurs, psychomotor hyperactivity in the body is moderated
by a control system that connects the olfactory bulb frontally and the enthorhinal cortex
caudally (enthorhinal-hippocampal—septal-prefrontal cortex—olfactory bulb axis); however
the interference with the development of this brain axis during a specific postnatal time

window results in overactivity [42].

Our results revealed that females whose mothers ingested eel at perinatal periods
showed inhibited acetylcholinesterase activity in the hippocampus and the prefrontal cortex in
comparison to control females at PND 338. Disturbed functioning of the hippocampus and the
prefrontal cortex, belonging to the neural circuit controlling activity, in exposed offspring
females might explain their persistent abnormal active behavior. It has also been noted that
alterations in the acetylcholinergic system are linked to hyper/hypoactivity [42]. Inhibition of
acetylcholinesterase by PCBs has been shown in previous studies [36, 48, 49] including the
hippocampus [48, 49], which might be a consequence of induction of cytochrome P450, a
source of free radicals [36, 49, 50]. Acetylcholinesterase is an integral part of the
acetylcholine system that is involved in many functions in the CNS, including the control of
locomotor activity, emotional behavior and cognitive function [51, 33]. However, it is thought
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that alterations of any neurotransmitter system including dopaminergic, GABAergic,
glutamatergic systems may result in increased locomotor activity [42]. In addition to consider
lesions or alterations affecting brain regions and neurotransmitter systems as serious factors in
the etiology of hyperactivity, hyperlocomotion can also result from other conditions including
gene lesions, hormonal alterations (sexual hormones and thyroid hormones), mutation of
many growth factors and their receptors [42]. In this study, only exposed offspring females
exhibited hyperactive behavior while exposed offspring males displayed a normal ratio of
exploratory activity in the two employed behavioral mouse models. Yet, researchers have
ignored how early chemical insult interacts with sex and gonadal hormones to produce sex-
dependent effects. It is postulated that early insult alters gonadal hormone expression or
function [45, 54, 55], or alternatively, hormones do alter the nature of the insult [45, 56].

The adverse effects of PCB exposure, including early life, on activity are well
established. For example, it has been found that exposure to either Aroclor 1248 or PCB-
contaminated St. Lawrence river fish around puberty produced hyperactivity and
impulsiveness in adult male rats [57]. In the present study, hyperactivity was detected at late
stages, but only in offspring female mice. Thus, an alteration of sexual hormones cannot be
excluded. For instance, it has been reported that early-life exposure to PCBs and dioxins is
associated with gonadal hormone levels in both genders, including reduced cord serum
testosterone and estradiol levels in females and males, respectively [58]. Unlike the home
cage test, representing a non-constraining situation as the environment is familiar; the open
field test involves constraining situations due to the forced exploration in the paradigm. In this
study, mouse exploration into the open field was done at distinct postnatal periods (PNDs 47,
195 and 329). Repeated testing in the open field may provoke habituation to the test, which in
turn, may diminish the effect of the novelty on the activity. Hyperactivity in offspring female

mice was observed at PNDs 195 and 329, suggesting that the eel contaminants significantly
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increased their walking speed in the open field. Speed activity in the home cage was
significantly faster in offspring female mice than controls, suggesting that early-life exposure
to eel contaminants induces overactivity in females. The covered distance in the home cage
was significantly influenced only in the offspring mice exposed to the highest concentration

of PCB:s.

In addition to PCBs, eel muscle contains other contaminants including MeHg.
Remarkably, sea reared eels contained more Hg (550 ng/g dry weight) than river eels
(276 ng/g dry weight) [37]. Combined exposure to MeHg and PCBs at early life may
result in motor dysfunctions, following interactive effects, in particular on the cerebellum
[59]. However, in vitro studies showed that at higher concentrations or longer durations,
the two chemicals antagonized each other [59]. Epidemiological studies of developmental
PCB and MeHg exposure have mainly focused on cognitive outcomes with some
indications on motor impairments [59]. However, several epidemiological studies have
demonstrated the negative effect of developmental exposure to PCBs on activity. The
offspring of Japanese and Taiwanese pregnant women ingesting rice oil contaminated
with PCBs suffered from hypoactivity [60] and hyperactivity [61], respectively. A
prospective epidemiological investigation involving children whose mothers resided near
a PCB-contaminated harbor in New Bedford (MA) has demonstrated a link between
perinatal exposure to organochlorines, and particularly PCBs (including 118, 138, 153
and 180), with inattentive and impulsive behaviors.®? In this cohort study, only boys were
affected. In line with this result, several studies have pointed out that early-life exposure
to PCBs constitutes a risk factor for attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD) [62,

63] and poorer response inhibition in children.®*

In keeping with human data, developmental studies on animal models have also
emphasized that early-life exposure to PCBs can result in hyperactive and hypoactive
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behavioral phenotypes; these behavioral abnormalities, which were sometimes gender
specific, remain among the most observed effects of PCBs [32-34, 65, 66]. Supplementary
table 1 summarizes some data obtained from early-life exposure to PCBs on activity in animal
models [28, 30,32-35, 65-67]; the discrepancy between results is attributed to differences in
the time of exposures, the type of mixtures or individual compounds employed, dosage used,
etc. For instance, xenobiotics in mixtures, contrary to individual conditions, function
additively, synergistically or even antagonistically, resulting in specific responses that vary
based on the complexity of the mixtures. The toxicity of NDL-PCBs also depends on
differences in their metabolism, absorption and excretion, as less chlorinated congeners such
as PCB 52 and 101 are more easily metabolized and excreted than the more persistent ones
(PCB 138, 153 and 180) [68]. Dioxins and DL-PCBs share the same mechanism of toxicity,
mediated through the aryl hydrocarbon (Ah) receptor. In contrast, NDL-PCBs elicit their
effects via multiple toxicity pathways, inducing oxidative stress, suppressing cellular
communication and inhibiting apoptosis, without involving Ah receptors [18, 24]. Therefore,
PCBs elicit an array of toxicological effects, e.g. carcinogenicity as well as effects on liver,
thyroid, immune function and reproduction. PCBs, comprising 209 congeners, are also
neurotoxins and endocrine disrupters eliciting neurological, neuroendocrine, and endocrine
effects [18, 24]. Thus, behavioral toxicity resulting from PCB effects on the nervous and the

hormonal system might have gender-specific consequences.

This study has stressed that chemically contaminated eel fed to pregnant and lactating
mouse dams causes hyperactivity in their female offspring. We cannot affirm that the
hyperactive phenotype exhibited by females at progressive stages is completely attributed to
PCBs, as other toxic contaminants can also exist in eels, including heavy metals, other POPs
such as dioxins, PAHs, polybrominated diphenyl ethers (PBDEs) and organochlorine

pesticides. However, PCBs are plausible hazardous compounds to induce locomotor activity,
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given the effects seen in earlier studies (see Supplementary table 1). Even though this study
assesses the risk-benefit ratio of polluted eel (as fatty fish composition includes “healthy and
nutritious” components, such as omega-3 fatty acids and selenium, and “bad” components
such as POPs or methylmercury, principally of anthropic origin), we suggest that the gender-
specific hyperactivity encountered later in life in mice does have the “behavioral signature” of

PCBs.

When taking into account the safety factor of 10, which considers uncertainty in
extrapolating animal research to human, the doses used in this study reflect realistic human
exposure to PCBs. The interspecies uncertainly factor that is widely adopted in the goal of
protecting human health, extrapolating results from animals, assumes that humans may be 10-
fold more sensitive than animal models [39]. However, it has been debated that mammalian
phylogenetic distance between human and most animal models used including rodents
represents orders with class differences, and thus a 65 to 87 fold-uncertainly factor rather than
the 10-fold factor may be applicable, which is more appropriate when the comparisons

represents species-within-genus [39].

In conclusion, our results suggest a late hyperactive gender-effect of earlier exposure
to contaminated eels. The nutrients ingested via the eels, such us omega-3 fatty acids, did not
fully protect against the detrimental effects of contaminants including PCBs. Despite advices
given by the public health agencies to reduce eel consumption by estimating a portion as only
70 g for a 60 kg adult (unlike other fatty fishes, for which a portion has been estimated to be
140 g)*, we think that women of childbearing age, pregnant or nursing women, and young
children should avoid eel consumption, as they are considered sensitive populations for

neurodevelopmental risks.

19



461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

Conflict of interest

The authors declare that there is no conflict of interest.

Acknowledgments

This work was supported by the Agence Nationale de la Recherche (ANR-11-CESA-
000). River eels used in this study were fished for a scientific study sponsored by the Service
Public de Wallonie, DGO “Agriculture, Ressources Naturelles et Environnement, n°
10/65/593”. The authors thank Prof. P. Poncin for river eel fishing, Frédéric Desor for his
technical assistance, and Dr. Julie Peiffer and Dr. Nelly Jacquet for their help during the
development of the home cage activity test. The authors also thank Prof. J-P. Thomé, Prof. G.
Eppe and Dr. G. Scholl from the CART of the ULg for their assistance over the analytical

behavior.

20



482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

References

1. Albert, C. M., Hennekens, C. H., O’Donnell, C. J., Ajani, V. J. Carey, U. A., Willett, W.
C., Ruskin, J. N. and Manson, J. E. (1998) Fish consumption and risk of sudden cardiac

death. J. A. M. A. 279, 23-28.

2. Burr, M. L., Fehily, A. M., Gilbert, J. F., Rogers, S., Holliday, R. M., Sweetnam, P. M.,
Elwood, P. C. and Deadman, N. M. (1989) Effects of changes in fat, fish, and fibre intakes on

death and myocardial rein farction: diet and rein farctiontrial (DART). Lancet. 2,757-761.

3. Daviglus, M. L., Stamler, J., Orencia, A. J., Dyer, A. R., Liu, K., Greenland, P., Walsh, M.
K., Morris, D. R. and Shekelle, B. (1997) Fish consumption and the 30-year risk of fatal
myocardial infarction. New Engl. J. Med. 336, 1046-1053.

4. Scientific advisory committee on nutrition (2004) Advice on fish consumption: benefits and
risks. London.

5. Jorgensen, M. H., Hernell, O., Hughes, E. and Michaelsen, K. F. (2001) Is there a relation
between docosahexaenoic acid concentration in mothers’ milk and visual development in term
infants. J. Pediatr. Gastro. Enterol. Nutr. 32, 293-296.

6. O’Connor, D. L., Hall, R., Adamkin, D., Auestad, N., Castillo, M., Connor, W. E., Connor,
S. L., Fitzgerald, K., Groh-Wargo, S., Hartmann, E.E., Jacobs, J., Janowsky, J., Lucas, A.,
Margeson, D., Mena, P., Neuringer, M, Nesin, M., Singer, L., Stephenson, T., Szabo, J. and
Zemon, V. (2001) Growth and development in preterm infants fed long-chain polyunsaturated
fatty acids: a prospective, randomized controlled trial. Pediatrics. 108, 359-371.

7. Olsen, S. F. and Secher, N. J.(2002) Low consumption of seafood in early pregnancy as a
risk factor for preterm delivery: prospective cohort study. B. M. J. 324, 447-450.

8. Lichtenstein, A. H., Appel, L. J., Brands, M., Carnethon, M., Daniels, S., Franch, H. A.,

Franklin, B., Kris-Etherton, P., Harris, W. S., Howard, B., Karanja, N., Lefevre, M., Rudel,

21



506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

L., Sacks, F., Van Horn, L., Winston, M. and Wylie-Rosett, J. (2006) Diet and life style
recommendations revision: A scientific statement from the American Heart Association
Nutrition Committee Circulation;114, 82-96.

9. Weaver, K. L., Ivester, P., Chilton, J. A., Wilson, M. D., Pandey, P., Chilton, F. D. (2008)
The content of favorable and unfavorable polyunsaturated fatty acids found in commonly
eaten fish. J. Am. Diet. Assoc. 108, 1178-1185.

10. Crawford, M. A. (1993) The role of essential fatty acids in neural development:
implications for perinatal nutrition. Am. J. Clin. Nutr. 57, 703S-710S.

11. Dangour, A. D. and Uauy, R. (2008) n—3 long-chain polyunsaturated fatty acids for
optimal function during brain development and ageing. Asia Pac. J. Clin. Nutr. 17, 185-188.
12. Lauritzen, L., Hansen, H. S., Jorgensen, M. H., Michaelsen, K. F. (2001) The essentiality
of long chain n-3 fatty acids in relation to development and function of the brain and retina.
Prog. Lipid. Res. 40, 1-94.

13. Wainwright, P. E. (2002) Dietary essential fatty acids and brain function: a developmental
perspective on mechanisms. Proc. Nutr. Soc. 61, 61-69.

14. Ryan, A. S., Astwood, J. D., Gautier, S., Kuratko, C. N., Nelson, E. B. and Salem, N. J.
(2010) Effects of long-chain polyunsaturated fatty acid supplementation on neurodevelopment
in childhood: a review of human studies. Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty. Acids. 82,
305-314.

15. European Food Safety Authority (EFSA) (2012) Update of the monitoring of levels of
dioxins and PCBs in food and feed. EFSA J., 10, 28-32.

16. FAO/WHO, Report of the Joint FAO/WHO (2011). Expert Consultation on the Risks and
Benefits of Fish Consumption Rome, Food and Agriculture Organization of the United

Nations; Geneva, World Health Organization, 1-50.

22



530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

17. Takaomi A. (2013) Bioaccumulation of organochlorines in relation to the life history in
the white-spotted charrSalvelinusleucomaenis. Mar. Pollut. Bull. 67, 166—-176.

18. EFSA, European Food Safety Authority Scientific report of EFSA. (2010). Results of the
monitoring of non dioxin-like PCBs in food and feed. EFSA J. 8§, 1-38.

19. Belpair, C. and Goemans, G. (2007) The European eel Anguilla anguilla, a reporter of the
chemical status for the water farme work directive. Life Environ. 57, 235-252.

20. Oliveria Ribeiro, C. A., Vollaire, Y., Coulet, E. and Roche, H.(2008) Bioaccumulation of
polychlorinated biphenyl in the eel (Anguilla anguila) at the Camargue Nature Reserve-
France. Environ. Pollut. 153, 424-431.

21. Szlinder-Richer, J., Usydus, Z. and Pelcazarski, W. (2010) Organochlorine polluants eel
(Aguilla anguilla L.) from Poland. Chemosphere. 80, 93—99.

22. Bertin, L. (1951) Les anguilles. Variation, croissance, euryhalinité, toxicité,
hermaphrodisme juvénile et sexualité, migrations, métamorphoses. Paris Payot.

23. Pyjolar, J. M., Bevacqua, D., Andrello, M., Cpoccioni, F., Ciccotti, E., De Leo, G. A. and
Zane, L. (2011) Genetic patchiness in European eel adults evidenced by molecular genetics
and populations dynamics modelling. Mol. Phylogenet. Evol. 58, 198-206.

24. EFSA, European Food Safety Authority (2005) Opinion of the scientific panel on
contaminants in the food chain on a request from the commission related to the presence of
non dioxine-like polychlorinated biphenyles (PCB) in feed and Food. EFSA J. 1-137.

25. Van Ginnekena, V., Palstra, A., Leonards, P., Nieveen, M., Van Den Berg, H., Flik, G.,
Spanings, T., Niemantsverdriet, P., Van den Thillart, G. and Murk, A. (2009) Aquat. Toxicol.,
92, 213-220.

26. ANSES - Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et

du travail (2006). ANSES J, 1-160.

23



554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

27. EU, Commission Regulation (EU) No. 1259/2011 of 2 December amending Regulation
(EC) No 1881/2006 as Regards maximum levels of dioxins-like PCBs and non-dioxin-like
PCBs in foodstuffs. European Commission, Brussels, Belgium. 2011

28. Boix, J., Cauli, O., Leslie, H. and Felipo, V. (2011) Differential long-term effects of
developmental exposure to polychlorinated biphenyls 52, 138 or 180 on motor activity and
neurotransmission. Gender dependence and mechanisms involved. Neurochem. Int. 58, 69—
77.

29. Bouayed, J., Desor, F., Rammal, H., Kiemer, A. K., Tybl, E., Schroeder, H., Rychen, G.
and Soulimani, R. (2009) Effects of lactational exposure to benzo[a]pyrene (B[a]P) on
postnatal neurodevelopment, neuronal receptor gene expression and behaviour in mice.
Toxicology. 259, 97-106.

30. Cauli, O., Piedrafita, B., Lansola, M. and Felipo, V. Gender differential effects of
developmental exposure to methyl-mercury, polychlorinated biphenyls 126 or 153, or its
combinations on motor activity and coordination. Toxicology, 2012, 311, 61-68.

31. Holene, E., Nafstad, I., Skaare, J. U. and Sagvolden, T. (1998) Behavioural hyperactivity
in rats following postnatal exposure to sub-toxic doses of polychlorinated biphenyl congeners
153 and 126. Behav. Brain Res. 94, 213-224.

32. Lesmana, R., Shimokawa, N., Takatsuru, Y., Iwasaki, T. and Koibuchi, N. (2014)
Lactational exposure to hydroxylated polychlorinated biphenyl (OH-PCB 106) causes
hyperactivity in male rat pups by aberrant increase in dopamine and its receptor. Environ.
Toxicol. 29, 876-883.

33. Kuriyama, S. N. and Chahoud, I. (1994) In utero exposure to low-dose 2,3,4,4,5-
pentachlorobiphenyl (PCB 118) impairs male fertility and alters neurobehavior in rat

offspring. Toxicology. 202, 185-197.

24



578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

589

590

591

592

593

594

595

596

597

598

599

600

34. Eriksson, P. and Fredriksson, A. (1996) Developmental neurotoxicity of four ortho-
substituted polychlorinated biphenyls in the neonatal mouse. Environ. Toxicol. Pharmacol. L.
155-165.

35. Elnar, A. A., Diesel, B., Desor, F., Feidt, C., Bouayed, J., Kiemer, A. K. and Soulimani,
R. (2012) Neurodevelopmental and behavioral toxicity of lactational exposure to the sum of
six indicator non-dioxin-like-polychlorinated biphenyls (36 NDL-PCBs) in offspring mice.
Toxicology. 299, 44-54.

36. Payne, J. F., Mathieu, A., Melvin, W. and Fancey, L. L. (1996) Acetylcholinesterase, an
old biomarker with a new future? Field trials in association with two urban rivers and a paper
mill in New found land. Marine Pollution Bulletin, 32, 225-231.

37. Dridi, 1., Leroy, D., Guignard, C., Scholl, G., Bohn, T., Landoulsi, A., Thomé, J-P., Eppe,
G., Soulimani, R. and Bouayed, J. (2014) Dietary early-life exposure to contaminated eels
does not impair spatial cognitive performances in adult offspring mice as assessed in the Y-
maze and the Morris water maze. J. Nutr. Res. 12, 1075-1084.

38. OECD-Organization for Economic Co-operation and Development (2007). OECD
guideline for the testing of chemicals. Developmental Neurotoxicity Study.

39. Calabrese, E. J and Baldwin, L. A. (1994) A toxicological basis to derive a generic
interspecies uncertainty factor. Environ. Health Persp. 102, 14-17.

40. Tilson H.A., Jacobson, J.L. and Rogan, W.J. (1990) Polychlorinated biphenyls and the
developing nervous system cross-species comparisons. Neurotoxicol. Teratol. 12, 239-248.
41. Bouayed, J., Bohn, T., Tybl, E., Kiemer, A. K. and Soulimani, R. (2012) Benzo[a]pyrene-
induced anti-depressive-like behaviour in adult female mice: Role of monoaminergic systems.

Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 110, 544-550.

25



601

602

603

604

605

606

607

608

609

610

611

612

613

614

615

616

617

618

619

620

621

622

623

624

625

42. Viggiano D. (2008) The hyperactive syndrome: Metanalysis of genetic alterations,
pharmacological treatments and brain lesions which increase locomotor activity. Behav. Brain
Res. 194, 1-14.

43. Sluka, K. A., Rasmussen, L. A., Edgar, M. M., O’Donnell, J. M., Walder, R. Y., Kolker,
S. J., Boyle, D. L. and Firestein, G. S. (2013) Acid-sensing ion channel 3 deficiency increases
inflammation but decreases pain behavior in murine arthritis. Arthritis Rheum.65, 1194-1202.
44. Ellman, G. L., Courney, K. D., Andres, V. and Featherstone, R. M. (1961) A new and
rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem. Pharm. 7, 88-95.
45. Andersen, S. L. (2003) Trajectories of brain development: point of vulnerability or
window of opportunity. Neurosci Biobehav Rev, 27, 3—18.

46. Rodier, P. M. (1991) Developing brain as a target of toxicity. Environ. Health Perspect.
103, 73-76.

47. Landrigan, P. J., Sonawane, B., Butler, R. N., Trasande, L., Callan, R. and Droller, D.
(2005) Early environmental origins of neurodegenerative disease in later life. Environ. Health
Perspect. 113, 1230-1233.

48. Selvakumar, K., Bavithra, S., Krishnamoorthy, G., Venkataraman, P. and Arunakaran, J.
(2012) Polychlorinated biphenyls-induced oxidative stress on rat hippocampus: A
neuroprotective role of quercetin. The Scientific World Journal, doi:10.1100/2012/980314.

49. Venkataraman, P., Krishnamoorthy, G., Vengatesh, G., Srinivasan, N., Aruldhas, M. N.
and Arunakaran, J., (2008) Protective role of melatonin on PCB (Aroclor 1254) induced
oxidative stress and changes in acetylcholine esterase and membrane bound ATPases in
cerebellum, cerebral cortex and hippocampus of adult rat brain. Int. J. Devl. Neuroscience. 26,
585-591.

50. Parkinson, A., Safe, S. H., Robertson, L. W., Thomas, P. E., Ryan, D. E., Reik, L. M. and

Levin, W. (1983) Immunochemical quantitation of cytochrome P-450 isozymes and epoxide

26



626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

649

hydrolase in liver microsomes from polychlorinated or polybrominated biphenyltreated rats.
A study of structure—activity relationships. J. Biol. Chem. 258, 5967-5976.

51. Everitt, B. J. and Robbins, T. W. (1997) Central cholinergic systems and cognition. Annu.
Rev. Psychol. 48, 649-684.

52. Taly, A., Corringer, P-J., Guedin, D., Lestage, P. and Changeux, J-P. (2009) Nicotinic
receptors: allosteric transitions and therapeutic targets in the nervous system. Nat. Rev. Drug
Discov. 8, 733-750.

53. Wess, J., Eglen, R. M. and Gautam, D. (2007) Muscarinic acetylcholine receptors: mutant
mice provide new insights for drug development. Nat. Rev. Drug Discov. 6, 721-733.

54. Edwards, H. E., MacLusky, N. J. and Burnham, W. M. (2000) The effect of seizures and
kindling on reproductive hormones in the rat. Neurosci. Biobehav. Rev. 24, 753-762.

55. McGivern, R. F., Handa, R. J. (1996) Prenatal exposure to drugs of abuse: methodological
considerations and effects on sexual differentiation. NIDA Res. Monogr. 164, 78—124.

56. Allen, N. B., Lewinsohn, P. M. and Seeley, J. R. (1998) Prenatal and perinatal influences
on risk for psychopathology in childhood. Dev. Psycho. Pathol. 10, 513-529.

57. Berger, D.F., Lombardo, J. P., Jeffers, P. M., Hunt, A. E., Bush, B., Casey, A. and
Quimby, F. (2001) Hyperactivity and impulsiveness in rats fed diets supplemented with either
Aroclor 1248 or PCB-contaminated St. Lawrence river fish. Behav. Brain Res. 126, 1-11.

58. Cao, Y., Winneke, G., Wilhelm, M., Wittsiepe, J., Lemm, F., Furst, P., Ranft, U., Imohl,
M., Kraft, M., Oesch-Bartlomowicz, B. and Kramer, U. (2008) Environmental exposure to
dioxins and polychlorinated biphenyls reduce levels of gonadal hormones in newborns: results
from the Duisburg cohort study. Int. J. Hyg. Environ. Health, 11, 30-39.

59. Roegge, C. S. and Schantz, S. L. (2006) Motor function following developmental

exposure to PCBs and/or MEHG. Neurotoxicol and Teratol. 28, 260-277.

27



650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

60. Harada, M. (1976) Intrauterine poisoning: clinical and epidemiological studies and
significance of the problem. Bull. Inst. Constitutional Med. (Suppl), 25, 1-60.

61. Chen, Y. C., Yu, M. L., Rogan, W. J., Gladen, B. C. and Hsu, C. C. (1994) A 6-
yearfollow-up of behavior and activity disorders in the Taiwan Yu-cheng children. Am. J.
Public Health, 84, 415-421.

62. Eubig, P. A., Aguiar, A. and Schantz, S. L. (2010) Lead and PCBs as risk factors for
attention deficit/hyperactivity disorder. Environ Health Perspect. 118, 1654-1667.

63. Sagiv, S. K., Thurston, S. W., Bellinger, D. C., Altshul, L. M. and Korrick, S. A. (2012)
Neuropsychological measures of attention and impulse control among 8-Year-old children
exposed prenatally to organochlorines. Environ. Health Perspect. 120, 904-909.

64. Stewart, P., Fitzgerald, S., Reihman, J., Gump, B., Lonky, E., Darvill, T., Pagano, J. and
Hauser, P. (2012) Prenatal PCB exposure, the corpus callosum, and response inhibition.
Environ. Health Perspect. 111, 1670-1677.

65. Sugawara, N., Nakai, K., Nakamura, T., Ohba, T., Suzuki, K., Kameo, S., Satoh, C. and
Satoh, H. (2006) Developmental and neurobehavioral effects of perinatal exposure to
polychlorinated biphenyls in mice. Arch. Toxicol. 80, 286-292.

66. Colciago, A., Casati, L., Mornati, O., Vergoni, A. V., Santagostino, A., Celotti, F. and
Negri-Cesi, P. (2009) Chronic treatment with polychlorinated biphenyls (PCB) during
pregnancy and lactation in the rat. Part 2: Effects on reproductive parameters, on sex
behaviour, on memory retention and on hypothalamic expression of aromatase and Salpha-
reductases in the offspring. Toxicol. Appl. Pharmacol. 239, 46-54.

67. Tian, Y-H., Kim, S. H., Lee, S-Y. and Jang, C-G. (2001) Lactational and postnatal
exposure to polychlorinated biphenyls induces sex-specific anxiolytic behavior and cognitive

deficit in mice offspring. Synapse. 65, 1032—-1041.

28



674  68. Van Larebeke, N., Hens, L., Schepens, P., Covaci, A., Baeyens, J., Everaert, K.,
675  Bernheim, J. L., Vlietinck, R. and De Poorter, G. (2001) The Belgian PCB and dioxin incident
676  of January-June 1999: exposure data and potential impact on health. Environ. Health Perspect.
677 109, 265-273.

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

688

689

690

691

692

693

694

695

696

697

698

29



699

700

701

702

703

704

705

706

707

708

709

710

711

712

713

714

Figure legends

Figure 1. Postnatal evolution of the body weight of male (A) and female (B) mice, which
were exposed during the perinatal period to chemically contaminated eel containing PCBs, in
which the concentration is estimated by PCB indicators (3.6 NDL-PCBs), present in the eel
matrix at 85, 216 and 400 ng/kg, compared to control offspring mice whose mothers received
the standard diet without fish (PCB-free diet, n=7-10/sex/group). Body weight of offspring
mice was assessed at PNDs: 1, 12, 20, 26, 40, 130, 200 and 330. The data are reported as

mean.

Figure 2. The effect of perinatal exposure to chemically contaminated eel containing PCBs,
in which the concentration is estimated by PCB indicators (3.6 NDL-PCBs), present in the eel
matrix at 85, 216 and 400 ng/kg, on the motor activity of offspring male (A) and female (B)
mice assessed in the open field test on PND 47, PND 195 and PND 329 compared to control
mice whose mothers received the standard diet without fish (PCB-free diet). (n=7-
10/sex/group). The data are reported as mean £ SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

significantly different from the control. PND= postnatal day.
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715  Table 1. The effect of gestational and lactational exposure to PCB-contaminated eel on the motor activity (as assessed in the home cage activity
716  test at PND 305) of offspring mice. PCB concentration in eel was estimated by non-dioxin-like PCB indicators (3.6 NDL-PCBs) present in the
717  eel matrix at 85, 216 and 400 ng/kg. Effects in offspring mice are compared to control offspring mice whose mothers received the standard diet
718  without eel (PCB-free diet).

Performance tests

Y6 NDL-PCBs (ng/kg/day)

0 (control)

216

400

Male Female Male Female Male Female Male Female
Covered distance (cm) 1652 +£227 1378 £ 115 1652 + 189 2224 + 264 1878 £ 304 2100 +207 1856 £ 271 3411+ 591 -
Activity time (s) 736 + 67 839+ 21 838 +£20 782 +49 825 +20 844 + 20 861 £ 24 889 +3
Number of rearing 275+ 73 265+ 55 264 + 34 220 + 81 192 + 39 231 +29 238 +41 302 +47
Global movement 460 + 68 531+45 634 + 56 495 + 79 613 +44 580+ 54 560+ 71 680 + 40
3
Average speed (cm/s) 3 2.9 3.15 4 3.2 42" 3.1 3.6
[2.47-3.82] [2.07-3.25] [3-3.75] [3.2-4.92] [2.07-3.95] [3.2-5] [3-4.42] [3.35-5.55]

719

720 The data are reported as the mean + S.E.M or median [1Q25 - IQ75]. (n=7-10 mice/gender/group). * p< 0.05, ** p <0.01, ***p<0.001significantly different from the respective control.
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726  Table 2. The effect of gestational and lactational exposure to PCB-contaminated eel on the acetylcholinesterase activity (assessed in the

727  prefrontal cortex, the hippocampus and the cerebellum) of offspring mice. PCB concentration in eel was estimated by non-dioxin-like PCB

728 indicators ().6 NDL-PCBs) present in the eel matrix at 85, 216 and 400 ng/kg. Effects in offspring mice are compared to control offspring mice

729  whose mothers received the standard diet without eel (PCB-free diet).

730

>'6 NDL-PCBs doses ng/kg/day
Acetylcholinesterase
activity” 0 (control) 85 216 400
Male Female Male Female Male Female Male Female

Prefrontal cortex 20.53£4.6 21.07 £4.44 15.87 +4.85 10.86 £ 0.52# 23.77+6.14 14.73 £1.57 24.14 £ 8.7 6.07 £ 1.42%x*x*
Hippocampus 194 + 31 381+ 82 178 + 35 176 +39** 221458 160 +23™ 205 + 23 12549
Cerebellum 85.17 £21.61 62.45+11.64 62.45+11.64 84.76 + 12.83 86.15+12.23 76.77 £11.69 61.29 +6.37 62.37+6.4

731

732 The data are reported as mean = S.E.M. (n=5 mice/gender/group). *nmol acetylcholine hydrolyzed per minute per milligram protein. **p<0.01 and ***p<0.001 significantly different from the

733 control.
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742

743

Supplementary table 1: Compilation of developmental data on PCB effects on motor activity in offspring rodents

Developmental PCB. congeners Doses Effects on motor activity and age of assessment Biochemical analyses References
exposure or mixtures used
* *
N 0.5% 5 05 30 mg/kg Gender selective hyperactivity only in male offspring but not in Dopamine level* and its receptors
OH-PCB 106 (every 2 day from female rats (assessed at PND 28) D1, D2*-D [32]
GD3 to GD13) b2
Prenatal
exposure PCB 118 375ug/kg Late hyperactivity both in offspring male and female rats Testosterone and LH levels [ 3 3]
(single dose at GD6) (assessed at PND 30-34 and PND 70-74%) measured at PND 170
reboczsn s | ois Somge | Teen b pnen o (posiy 00 | oo s | (34
118 or 156 (single dose at PND 10) P Y ’ Y P Y in the cerebral cortex”
(assessed at 4 months)
6-,1 8 mg/kg/day . o . . Dopamine receptors D1 and D2,
( Dam’s exposure PNDs No effects on motor activity neither in males nor in female mice .
Arochlor 1254 o Dopamine transporter (DTA) and [67]
7-2 plus offspring’s (assessed at PND 35) NMDA receptors® in females
exposure PNDs 22-42) P L
Postnatal
exposure *Hypoactivity in both male and female offspring rats. -Extracellular dopamine” and
PCBs - 52¢. 138%¢ Img/kg/day # Gender selective hypoactivity occurred only in male but not in glutamate?® in the NAcc. [2 8]
o (PND 7 - PND 21) female offspring rats -PCB content in striatum and
or 180%¢ .
(assessed at 4 months of age) perirenal fat.
¥ 6 NDL-PCBs: 1*,10%# or 100 Transient gender selective hypoactivity produced only in male but G ﬁNA el)\(/}o 8?:5123 dolgsl-QH*?ir’the
28,52, 101, 138, ng/kg/day not in offspring female mice cerebe?fli;n# the] e fror?talsco rtex [35]
153 and 180 (PND 1- PND 21) (assessed at PND 28*, PND 40 and PND 160) and th,e hipr;)()campus
100 ng/kg/day Transient gender selectl;stlil};poofeglt)lr\;tg rl:iuced only in female but
PCB 126 (GD 7-PND 21) (assessed at 2*, 3, 5 and 7 months of age) ND
*Transient gender selective hypoactivity induced only in females [30]
PCB 153 Img/kg/day but not in males, then followed by a *late hyperactivity in offspring
(GD 7- PND 21) male and female rats
Perinatal (assessed at 2, 3%, 5, 7¥ months of age)
exposure 6, 18*, 54 mg/kg Transient hypoactivity in mice (this study was performed only in
Arochlor 1254 (every 3 days from GD males) ND [65]
6 — PND 20) (assessed at *8 and 9 weeks of age)
( GI;OI ?_éﬂggl/g;l i]hen Hypothalamic expression of both
3 PCBs: 126, 138, twice a week till No effect on activity in both male and female offspring rats aromatase* and the Salpha- [66]

153 and 180.

PND21

reductase*

33



744
745
746
747
748

In the same study (i.e., the same line in the table), when several congeners were used or even several doses were employed for the same congener or mixture, the symbols: *,7 and ¢ indicate the
active dose and the corresponding significant effects either on the activity or the measured biochemical parameters. When several assessments of the activity were carried out, these symbols
indicate also the age of rodents on which the effect on motor activity occurred. GABAa«: Gamma-aminobutyric acid receptor A subunit alpha-1; GD: gestational day; 5-HTia:5-
hydroxytryptamine serotonin receptor 1A; *Hydroxylated metabolite of PCB 106; LH: Luteinizing hormone; MOR1: p 1-opioid receptor; NAcc: nucleus accumbens; NMDA: N-methyl-D-
aspartic acid; PND: postnatal day; RyR3: ryanodine receptor 3; ND: not determined.
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