Recherches sur les effets physiologiques et
toxiques du trichloroéthylene (TCE)

dissous dans |’ eau

par J. Lignon et S. Dunel-Erb.

avec la collaboration de
J. Armand, C. Barradas, E. Berst, Ch. Calgari, Cl. Chevalier, A. Heitz, A. Malan, J.P.
Robin, F. Scheer, V. Schumacher, A. Wulgue, Th. Zorn.

CENTRE D’'ECOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ENERGETIQUES
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
23, rue Becquerel, F-67087 Strasbourg, France.
Téléphone: 88 10 69 30 Fax 88 10 69 06.

Convention entre I’ Agence de I'Eau Rhin-Meuse et le C.N.R.S. concernant I'étude de la
toxicité du trichloroéthyléne.



sy

Rappelons qu’en 1992-1993 les hamsters du laboratoire avaient consommeé pendant
plusieurs mois de |’ eau de la nappe phréatique issue des puits du CNRS, eau qui est polluée
par du trichloroéthyléne. Cette méme eau avait servi de milieu d’ élevage a une population de
xénopes et d’ écrevisses. Durant cette période nous avions constaté sur nos élevages un certain
nombre d anomalies incluant une fécondité réduite des hamsters, un blocage de la
métamorphose des tétards de xénopes et un blocage de la mue des écrevisses entrainant
ensuite une mortalité tres élevée (>80%) des tétards et des écrevisses.

Sur la base de ces observations nous avions proposé a I’ Agence de bassin d’ effectuer
des travaux de recherche a la fois sur les conséquences dune pollution chronique au
trichloroéthylene sur la survie de populations animales et le développement des individus et
sur les effets physiologiques de cette pollution, notamment au niveau cellulaire.

Parallélement a une analyse bibliographique des données actuelles dans ce domaine,
nous avons donc réalisé une étude basée sur des animaux aquatiques placés ou non dans de
I’eau polluée au trichloroéthyléne et sur des hamsters dont I’eau de boisson était ou non
polluée.
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INTRODUCTION

Les travaux sur les effets du trichloroéthyléne (TCE) sont assez nombreux mais la
plupart d’entre eux se limitent a I’absorption de TCE par inhalation. Cette substance a été
utilisée en médecine comme agent ami-infectieux et comme anesthésique. Dans |’industrie
elle est largement utiliste comme dégraissant et comme nettoyant. En relation avec cette
utilisation du TCE, la description des symptomes d’ intoxication aigué ou chronique est assez
bien connue. Il n"en est pas de méme en ce qui concerne les effets du TCE dissous dans |’ eau
de boisson. Dans ce cas, I'intoxication est moins flagrante et la prise de conscience des
dangers potentiels par consequent beaucoup plus récente.

Les recherches sur la toxicité du TCE se sont initialement focalisées sur les effets
canceérigenes et mutagénes de cette substance. L’étude de ces effets, ains que celle du
métabolisme du TCE, ont conduit & délaisser les conséquences physiologiques de I’ ingestion
de TCE. Cependant, la prise de conscience que |’eau de boisson peut représenter une voie
d’ingestion de TCE maeure pour I’homme amene a se préoccuper du devenir du TCE
introduit accidentellement dans les nappes aquiféeres. L’analyse épidémiologique et
toxicologique des effets du TCE dissous dans |’ eau reste néanmoins délicate et les résultats
dans ce domaine sont encore trés fragmentaires. Les discussions a ce sujet sont nombreuses
mais les résultats expérimentaux le sont beaucoup moins. Les références auxquelles nous
avons eu acces traitent essentiellement de la dégradation du TCE dans les nappes aquiferes
et les sols, tant au plan expérimental qu’ au plan de la modélisation. Seules quelques reféerences
traitent des effets du TCE dissous dans |'eau de boisson et de ses effets physiologiques.
Pratiqguement aucune référence ne traite des effets du TCE sur les animaux aquatiques.

Une étude des conséquences physiologiques du TCE se situait en dehors de la
problématique de recherche de I’ équipe (celle qui a été approuvée par le Comité National lors
de la création du laboratoire). Du fait des anomalies constatées dans notre élevage durant la
période ou |'eau de I’animalerie provenait de la nappe polluée, nous avons cependant pense

qu'il était de notre devoir de faire bénéficier la communauté au sens large de notre savoir—
faire.

Les modéles expérimentaux gue nous avons choisis correspondent a des modeles que
nous connaissons suffisamment pour nous permettre d’étre trés attentifs a toute suspicion
d’anomalie. Parmi ces modéles, certaines espéces ont été choisies en raison des anomalies que
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nous avions constatées en 1992-1993. C'est le cas des hamsters, des écrevisses et des
xénopes. Nous avons également choisi |a truite et |e poisson chat que nous connaissons bien.
Le premier est souvent pris comme un standard en toxicologie aquatique. Le second est un
animal vivant a des températures plus élevées et il présente de ce fait un métabolisme plus
intense.

En opposition avec les animaux aériens, le milieu intérieur des animaux aquatiques est
composé des mémes éléments que le milieu environnant (eau, sels, gaz...). Il en résulte que
les animaux aguatiques sont en permanence soumis aux gradients d’eau, d'ions, de gaz et de
toute autre substance dissoute dans le milieu environnant. Par ailleurs, la faible solubilité de
I’ oxygeéne dans I’ eau a entrainé chez les animaux aguatiques le développement d une surface
branchiale importante, doublée d’'un systeme d’échange a contre-courant assurant une
oxygenation efficace de I’ organisme.

Ces deux caractéristiques des animaux aquatiques ont des effets déterminants sur leur
physiologie. La solubilité plus élevée du CO, (par rapport a I’ oxygene) dans I’ eau a pour effet
de réduire la pression partielle de CO, dans le sang. La tres forte solubilité du NH, fait que
ces animaux sont ammonothéliques et que les dérivés azotés sont éliminés par voie branchiale,
le foie n"ayant aucun réle dans la détoxification des produits azotés. L’ efficacité de I’ échangeur
branchial a pour conséquence la poikilothermie des animaux aquatiques. Ce méme échangeur
favorise les fuites diffusives d'ions chez les espéces dulcaquicoles, fuites qui doivent étre
compensees par des transports actifs branchiaux. Parallélement la branchie est le site d’ un flux
entrant permanent d’eau qui est ensuite éliminée par le rein. Conséquence immédiate de cette
organisation, toute substance ionique ou neutre minérale ou organique normalement absente
du milieu environnant pénétre par voie branchiale dans I’ organisme. Son éimination se fait
essentiellement par voie rénale. Ses dérivés peuvent étre éliminés par voie rénae ou
branchiale. De plus, la branchie est un site d’ action privilégié de ces substances du fait méme
-des volumes d’ eau traversant la cavité branchiale. Il en est de méme avec les téguments tels
que la peau et la carapace des crustaces.

Notre éude a porté sur trois axes. de physiologie générale et comportementale, de

physiologie des régulations et de physiologie cellulaire. Dans les trois cas, nous avons retenu
des critéres restant dans le domaine de nos compétences.

Certains résultats font I'objet de deux résumés acceptés dans la revue Ecotoxicology.



RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES EFFETS DU
TRICHLOROETHYLENE (TCE).

Nous avons effectué une recherche bibliographique aussi exhaustive que possible en
particulier quant aux effets du trichloroéthyléne (TCE) dissous a faible concentration dans
I’ eau. Les références dans ce domaine se sont révelées peu nombreuses. Plus nombreuses sont
les références concernant les effets du TCE inhalé et les études concernant les effets d’ un
traitement forcé chez le rat et la souris, études entreprises pour analyser le mécanisme d’ action
du TCE. Dans ce dernier cas bien sir, le mode d’ administration du TCE s éoigne notablement
de celui qui correspond a sa dissolution dans |’ eau de boisson.

Le TCE a été déclaré comme dangereux lorsqu’il a été démontré que son
administration chronique peut déclencher I'apparition de cancer chez les rongeurs. Les
investigations effectuées par inhalation et par gavage ont conduit a des doses maximales
admissibles dans I'eau qui sont variables: S ug/l (5 ppb) aux USA, 50 ug/l (50 ppb) au

Canada, 70 ug/l (70 ppb) selon 'OMS. _ (4 Vi
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Toxicité du TCE.

Les accidents dus au TCE relévent le plus souvent d'inhalation par des travailleurs.
Quelques accidents relévent d’ une ingestion accidentelle ou de toxicomanie. Le probléme de
I"ingestion par I’eau de boisson est peu connu.

Le TCE a des effets toxiques sur le rein, le foie, le systéme nerveux, le coeur et les
poumons. Les travailleurs qui ont inhalé des doses sub-létales de TCE présentent des signes
de fatigue, des maux de téte, une forte irritabilité, des vomissements, des rougeurs cutanées,
une intolérance a I’ alcool et des modifications de I'EKG. En général le retrait du TCE est suivi
d'une récupération assez rapide.

Les premiéres études se sont focalisées sur ces accidents et la pathologie profonde et
cancéreuse. La bioaccumulation de TCE dans les lipides du systéme nerveux a été étudiée par
voie biochimique sans que cela méne a des conclusions pratiques. Par contre des études plus
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récentes mettent en évidence des effets plus subtils du TCE sur la physiologie de la sphere
ORL et sur la physiologie nerveuse.

Du point de vue physiologique, le TCE pris isolément peut ne pas avoir d effet.
Cependant nombreuses sont les publications qui montrent une potentialisation croisée du TCE
et d autres agents tel que I’alcool. Le TCE est susceptible de potentialiser un grand nombre
de dysfonctionnements physiologiques qui paraitraient tout a fait anodins en |’ absence de cet
agent.

Toxicité du TCE dans I'eau de boisson.

Le nombre d’ éudes dans ce domaine est trés restreint. Bernard et al (1987) rapporte
qu’un groupe de 22 personnes ayant bu de I’eau d'un puits contaminé au TCE (8-14 ppm)
pendant plus de cing ans présentait les mémes troubles et signes cliniques décrits dans le cas
de I’intoxication aigué par inhalation. 9 des 12 enfants du groupe présentaient des troubles
marqués du point de vue psychomoteur et des difficultés comportementales. D’ autres
publications font état de développement de cancers de la vessie chez I’homme et d’ atteinte
hépatique et rénale chez la truite mais |’ agent en cause est le tétrachloréthyléne.

Bioaccumulation et peroxidation lipidiques.

La forte solubilité du TCE dans les graisses conduit a une interaction forte entre le
TCE et les lipides. Le TCE a une forte tendance a s accumuler dans le tissu adipeux d’ou il
n'est libéré que lentement lorsque cesse I’ exposition au TCE. La détoxification du TCE par
le foie passe partiellement par I’accumulation de graisse dans le foie, graisse dans laquelle se
solubilise aors le TCE. Le TCE s accumule également dans les lipides des membranes
cellulaires qui finissent par se lyser sous I’ action des radicaux libres générés par le TCE. Ceci
peut conduire a la formation d’amas graisseux extracellulaires.

Métabolisme du TCE.

Quelle que soit la voie d’ administration, inhalation ou ingestion, le TCE est
efficacement absorbé. Bien qu’ une partie soit métabolisée en dehors du foie, la majeure partie
du TCE est métabolisée par le foie.

Le métabolisme hépatique du TCE a été tres étudié. Chez |’'homme comme chez les
rongeurs, le TCE est métabolisé en époxyde par le cytochrome P-450. Cet époxyde instable
se réarrange en formant du trichloroacétaldéhyde qui est ensuite hydraté en hydrate de chloral.

L’hydrate de chloral, administré directement ou en tant que dérivé du TCE est
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rapidement métabolisé en trichloréthanol et en trichloracétate. C'est ce dernier qui est le
métabolite toxique essentiel chez I'homme. Le trichloréthanol est glucoronidé et éiminé dans
les urines. Ces deux agents peuvent également étre métabolisés par la voie de I’ acide oxalique,
acide monochloracetique et le N-(hydroxyacethyl)aminoethanol.

L’ époxyde de TCE peut aussi conduire & la formation de chlorure de dichloroacetyl
et ensuite au dichloroacétate. Cette voie serait beaucoup plus utilisée chez les rongeurs que
chez les humains. Le dichloroacétate peut étre conjugué au glutation par la glutation-SH-
transferase, étape qui est suivie d'une addition de L-cystéine formant la S-(1,2dichlorovinyl)-
L-cystéine. Lalysase conduit ala formation d’un groupe thiol réactif qui effectue des liaisons
covalentes avec les macromolécules. Etant donné que la beta-lysase est localisée dans les
mitochondries rénales, ainsi que dans le cytosol, ces réactions conduisent a une inhibition de
la phosphorylation oxydative des mitochondries rénales et ensuite & une nécrose cellulaire.

Chez les rongeurs mais apparemment pas chez I'homme, le TCE a fortes doses peut
contourner la voie de formation de I'époxyde contrélée par le cytochrome P-450. Une
conjugaison directe du TCE avec le glutation conduit & la formation de S-(1,2dichlorovinyl)-
L-cystéine.

Effet cancérigene du TCE.
Mécanismes d’induction de cancers chez les rongeurs.

Des tumeurs malignes ont été mises en évidence chez les rongeurs exposes a des doses
journaliéres élevées de TCE (1000 mg/kg/jour) pendant 2 ans. On a noté des cancers du foie
chez la souris et des cancers du rein chez le rat. Ces cancers se développent sur fond de
nécroses hépatique et rénale (action sur les tubules rénaux). Le TCE ne parait pas avoir d’ effet
mutagene per se. Ses effets cancérigenes paraissent nécessiter sa transformation métabolique.
Cependant ni le TCE ni ses métabolites ne se lient aux macromolécules in vivo, suggérant une
action épigénétique du TCE.

Carcinome hépatocellulaire chez la souris

Cet effet du TCE a fortes doses est attribué a la stimulation des divisions
hépatocellaires par des métaboiites toxiques du TCE. Les métabolites du TCE induiraient des
peroxysomes hépatiques et une beta-oxydation peroxisomale. Ces oxydations ne seraient pas
tempérées par un accroissement proportionnel de catalase, entrainant ainsi des expositions
répétées a des atteintes oxydatives qui conduiraient a des cycles de nécroses cellulaires et
d hyperplasies qui deviendraient en fin de compte malignes.
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Etant donné que le trichloracétate induit une prolifération des peroxysomes hépatiques
et une beta-oxydation, on pense que c'est ce métabolite du TCE qui est responsable des
cancers hépatiques. Ceci aurait méme été démontré dans le cas de I’ acide dichloroacétque.

Cependant les rats, les chats, les chiens et les hommes ne présentent pas de cancers
hépatiques apres ingestions de fortes doses de TCE. Une des explications les plus plausibles
est que la souris est capable de mieux métaboliser de tres fortes doses de TCE en acide
hichloroacétique et en acide dichloroacétique. Il semblerait en effet que la souris soit plus
sujette a I’induction de peroxysomes et de beta-oxydation peroxysomale que le rat.

Carcinome tubulaire du rein de rat.

Bien que les rats ne manifestent pas de cancer du foie, ils montrent le développement
de cancer du rein. Chez les rats, |’ acide dichloroacétique dérivé du TCE est métabolisé en S~
(1,2dichlorovinyl)-L~cystéine qui est scindée par la cystéine beta-lysase rénale en produisant
un groupement thiol tres réactif. Ce groupement se lie de maniere covalente aux
macromolécules cellulaires, empoisonne les mitochondries rénales et induit la mort de
I”épithélium rénal. Le carcinome rénal apparait se développer durant le processus de
régenération de I’ épithélium.

En conclusion, les processus qui entrainent le développement de cancers du foie et du
rein chez la souris et chez le rat sont analogues. Ils surviennent sur un fond d attaque
cellulaire et de nécroses suivies dune hyperplasie régénérative. Le cycle complet de
I’induction de cancer n’est pas totalement compris mais selon toute vraisemblance la
probabilité des mutations aléatoires est plus élevée durant le processus de régénération,
entrainant ainsi le développement de tumeurs malignes.

Etudes épidémiologiques d’effets cancérigenes du TCE

Les résultats de ces éudes ne sont pas toujours concluants. Plusieurs de ces études
nont pas permis détablir de relations significatives entre la fréquence'’ des cancers et
I’ exposition de populations géographiquement délimitées a des vapeurs de TCE. Mais le doute
subsiste toujours.



MATERIEL ET METHODES

Qualité des eaux utilisées.

Nous avons utilise deux sources d'eau: la nappe phréatique dont les relevés en
trichloroéthyléne (TCE) sont rapportés sur la figure 1, et une alimentation en eau de la ville
de Strasbourg (puits d'Oberhausbergen).

Les qualités ioniques de ces eaux sont identiques (Na 0,63 mmol/l, K * 0,064 mmol/l,
Ca®* 2,264 mmol/l, Mg** 0,86 mmol/1, CI” 0,83 mmol/l, SO*, 0,48 mmol/l, HCO~, 4,939
mmol/l). A 14°C I’eau fortement aérée a un pH de 8,4 et les valeurs de Py, et de P, sont
respectivement de 150 torr et de 0,3 ToiT. Cette oxygénation est réalisée dans deux colonnes
de 6 m de haut dans lesquelles I'eau et 'air circulent a contre-courant, a un débit de 600 L/h ) N fioc?{:/"“;*’
par colonne. Ces eaux ne different donc que par la présence de TCE. /

A ces deux sources d'eau, il convient d gouter des eaux'artificielles préparées a partir
de I’eau de ville additionnée de TCE.

[

A

Préparation des solutions de TCE.

1-Solubilisation du TCE dans I’ eau.

Selon lalittérature, le TCE est tres liposoluble mais pratiquement insoluble dans I’ eau.
De ce fait il paraissait difficile de tester les effets du TCE a des concentrations choisies. En
effet un élevage de poissons ou d’ écrevisses nécessite de grandes quantités d’'eau et il serait
illusoire de vouloir préparer de tels volumes sans partir d' une solution plus concentrée. Nous
avons, dans un premier temps, préparé nos solutions aqueuses de TCE en utilisant une
solution concentrée de TCE dans de I’alcool. Cependant cette technique est critiquable car
I"alcool est susceptible de potentialiser les effets du TCE.

Nous avons donc recherché & solubiliser directement le TCE dans I’eau. Le TCE est
en fait beaucoup plus soluble dans |’ eau que ne le laisse supposer la littérature hormis deux
références qui font état d’ une solubilité de 1 g/l. Dans nos précédents rapports, nous avions
noté qu’ avec une agitation permanente, le TCE se solubilisea 1,5 g/l en 12h et a 3 g/l en 48h.
Nous avons donc préparé chague jour une solution mere de TCE (Trichloroéthyléne RP
Merck) a 1 g/1. Cette préparation a €té faite & une température de 14 a416°C, en réduisant au
maximum la phase gazeuse.
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2-Préparation des milieux

L’eau de boisson des hamsters expérimentaux a été préparée tous les deux jours par
dilution de la solution mére a raison 1000 pg/l.

L’eau des bassins expérimentaux des xénopes a été préparée chague jour dans un
bassin de réserve a 2500 pg/l. Un écoulement par gravité assurait le renouvellement du bassin
expérimental. L’ extrémité du tube d’ écoulement était maintenue immergée de fagon a réduire
I’ évaporation du TCE.

Deux méthodes ont été utilisées pour les poissons et les écrevisses. La premiére est
identique a celle utilisée pour les xénopes. La seconde consistait a utiliser de I’eau de ville
dans laguelle était gjoutée une solution concentrée de TCE, chacun des deux écoulements se

faisant a débit controlé. Des solutions contenant 250 ug/l, 500 pg/l et 1500 ug/l ont été
utilisées.

3-Dosages du TCE dans I’ eau.

Des dosages de toutes ces solutions ont été confiés au Laboratoire d'Hydrobiologie de
la Faculté de Pharmacie de Strasbourg. Les résultats obtenus sont rapportés dans les tableaux
1, 2et3.

Nous préférons indiquer dans ce rapport les valeurs nominales de TCE dans les
bassins. En effet s'il parait logique d’ enregistrer une concentration inférieure ala concentration
nominale dans les bassins (cas du mois de juin, tableau 1), nous sommes quelque peu surpris
des résultats rapportés dans les tableaux 2 et 3. A la période du mois de juin, I'action
combinée de la température et du mode de préparation des solutions peut rendre compte des
différences observées entre les valeurs nominales et celles des dosages. En ce qui concerne
les dosages des mois d octobre et de novembre, deux remarques s imposent. Dans chaque cas
les valeurs de plusieurs dosages sont supérieures (facteur 5 a 10) aux valeurs nominaes. De
plus des solutions préparées de facons identiques donnent des résultats de dosages tres
différents. Enfin les résultats des dosages effectués sur la nappe sont supérieurs a ceux qui
sont effectués pour le compte du CNRS directement au niveau du puits.
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Especes animales utilisées.
[-Ecrevisses

Toutes les manipulations menées sur des écrevisses ont été réalisées sur |’espece
Astacus leptodactylus. Elles étaient nourries réguliérement de carottes fraiches et de granulés.

Des écrevisses pesant de 30 a 40 g et issues de deux origines différentes ont été
appariées en groupes de 15 écrevisses par bacs. Aprés une période test d’un mois, 4 des 8
bassins ont été alimentés, pendant 4 mois, par |’eau de la nappe contenant du TCE (environ
150 ug/l nominal) puis par de I’ eau additionnée de TCE (100 pg/l nominal). Six bassins sont
régulés a une température de 13°C. Les deux autres bassins ont été placés al’ extérieur de telle
sorte que les écrevisses soient exposees a la fois au froid et au TCE. La qualité des eaux est
en tout point identique sur le plan ionique et gazeux.

Une autre série d’ écrevisses a été subdivisée en trois lots de 25 spécimens. Un des lots
constitue le groupe témoin des deux autres lots traités au TCE a 250 et 500 ug/l.

Un bullage d’'air de sécurité a été installé dans chague bassin.

2-Poissons chats

Sept lots de poissons chats (Ictalurus punctatus) de 10 & 15 cm de long et de 40 a
200g ont été mis en expérience (180 spécimens). L’ intérét de cette espece animale est qu’elle
a un métabolisme élevé du fait qu’elle vit a une température de 23-24°C. Apres une période
d’ adaptation de 60 jours en bassin en circuit semi ouvert a 23°C, des lots appariés de 15 a 40
poissons ont été placés dans des bassins de 500 | et de 2000 1. Ces poissons sont nourris avec
des granulés de composition standard a raison de 1,1% fois leur poids par jour. La nourriture
est distribuée le soir et I'excés est retiré le lendemain matin. Les différents bassins
expérimentaux sont alimentés soit en eau de ville (sans TCE) soit avec de I’ eau de la nappe
(TCE: environ 150 ug/l nominal) soit en eau additionnée de TCE, 250, 500 et 1750 ug/l.

Un bullage d'air de sécurité a été installé dans chague bassin.

3-Truitelles

Deux lots de 50 truitelles (Salmo fario) issues dune méme ponte ont été placés dans
deux bacs identiques alimentés en eau équilibrée a I’air & 14°C. Elles ont été nourries ad
libitum pendant la journée. Aprés une dizaine de jours, I'un des lots a été soumis a I’ action
du TCE contenu dans I’ eau de la nappe (environ 150 ug/l).

Un lot de 40 truitelles a été utilisé pour des expositions aigués au TCE (500 ug/l). Les
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truitelles ont été placées dans des bassins semblables aux précédents et I'un des bacs a été
alimenté en TCE tres concentré. Les animaux ont été prélevés a intervalles réguliers et
I’analyse a porté sur la structure branchiale, I’ état acide base et la composition ionique du
sang.

Un bullage d'air de sécurité a été installé dans chaque bassin.

4-Xeénopes

Les effets du TCE ont été testés sur la croissance de petits xénopes (Xenopus laevis)
répartis en deux lots appariés. Les animaux ont été élevés dans des conditions expérimental es
identiques: température, éclairement, composition ionique de I’eau, pH, pression partielle
d oxygene et de gaz carbonique. La nourriture (vers stockés au congélateur) a été distribuée
quotidiennement en quantité adaptée. Trois séries expérimentales ont été réalisées. La
premiere a été réalisée sur des lots de 12 xénopes nés au laboratoire et exposés al'eau de la
nappe (environ 150 ug/l). Les deux autres series ont été réalisées sur des lots de 24 xénopes
exposés a des solutions contenant 2500 g/l de TCE (valeur nominale).

5-Hamsters

Deux groupes de six reproducteurs de hamsters de Dzoungarie (Phodopus sungorus)
ont été suivis. lls ont été nourris ad libitum d aiment pour hamster (UAR), supplémenté de
cacahuétes. Pour I’un des groupes, |'eau de boisson était de I’eau de ville tandis que I’ autre
groupe ne recevait que de I’ eau additionnée de TCE.

Deux groupes de hamsters d' Alsace (Cricetus cricetus) ont été également constitués.
Nourris dans les mémes conditions que les précédents, ils ont également été subdivisés en un
groupe témoin et un groupe d animaux recevant de |’eau de boisson additionnée de TCE (1

mg/l).
Techniques experimentales
1-Microscopie électronique
Les différents organes ont été préleves, fixés immédiatement puis traités pour la
microscopie électronique a transmission selon la technique habituelle (Bailly et Dunel-Erb,

1986). Les coupes ont été observées al’aide d’ un microscope électronique Siemens Elmiskop
101. Pour la microscopie de balayage, les pieces fixées ont été déshydratées et séchées puis
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métallisées. L’ observation a été faite a I’aide d’ un microscope Cambridge Stereoscan 100.
(Pour la carapace d' écrevisse il n'y a pas eu de fixation).

2-Electrophysiologie

Des mesures électriques ont été effectuées sur des fragments de carapaces et sur des
filaments podobranchiaux isolés d'écrevisse. La carapace a été prélevée au moyen d'une
cisaille chirurgicale, débarrassée de son épithélium et fragmentée a |’ aide d' une scie électrique
dentaire. Les filaments branchiaux ont été préparés sous contréle binoculaire.

La carapace a été montée dans un dispositif dit de Ussing selon une technique dérivée
du montage décrit par Avenet et Lignon (1985) et Lignon (1987). Dans le cas des filaments,
le principe du montage est identique mais sa taille est réduite et e filament est préalablement
monté sur un support en verre.

Les solutions de perfusion ont été préparées comme décrit dans I’ article d'Avenet et
Lignon (1985). Dans certaines séries expérimentales, la préparation a été perfusée avec des
solutions formées d’un seul sel: NaCl (5 mmol/) ou MgS0O,(100 mmol/1) tamponées avec un
tampon phosphate a pH 7,0. L’ activité des ions a été calculée a partir des coefficients donnés
par les tables de Parson (1959) selon la convention de Bates.

La d.d.p. électrique a été mesurée selon la méthode décrite par Avenet et Lignon
(1985) au moyen d’ électrodes au Calomel raccordées a des micropipettes remplies de KCl 3M
gélifié par de I'Agar-agar et amenées a proximité de la préparation a |’aide de
micromanipulateurs. Le potentiel a éé lu par double différence et mesuré par référence au
potentiel de la face interne de la membrane. La différence de potentiel a été enregistrée sur
un enregistreur potentiométrique Sefram et sur un systéme d’ acquisition de données permettant
I’analyse des réponses. Les courbes courant/voltage ont été obtenues en utilisant des pulses
de courant constant d’amplitude variable délivrés par une source flottante au travers de deux
plaques d’ argent chlorurées. Par convention le courant entrant est mesuré positivement.

Les perméabilités ioniques ont été déterminées a partir des mesures de conductance
effectuées en milieux symétriques. Une relation simple lie alors la conductance a la
perméabilité (Lignon, 1987).

3-Spectrophotométrie d’ absorption atomique

Les dosages de I'ion Na+ ont été réalisés au moyen dun spectrophotométre a
absorption atomique Perkin-Elmer 2380. La flamme a été obtenue par un mélange
air-acétyléne et la mesure a été faite a une longueur d’onde de 589 nm et une fente de 0,2
nm. Chague mesure a été effectuée en tripliqué.
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Les solutions de reférence: “blanc” et “étalon” (50 umole/1), ont €té préparées a partir
d'eau osmosée (11 uS.cm™) puis déminéraisée (0,7 uS.cm™). Les échantillons ont été
préparés avec la méme eau.

4-Mesure de la conductivité

La conductivité des solutions diluées d’hémolymphe ou de sang a été mesurée avec
un conductimetre Knick 600 avec une cellule de constante égale a 1 cm-*. Les mesures se
font dans un bain thermostaté a 14°C. Cette mesure permet une approche globale du contenu
ionique du sang et de I'hémolymphe. Elle peut étre aisément convertie en osmolarité.

5-Composition corporelle

L’ analyse de la composition corporelle fait appel a la pesée des tissus frais et broyés
et des tissus lyophilisés pour la détermination de |'eau. La teneur en protéines a été
déterminée indirectement en dosant |’ azote total par la méthode de Kjeldhal sur des aliquots
de 100 mg de matiéere seche. La conversion de la masse en protéines a été obtenue en utilisant
une valeur moyenne estimée de 6,25 g de protéines par gramme d azote. Les cendres ont été
estimées par double pesée apres calcination.

6-Mesure de la cytochrome oxydase

La cytochrome oxydase a été dosee sur des lambeaux de foie de hamsters d' Alsace.
Aprés broyage au Potter dans du sucrose et centrifugation modérée, un aliquot est ajouté a
une solution de cytochrome C du coeur de cheval préalablement réduit (Sigma). La variation
de densité optique de cette solution a été enregistrée en continu et |’ activité de la cytochrome
oxydase a été déduite de la constante de temps de la chute de DO. Cette activité est rapportée

a la masse de protéine de I’ aliquot (méthode de Lowry). Les animaux témoins et exposés au
TCE ont été appariés.

7-Mesure de |’ activité de la protéine découplante (UCP) du tissu adipeux brun (TAB).

Cette protéine, spécifigue de la membrane des mitochondries du TAB, fait intervenir
un canal au H* dont I'activité peut étre visualisée en enregistrant le gonflement des
mitochondries sous I’ effet d’un gradient osmotique en présence de valynomicine (assurant le
contre-transport de K’). Le gonflement de la suspension de mitochondries est mesuré par la
diffraction a 90" d'un faisceau- lumineux (540 mn) et enregistré grace & un
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photomultiplicateur.

Les mitochondries ont été isolées par centrifugation et suspendues dans un milieu
sucrose tamponné avec du TES. Un aliquot de cette suspension a été gjouté dans la cuve de
spectrophotométrie contenant une solution riche en acétate de potassium, tamponnée avec du
TES ou du PIPES et de 'EDTA. La réponse a été enregistrée en continu.
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RESULTATS
Effets du TCE sur les écrevisses

|-Effets sur le comportement

En comparaison des témoins, les écrevisses soumises a |'action du TCE sont
notablement moins actives: leur activité spontanée dans les bassins est réduite et leur reflexe
de défense a I’approche de I’expérimentateur est virtuellement aboli. Leur posture qui est
normalement une posture de vigilance est modifiée: les animaux deviennent apathiques et
restent repliés sur eux-mémes.

2-Effets sur les mues

Au moment ou les animaux sont installés dans les bacs, on enregistre quelques morts
par cannibalisme auxquelles il convient d’ gouter les prélevements de contrdle en cours
d expérience. Chez les animaux exposés au TCE depuis le mois d'avril, aucune différence
significative n'a été observée sur les mues. Il n'en a pas éé de méme chez les animaux
exposés au TCE depuis le mois de janvier.

Dans les bacs témoins I’ efficacité des mues chez les animaux maintenus a 14°C a été
de 100% en mai-juin (figure 2). Chez les animaux exposés au TCE, |le pourcentage de mues
réussies est réduit de 40%. Ceci correspond en fait a une mortalité élevée lors de la mue. La
figure 3 montre le méme phénomeéne chez des écrevisses exposées au froid pendant I’ hiver.
Il'y a un décalage des mues dans le temps mais les effets du TCE, a savoir une réduction de
I’ efficacité des mues, restent inchangés. Chez les témoins le pourcentage de mues réussies
atteint la valeur de 100% en novembre. Chez les animaux exposés au TCE le nombre de mues
réussies est plus faible (60%). A la période intermédiaire de juillet, le pourcentage d’insucces
reste égal a 40%. Dans ce cas, I'insucces des mues correspond encore a une mortalité éevée.
Ces résultats rejoignent les observations effectuées en 1993 montrant une mortalité élevée a
la période de la mue (figure 4).

Chez les animaux exposés au TCE, un certain nombre d’animaux entrés en phase de
prémue paraissent ne pas pouvoir franchir cette étape. Cette prolongation de la phase de
prémue a été observée sur tous les lots d'écrevisses exposées au TCE aors que dans les
conditions habituelles la durée de la phase prémue-mue est inférieure a 7 jours. Deux
phénomeénes accompagnent la mortalité élevée des écrevisses exposées au TCE. Dans certains
cas la mue se fait avec difficulté et les animaux meurent deux a trois jours apres avoir mué
avant toute calcification notable de la carapace. D’ autres mues présentent des anomalies: le
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plus souvent les pattes ambulatoires sont atrophiées et ne peuvent étre extraites de I’ exuvie.
Les animaux s autotomisent et meurent rapidement.

3-Modification de la carapace

Aspect de I'animal:  Une des caractéristiques remarquables des écrevisses exposées
au TCE est lamodification de la pigmentation de la carapace (planche 1). Au cours du temps,
la carapace devient de plus en plus sombre et brunétre. Elle perd son aspect lissé et devient
terne. Lors de I’émersion, la carapace se déshydrate trés rapidement.

Etude en balayage: La surface de la carapace a é&é analysée en microscopie de
balayage sur quelques spécimens. Les résultats sont illustrés par les planches 2 et 3. Les
faibles grossissements montrent que le lissage de la surface disparait totalement chez les
animaux exposés au TCE. Chez les témoins la carapace présente dassez nombreuses
dépressions (20 par mm?; diamétre; 50 & 100 um) et des setae (1 par mm?) dont les cils se
dressent vers |’ extérieur. Apres exposition au TCE, les dépressions ne se distinguent plus et
les cils des setae se couchent sur la surface de la carapace. A plus fort grossissement, on note

que le matériel qui forme le lissage de la carapace a disparu totalement pour laisser place a
une structure macrofibrillaire désorganisée.

Hydratation de I’animal: En relation avec la dessication de la surface de la carapace
lors de I’emersion, nous avons analysé I’ hydratation des animaux. Les résultats, rapportés sur
la figure 5, montrent qu’il n'y a pas de différence d’ hydratation entre les animaux témoins et
ceux qui ont été exposés au TCE. Dans les deux cas |” hydratation est de 78%.

4-Mesures de conductance et perméabilité de la carapace

Ce volet expérimental a pour objectif d’ analyser et d’ évaluer dans quelle mesure un
traitement par le TCE peut affecter les caractéristiques de perméabilité de la carapace. Le
changement de pigmentation et de résistance a I'évaporation décrits ci-dessus suggérent
qgu'une modification de ces caractéristiques est vraisemblable. Nous nous sommes tout
particuliérement intéressés a I’ é&ude des effets du TCE sur la perméabilité globale au MgS04
et au NaCl de carapaces traitées et non-traitées au TCE in vivo. Nous nous sommes aussi
intéressés a I’ éude des effets du TCE in vitro.

La figure 6 illustre les réponses en voltage d’'une carapace perfusée par du NaCl et
soumise 3 une série de pulses de courant constant d’amplitude variable. Le décours de ces
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réponses est simple et traduit la présence d une forte résistance au passage ionique et la
présence dune composante capacitive associée aux lipoprotéines épicuticulaires. La courbe
courant/voltage déduite de ces enregistrements permet de calculer la conductance électrique
de la préparation, conductance dont on peut déduire la perméabilité ionique.

Les tracés obtenus sur des écrevisses exposées au TCE depuis plusieurs mois ne
différent pas significativement des tracés obtenus sur les témoins. Les conductances restent
trés basses. Les perméabilités qui en sont déduites correspondent & des valeurs de 10~ cm.s™
pour le Na et le Cl™ (témoins, n=10; expérimentaux, n=4).

L’application de TCE (1 mg/l) dans le bain de perfusion de carapace des animatix

témoins n’entraine aucune modification significative des conductances, méme apres 24 h
d’ exposition (n=3).

5-Ultrastructure de I’ éithélium branchial

L’ écrevisse possede 18 branchies attachées aux appendices thoraciques. Ces branchies
localisées dans deux chambres branchiales situées de part et d autre du céphalothorax, sont
constituées de filaments insérés sur un axe central. En plus, dans certaines branchies (les
podobranchies) une lame contournée est accolée a |I’axe des filaments (voir schéma, figure
7A). Le filament est constitué d’ un canal afférent et d’un cana efférent séparés par un septum
et reliés entre eux par des lacunes périphériques. Les lacunes sont bordées par un épithélium
lui-méme recouvert cbté externe par la cuticule (figure 7B). Certains filaments ont un
épithélium mince (figure 7D) il s agit dans ce cas de filaments respiratoires, un deuxiéme type
de filaments présente un épithélium épais de type “transporteur” avec nombreux replis des
membranes (figure 7E). La lame quant a elle est constituée d' un épithélium “transporteur”
(figure 7C) bordant un syteme vasculaire (Dunel-Erb et al. 1982). Un autre type céllulaire
est présent dans le filament il s'agit du néphrocyte ou podocyte (Taylor and Taylor, 1992).

Le terme de podocyte, appliqué a des cellules du glomérule rénal chez les
mammiféres, désigne des cellules présentant de nombreux pédicelles formant un systeme
d interdigitations autour de I’ endothélium des capillaires glomérulaires. Les pédicelles laissent
entre eux des pores fermés par un diaphragme (“slit membrane”). Ils joueraient un rdle dans
la filtration de grosses molécules.

Dans la branchie d’ écrevisse les néphrocytes, un type de cellules morphologiquement
semblables aux podocytes glomérulaires des Vertébrés, sont de trés grandes cellules, situées
dans le filament branchial, elles forment des 1lots attachés au septum qui sépare le canal
afférent du canal efférent et sont toujours situées du coté efférent. 11 a été proposé pour ces
cellules un réle dans la filtration de |I" hémolymphe pour en extraire les déchets métaboliques
et autres molécules toxiques (Strangways-Dixon and Smith, 1970).
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La structure des épithéliums branchiaux proprement dits, respiratoire ou transporteur,
ne parait pas modifiée par une exposition au TCE. Par contre la structure des podocytes,
semble perturbée apres un s§jour dans le TCE.

La planche 4 montre que le podocyte n’est séparé de I’hémolymphe (H) que par une
lame basale (bl). Il renferme des vacuoles de différents types (*) et un systeme tubulaire
complexe (téte de fléche). Des pédicelles (p) reposent sur la lame basale, ils laissent entre eux
des pores fermés par une fine membrane (fléches). Des “coated” vésicules ou vésicules a
clathrine (double fléche) s ouvrent dans la membrane et internalisent un matériel dense qui
borde cette membrane; ce matériel se retrouve dans les vésicules fermées du cytoplasme (4b).
Apres un sgjour prolongé (3 mois) dans “I’eau de la nappe” on remarquera (planche 5b et 6)
des modifications au niveau des podocytes branchiaux: le systéme tubulaire s'est plus ou
moins désorganisé et les vacuoles remplies d'un matériel dense ont augmenté de taille,
I’ organisation des pédicelles est moins réguliere (comparer les photos a et b dans la planche
5). Dans un cas extréme (planche 6) la structure des podocytes s est complétement modifiée,
les pédicelles ont disparus, une grande vacuole centrale pleine de matériel divers s est formée
(étoile naire).

6-Mesure des potentiels transbranchiaux

La structure des épithéliums branchiaux proprement dits, respiratoire ou transporteur,
ne paraissant pas modifiée par une exposition au TCE, nous avons recherché si des tests de
mesures de potentiels transbranchiaux simples permettraient de détecter un quelconque effet
du TCE. En effet, les modifications de I'ionogramme de I’ hémolymphe d’ écrevisse suggére un
dysfonctionnement de la régulation ionique dont on sait qu’elle fait intervenir les branchies
chez I’ écrevisse. Nos résultats n’ont pas montré d’ effet probant.

7-Anayse de I’hémolymphe.

Des prélévements d’ hémolymphe ont été effectués dans tous les groupes d’ écrevisses
témoins et expérimentaux (n= 7 a 9 selon les cas). Les mesures de conductance (index du
contenu ionique total) montrent un accroissement du contenu ionique de I” hémolymphe et une
baisse de la natrémie apres exposition a des doses élevées de TCE (figures 8 et 9). Ce résultat
pourrait traduire un dysfonctionnement du tissu branchia bien que les tests effectués en
électrophysiologie aient été négatifs et que la microscopie ne montre pas d’ altération notable
du tissu épithélial.
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Effets du TCE sur les poissons chats

[-Comportement

Aprés 3 a 6 mois de traitement, la mortalité est nulle sauf dans le cas des animaux
EXPoseEs aux concentrations élevées de TCE (tableau 4). Cependant la croissance des animaux
varie considérablement. Le taux de croissance des animaux témoins est de 10 & 12% par mois.
Ces animaux absorbent la totalité de la nourriture distribuée. Les animaux exposes a |’ eau de
la nappe se développent un peu moins rapidement (moins de 5%). Les poissons exposes au
TCE 250, 500 et 1500 ug/l cessent de se nourrir et ne grossissent plus, comme le montre les
figures 10 et 11.

Les poissons exposes au TCE sécrétent du mucus en abondance et restent sous leur
abri méme la nuit. Dans I’ eau de la nappe ils prennent toute leur nourriture mais en vomissent
une partie par la suite. Enfin il faut remarquer qu’'un nettoyage quotidien est absolument
nécessaire chez les animaux exposés au TCE aors que pour les bacs témoins un nettoyage
par semaine peut suffire. On remargue en outre une dépigmentation de la peau des poissons
exposés au TCE.

2-Composition corporelle

En relation avec I’observation d'un blocage du grossissement des poissons chats
exposés au TCE, nous avons analysé la composition corporelle d'un groupe de poissons
exposés au TCE (250 ug/l) pendant 5 mois. La composition corporelle totale et celle du foie
est rapportée sur les figures 12 et 13. L’exposition au TCE ne modifie pas de fagon
significative les pourcentages d’eau, de protéines, de lipides et de cendres par rapport a la
masse fraiche. 11 n'en est pas de méme vis & vis de la masse séche (figures 14 et 15).
L’ exposition au TCE montre une diminution relative des' lipides, diminution qui est mieux
mise en évidence en exprimant le rapport lipides/protéines et lipides/cendres (figure 16).

3-Ultrastructure de I’ épithélium branchial

Pour mémoire, on rappellera que le systeme respiratoire des poissons est formé de
quatre arcs branchiaux disposés bilatéralement. Chaque arc porte des filaments qui eux-
mémes supportent les lamelles respiratoires (voir schéma d aprés Hughes, 1964; figure 17).
Filaments et lamelles sont recouverts d' un épithélium contenant différents types cellulaires
dont les principaux sont les cellules pavimenteuses, les cellules & mucus et les cellules a
chlorure. Les cellules a mucus sont plus spécialement localisées sur le bord efférent du
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filament (cOte d'arrivée de I'eau) bien que présentes aussi du cote afférent mais en petit
nombre; les cellules a chlorure sont situées du coté opposé ou céte afférent, les cellules
pavimenteuses recouvrent le filament et les lamelles ou elles constituent ['épithélium
respiratoire (Laurent et Dunel, 1980; Laurent, 1984).

Cet épithélium peut étre modifié par de nombreux facteurs internes ou externes
(modification du milieu environnant) (Laurent et Perry, 1991). Nous avons donc observé, en
microscopie a balayage, les différents types cellulaires chez des animaux exposés au TCE.
Chez les animaux maintenus dans |’ eau de la nappe depuis deux mois, le nombre et la taille
des cellules & chlorure ont augmenté mais la structure de leur pdle apical (trés spéciale chez
le poisson chat) reste inchangée. Les cellules & mucus sont plus nombreuses a la fois du coté
efférent et afférent et sont souvent vidées de leurs grains de mucus (comparer dans les
planches 7 et 8 les photos 7a, b et 8a avec les photos 7¢c, d et 8b). Lors d’'une intoxication
plus importante (Planches 7 e, f et 8c) les cellules & chlorure deviennent moins nombreuses
du c6té afférent ou on observe des cellules a mucus en grand nombre mais dont la structure
apicale est tres différente de celle d'une cellule en activité, du coté efférent les cellules a
mucus bien que totalement vidées de leurs grains de mucus (photo 8c) ont un aspect normal.
Du cété afférent il apparait en plus un nouveau type cellulaire (photo 7€) présentant des
ornementations apicales différentes de celles observées dans les cellules & chlorure de poisson
chat. Cet épithélium devrait étre étudié en détail al’aide du microscope a transmission, on a
déja ainsi pu remarquer que |’ épithélium pavimenteux présente une prolifération importante
et tend dans certains cas a recouvrir les cellules a chlorure d’ou leur disparition en
microscopie a balayage. Cette étude tres longue ne permet pas |’ observation d’ ensemble que
donne la microscopie a balayage. Toutefois pour étre tres rigoureux les travaux de
microscopie a balayage doivent s'accompagner d’une quantification des résultats (comptage
des différents types cellulaires, mesure des surfaces...) qui reste a faire.

Effets du TCE sur les truitelles
|-Développement des truitelles

Les résultats sont rapportés sur la figure 18. Apres quelques jours d’ exposition au TCE
(eau de la nappe), la croissance des truitelles se ralentit. L’ écart absolu et relatif des masses
S accentue avec le temps d’ exposition. Il ne s agit pas d un ralentissement uniforme de la
croissance. Ce retard de développement est plus marqué chez un grand nombre de truitelles
“chétives’ alors qu'un bon tiers des truitelles se développe tout a fait normalement. Cependant,
ces différences s estompent et on n'observe plus de différence de poids aprés trois mois
d exposition.



2-Ultrastructure de |’ épithélium branchial

Chez latruite, I’ épithélium de la branchie est constitué des mémes types cellulaires que
chez le poisson chat, seule I’ornementation de la surface apicale des cellules a chlorure est
différente.

Deux types d’ expériences ont été pratiques chez la truitelle: une intoxication chronique
par |I’eau de la nappe (durée 2 mois) et des intoxications aigués de 24, 48 et 72 heures. Nous
savons en effet, par expérience, que I’ épithélium branchial de truite peut réagir déjaen 12 ou
24 heures a des modifications du milieu environnant (O,/CO,, composition ionique etc)
(Laurent et al. 1994).

Nous n’avons observé, chez la truitelle, aucune modification nette de I’ épithélium
branchial que ce soit lors d’ une intoxication aigué ou chronique par le TCE (Planche 9).

3-Composition ionique du sang

Les intoxications chroniques par le TCE sont sans effet sur la natrémie et la
conductance du sang des truitelles (figure 19).

Les intoxications aigués ne paraissent pas modifier la natrémie, la conductance et le
pH du sang des truitelles. 1l faut cependant remarquer une tendance a une réduction de la
natrémie et une augmentation concommitante du pH chez les animaux exposés au TCE apreés
24 heures (figure 20). Ce phénoméne pourrait traduire une régulation puissante de la truite.

Effets du TCE sur la croissance des xénopes

Dans une premiére expérience, la croissance des animaux exposés a du TCE a une
concentration moyenne nominale de 150 ug/l (eau de la nappe phréatique alimentant le
laboratoire), est ralentie de fagon significative et réversible (figure 21). Cette expérience a été
renouvelée sans succes sur deux autres lots de xénopes. La croissance des deux lots a été
identique (figure 22). Dans le premier cas, les xénopes étaient nés au laboratoire de parents
eux-mémes exposés au TCE contenu dans I'eau de la nappe. Dans le second cas les petits
provenaient de I’éevage du CNRS a Montpellier.
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Effets du TCE sur les hamsters

|-Effets sur la fécondité.

Ces expériences ont été réalisées sur des hamsters de Dzoungarie, communément
appelés hamsters de Sibérie. Un élevage a été partagé en deux lots de 24 hamsters, un lot
témoin et un lot abreuvé d’ eau additionnée de TCE. La reproduction des couples a été suivie
sur un an.

Les résultats obtenus sont rapportés sur la figure 23. La fécondité de la premiére
génération (nombre de couples féconds par rapport au nombre total de couples) est plus
élevée chez les animaux abreuvés en TCE. Cependant, alors que la fécondité augmente chez
les animaux témoins pour les générations suivantes, elle ne cesse de décroitre chez les
animaux abreuvés en TCE. La situation de ce lot d' élevage est telle qu'il devient maintenant
difficile de former des couples qui ne soient pas des couples fréres/soeurs. Ceci correspond
a ce gue nous avions observé au cours des années 1992-1993.

2-Effet sur la cytochrome oxydase hépatique.

Cette étude a été réalisée sur des hamsters d’ Alsace. Les animaux expérimentaux ont
été abreuvés d eau additionnée de TCE (1000 pg/l nominal).

Les résultats appariés montrent une réduction significative de I’activité de la
cytochrome oxydase spécifique (figure 24). Ceci traduit une diminution de la capacité
oxydative du foie. Le foie étant un organe de détoxification, on s attendrait a un effet inverse.

3-Effet sur la protéine découplante du TAB

Ces expériences ont été réalisees sur du tissu adipeux brun de hamsters de Sibérie. Les
animaux expérimentaux ont été abreuvés d’eau additionnée de TCE pendant 2 mois avant le
sacrifice. Dans la semaine précédant le sacrifice, témoins et expérimentaux ont été exposés
au froid (5+1°C) pour stimuler le tissu adipeux brun.

La courbe de titration de la protéine découplante par les ions H’, traduite par les
variations de la vitesse initiale de gonflement osmotique est caractérisée par trois parametres,
deux pK' ou points de demi-titration et une vitesse maximale Vmax. Des deux pK', seul celui
situé dans la gamme des pH physiologiques nous intéresse ici.

A 15°C (figure 25), température que les animaux peuvent atteindre au cours de leurs
épisodes de torpeur, on n’'observe aucune différence significative entre les animaux ayant
consommé de |’ eau additionnée de TCE (1000 ug/l) et les témoins abreuvés d eau de ville



24

(pK'=7,29+0,06 contre 7,29+0,04). Par contre, lorsque les mitochondries sont étudiées a35°C,
température proche de la température corporelle normale, une différence apparait (figure 25).
Le pK' de la protéine découplante pour les ions H" passe de 6,85+0,03 dans le lot EV 3
6,95+0,03 dans le lot TCE (P<0,05).

En conclusion, I’ingestion chronique d’ une eau de boisson contenant du TCE se traduit
dégja par une modification remarquable au niveau du tissu adipeux brun. La variation de pK'
observée doit suffire a entrainer des effets fonctionnels, car elle est a comparer avec la
variation maximale du pH intracellulaire, de 0,15 a 0,20 unité pH, qui intervient lors de
I"activation physiologique de la therrnogénese. Nous avons observé récemment un effet de
méme amplitude et de méme direction sur le tissu adipeux brun du rat porteur d’ une tumeur
cancéreuse, le sarcome Y oshida
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CONCLUSIONS

Les résultats obtenus montrent que le TCE ralentit ou bloque la croissance de toutes
les especes étudiées (écrevisses, truites, poissons chats, xénopes, hamsters). Chez les
crustacés, ceci se traduit par un blocage total ou partiel de la mue. Alors que ces effets
paraissent transitoires chez la truite, ils sont permanents chez les autres especes, dans la
mesure ou |’ exposition au TCE est prolongée. Les doses de TCE utilisées ne paraissent pas
provoquer de mortalité importante au début de la période d’ exposition. Ce n’est en effet qu’ au
bout d'un an que la mortalité devient plus élevée chez les poissons chats. Cette mortalité
aurait certainement été plus importante si les animaux exposés au TCE n’avaient pas été
nettoyés plus souvent que les témoins. La forte mortalité des écrevisses au moment de la mue
montre que le TCE peut ne pas induire de mortalité notable tant que I’animal n’est pas soumis
a un autre stress tel que le stress naturel de la mue.

Parallélement & cet effet sur la croissance, d' autres effets secondaires tels que la
production de mucus, la dépigmentation de la peau et des comportements anormaux peuvent
étre notés chez les poissons chats. Chez I’ écrevisse, la dépression du systéme nerveux se
traduit par une baisse du tonus et une certaine apathie des animaux. L’apparence de la
carapace indigue que le TCE modifie chez cette espéce la structure des téguments. Dans les
deux cas ces effets ne sont notables qu’ apres plusieurs mois d’ exposition.

Les analyses n’offrent pas les meilleurs index d’ effets toxiques du TCE. Du point de
vue biochimique, la détermination de la composition corporelle ne parait pas permettre la mise
en évidence d'un effet du TCE, dans I’ état actuel des expériences. En fait, les poissons chats
exposés au TCE ne se nourrissent plus et sont contraints d’ utiliser leurs réserves énergétiques
pour survivre. Ce ne sont pas des protéines qui sont alors utilistes mais des lipides.
L’ utilisation des lipides va cependant dans ce cas a contre-sens de ce que laisserait entendre
la littérature. Le développement de lipides, en particulier dans le foie, devrait permettre a
I"animal de lutter contre I’intoxication en permettant un stockage du TCE dans ces lipides.
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Par contre I'ionogramme sanguin chez I’ écrevisse peut offrir une piste intéressante. Le
dosage du Na et du Cl- permettrait de mettre en évidence un dysfonctionnement de la
branchie. Mais un dosage du K* serait peut étre plus approprié en mettant en évidence une
lyse celulaire.

En dehors de quelques manifestations extérieures telles que la production de mucus,
les études cellulaires et sub-cellulaires paraissent offrir les pistes les plus intéressantes pour
détecter de facon précoce un début d'intoxication par le TCE. C'est le cas des variations de
I"activité de la cytochrome oxydase hépatique et du pK de la protéine découplante du tissu
adipeux brun de hamster. Elles indiquent clairement une modification de la physiologie des
cellules sous I action du TCE a un moment qui précede de loin les premiéres manifestations
des variations de taux de fécondité. Chez I’ écrevisse et le poisson chat, I ultrastructure de
certains types cellulaires dans la branchie est également modifiée bien avant que
N’ apparaissent les anomalies de mues et les retards de développement. C'est le cas pour les
podocytes de la branchie d'écrevisse ainsi que pour la carapace. C'est aussi le cas pour la
branchie de poissons chats. Ce sont les index de toxicité les plus remarquables que nous
ayons noteés.

Nos résultats soulignent également la nécessité d’ une exposition de longue durée avant
que les effets néfastes du TCE ne se manifestent. C’est le cas des écrevisses dont la mue n' est
perturbée que si I'exposition au TCE est suffissmment longue (5 a 6 mois). C'est ce qui
semble apparaitre chez les xénopes également: seul le groupe de xénopes nés au laboratoire
de parents exposés au TCE présente des retards de développement. C'est le cas des hamsters
de Sibérie dont le taux de fécondité ne parait chuter qu’au bout d’un an.

Nos résultats soulignent par ailleurs I’intérét d’ expérimenter sur des especes diverses.
Il semblerait bien que la truite, modéle toujours mis en avant comme test de toxicité, soit
relativement insensible au TCE. La truite est trés sensible a la température et a I’ oxygénation
de I'eau; c'est par contre sur les autres plans un animal trés robuste dont les capacités
d adaptation sont élevées. Les truites sont capables de vivre dans des canaux pollués par des
hydrocarbures tant que ces hydrocarbures ne forment pas une pellicule bloquant I’ oxygénation
de I’eau. Par contre comme le montre notre étude, le poisson chat dont le métabolisme est
plus élevé est aussi beaucoup plus sensible que la truite au TCE.
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A I'issue de cette expérimentation, nous éprouvons une certaine géne et une certaine
frustration quant aux concentrations de TCE qui induisent les effets que nous rapportons. Les
incohérences que nous mettons en évidence dans les dosages effectués par le laboratoire agréé
sont en effet tres préoccupantes. Nous nous trouvons dans une situation oU NOUs sOMMes
incapables de dire d’'un simple point de vue expérimental a quelle concentration nous avons
travaillé Notre seule consolation est de pouvoir affirmer que I’ utilisation de I’ eau de la nappe
du campus provoque des effets reproductibles. Nous n’avons pas la compétence technique
nécessaire pour pouvoir juger du niveau de précision qu'il est possible d atteindre dans
I"analyse du TCE. On est cependant en droit de se demander sur quels criteres est définie la
potabilité de I’eau quand les dosages paraissent si peu fiables.

Nous tenons a remercier Mr. S. Liess pour son travail photographique.
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