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RESUME

La presente etude visait d'abord & caractériser 1a ou les protéines
impliquées dans le métabolisme du cadmium lors d'une intoxication subaigué
chez la truite mouchetée, Salvelinus fontinalis, Mitchill. Trente et un jours
apres 'injection hebdomadaire intrapéritonéale de chlorure de cadmium, le
tissu hépatique principalement, présente diverses protéines associées au
cadmium . On distingue trois ordres de poids moléculaires, soit des
protéines & trés hauts poids moléculaires (THPM = 45 000) correspondant aux
malecules de complexation primaire, des proteéines a poids moléculaires
eleves (PME = 28 000) pouvant &tre des apo-métallothionéines et des
proteines a faibles poids moléculaires (FPM =15 000) possiblement des
metallothiongines ou des protéines similaires . On observe que le cadmium
sature des sites autres que 1a méetallothionéine ou le ligand de zinc lors
d'intoxication sous-létale . Le cadmium cohabite alors avec le zinc . Lorsgu’il
y a un déplacement métallique du zinc par e cadmium en situation de toxicite
gigie, le zinc se combine a d'autres particules et on constate un certain
niveau de saturation du tissu hepatique en cadmium. Ceci est appuyé par les
valeurs du facteur de bioconcentration .

Un deuxiéme abjectif consistait & déterminer le niveau de contamination du
cadmium et des meétalloprotéines dans le tissu hépatique de 1a truite apres un
sejour de cing mois dans les eaux du fjord du Saguenay ou 1a concentration en
metauy lourds et plus particuliérement en cadmium dépasse frequemment la
norme .

Mous avons noté un taux extrémement faible de cadmium dans le tissu
hépatigue, et des valeurs plus élevées au niveau du rein et des branchies .
Nous retrouvons aussi, quoiqu'en concentration plus faible, 1a présence des
trois ordres de poids moléculaires associes au metal . Comme dans la
premiére expérience, nous n'observons aucun effet biotique de la
contamination, confirmant ainsi I'aspect chronigue de cette expérience . Des
aspects d'antagonisme métallique y sont discutes .
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Finalement une troisiéme expérience visait a determiner les caractéristiques
métaboligues du tissu hepatique de la truite mouchetee dans une situation
d'intoxication aigué (dosage de CdC12 éleve, courte période d'exposition ), plus
particuliérement en relation avec les types moléculaires de métalloprotéines
déja identifiees . Nous observons ici une dominance des protéines a poids
maoléculaires élevés (PME) avec le cadmium prépondérant dans les protéines &
trés hauts poids moléculaires (THPM) .

Nous estimons ici que dans le cas d'une contamination massive au cadmium
effectuée dans un trés bref délai ol cette méme contamination dépasse la
capacité de 1a cellule a s'acclimater au metal, 1a thioneine n'aurait pas
suffisamment de temps pour étre synthétisée avant que la cellule ne soit
intoxiquée . De plus on sait que des protéines telle I'albumine sérique pourrait
jouer un réle important dans la complexation des ions métalliques et que les
taux de dégradation et de resynthétisation des protéines s'effectuent
rapidement .

Enfin du point de vue morphologique, on peut souligner que les cellules
hepatiques présentent un réarrangement des membranes internes et que
plusieurs gltérations du noyau, des mitochondries et du réticulum
endoplasmigque rugueux, sont observables .
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INTRODUCTION



1.1 Génaralites

Le developpement croissant des activités industrielles et domestigues
a engendré de nombreux types de pollution . La pollution liée aux métaux
lourds, particulierement en milieu aguatigue, suscite nombre d'inquiéetudes
tant pour la santé des populations aquatiques que sur celle des humains .
Mous savons que les métaux lourds sont persistants dans 1'environnement et
peuvent aussi s'accumuler dans les organismes vivants et étre toxiques
maéme a de tres faibles concentrations .

Plusieurs chercheurs ont étudié les effets de certains métaux lourds sur la
faune aquatique (Bouguegneau, ef &/, 1983; Bryan, 1971; Cairns, &/ &/, 1984,
Frausto da Silva et Williams, 1976; Rand et Petrocelli, 1985} . La plupart
des informations traitant des effets des contaminants sur les organismes
aquatiques sont liées aux études de mortalité (DLS0) qui n'offrent qu'un
indice de la réponse de I'organisme aux fortes concentrations toxiques et ne
permettent pas, le plus souvent, de saisir I'état reel de la situation et sa
dynamique .

Les etudes basees sur la contamination sous-létale et sur I'analyse des
alterations morphologiques , physiologiques ou biochimiques (Cherian et
Norberg, 1983; Forlin, ef &/, 1985; Haux et Larsson, 1984; Neff, 1985;
‘Yernberg, &f &/, 1982; Webb, 1979b) présentent davantage de possibilités
pour I'interpréetation des effets des contaminants metalliques en situation
reelle  Toutefois ces analyses ne sont pas assez nombreuses et ne
permettent pas actuellement une interprétation exhaustive .

En toxicologie on stipule que toute molécule chimique peut devenir nocive si
glle intervient pour altérer I'nomeéostasie du systéme. Les facteurs qui
déterminent le potentiel toxique de cette molécule sont évidemment lies a
sa nature mais aussi 8 sa concentration et @ la durée d'exposition { Rand et
Petrocelli, 1985) .

L'homeonstasie repose sur le maintien d’'un environnement interne stable qui
permel aux processus vitaux de se manifester de facon optimaie .
L'homanstasie par rapport aux ions métalliques a eté discuté par Frausto da

o



Silva et Williams {1976). Lorsque les métaux essentiels sont en
concentration sous-optimale, les processus he se manifestent pas
pleinement . 5'i1 y a exces, on se trouve a inhiber ces mémes processus . Par
exemple, lorsqu'on interfére avec 'activité enzymatique on obtient soit un
déplacement d'ion metallique essentiel ou on modifie 1a structure
molaculaire .

Les toxiques exercent principalement leurs actions en mobilisant le
metabolisme d'une grande variété d'enzymes capables d'utiliser les
wénobiotigues comme substrat. Le métabolisme de xénobiotique s’effectue,
de fagon genérale, en deux etapes :

a) Un groupe réactif polaire (xénobiotique) est introduit dans la
molécule, ce qui le rend plus accessible et permet a I'enzyme ciblée de jouer
un role de ligand et/ou de transporteur.

b) Les enzymes subséquemment favorisent la conjugaison avec
divers substrats tels les sucres, les acides aminés, les protéines et autres
agissant comme transporteur et ligand et formant ainsi des produits
solubles dans V'eau et qui peuvent &tre facilement excrétés .

En milieu naturel les animaux terrestres sont généralement exposes aux
metaux lourds a travers leur diéte ou par 1'air qu'ils respirent, alors que les
animaux aquatiques en plus de leur didte sont exposés aux métaux dissous et
particulaires dans les milieux ou ils évoluent. Comme les surfaces
d'absorption en milieu aquatique sont plus grandes, conséquemment
I'introduction des métaux y est de beaucoup facilitée et les quantités de
métaux accumules sont donc susceptibles d'étre plus importantes.

Dans les habitats aquatiques, les effets des variables environnementales sur
I'introduction des métaux lourds sont souvent considérables par rapport aux
sutres habitats puisque des variations de salinité, de pH, de conditions rédox
et autres peuvent affecter & la fois la spéciation chimique du métal et la
physiologie de I'animal (Bouquegneau, &? &/, 1983) .
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Mous pouvons distinguer quatre classes d'eléments biologigues d'importance
capitale; soit les eléments de structure de base : H,C, N, 0, P, G; les
eléments inorganiques majeurs : Na, K, Ca, Mg, Si, Cl; les eléments
essentiels en trace : Co, Cr, Cu, |, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, Zn, ¥ et finalement les
alements considérés comme contaminants : As, Ag, Au, Cd, Hg, Pb. Pour ces
derniers une strateqgie a 8té développée par la cellule pour l'introduction, le
transport et I'emmagasinage. Cette stratégie se traduit par l'utilisation de
protéines liantes dont 1a capacité de complexer le métal et de le rendre plus
soluble 4 'eau favorisent une certaine detoxication .

Parmi les moléecules susceptibles de former un complexe avec le métal, il y
a les métallothionéines. Ce sont généralement des polypeptides de poids
moléculaire d'environ 10 000 daltons et qui contiennent jusqu'a 7 atomes de
metal par molecule (Azeez, et 5/, 1985; Stone et Overnell, 1985; Cairns, &/
&/, 1984; Webb, 1979a) . Ces polypeptides sont synthétiseés suite 4 la
présence d'ions métalliques et jouent un rdle de régulateur dans 1'équilibre
des ions metalliques cellulaires .

On observe deux effets majeurs caractérisant la toxiciteé des metaux lourds :

1Y Le premier effet consiste en I'induction ou 1a modification des
metalloenzymes (intracellulaires ou membranaires) qui sont impliquees
dans la biosynthese ou qui interviennent dans 1a mobilisation de 1'énergie .
- D'autres métalloprotéines telles les métallothionéines seront synthétisées
et seront impliquees dans la régulation homéostasique des metaux .

2) En deuxieme liey le ligand spécifique au noyau matallique de
I'enzyme perdra son affinite et I'activité enzymatique en sera modifiée .
Méme une modification partielle des mécanismes enzymatiques, réduira la
capacité d'adaptation enzymatique et conségquemment 1'acclimatation de
I'animal a des stress environnementaux .

Dans cette etude, nous nous sommes interesses a ia contamination natureiie
et expérimentale de 1a truite mouchetae par les métaux lourds, Salvelinus



fontinalis , Mitchill . Nous avons choisi comme toxique métallique le
cadmium, a cause de ses propriétes, et parce qu'il nous permet I'observation
d'une réponse 4 des concentrations relativement faibles .

Le cadmium est un meétal relativement rare mais présent dans 1a plupart des
minerais de zinc, un élément avec qui il partage certaines caractéristiques.
On le trouve habituellement sous forme ionigque et il est toxique pour la
majorité des organismes . Le cadmium est facilement absorbé par le tractus
gastro-intestinal et tend & étre persistant puisqu'il s'accumule dans les
orqanes, surtout dans le foie et le rein .

Wous présentons dans la figure 1, un scénario des principales voies de
distribution du cadmium dans un organisme aquatique en situation naturelle
et en situation expérimentale sur lequel nous nous sommes basés pour notre
experimentation .

Peu d'expériences de contamination expérimentale par les métaux lourds ont
eté effectudes sur 1a truite mouchetée et particuliérement en eau salée, ou
les caracteristiques de transport transmembranaire sont susceptibles de
différer de celles en eaux douces .

Mous avons procédé a trois expériences visant & caractériser 'adaptation de
la truite mouchetée au cadmium en eau salée :

1) Une premiére expérience de toxicité subaigle visait 4 génerer la
synthese de métalloprotéines (métallothionéine entre autres) spécifiques
suivant 'injection intrapéritonéale de chlorure de cadmium et &
caractériser ces molecules.

21 Une deuxiéme expérience de toxicité chronigue touchait a la
determination des concentrations en cadmium dans divers tissus de la truite
mouchetee ayant séjournée en cage dans le Saguenay et cherchait &
identifier la présence de métalloprotéines et & les caractériser .

3) Une troisieme expérience {DL50) tentait de suivre 1a cinétique du
contaminant ainsi que la réponse physiologique du tissu hépatique dans le
contexte d'une expérience a forte dose de cadmium .
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Toxicité naturelle Toxicite expérimentale
@admium en solution dans l'eau ) Cadmium injecté
intrapéritonealement
( CdCl,)

l

Cadmium dans la
chaine trophique

: 4

Tract Branchies ,
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Métalloprotéines circulatoire

@ C.ésutres tissus )
( Excrétion )

Figure 1 . Scénario des principales voies de distribution dans un organisme
aquatigue (Modifie d'aprés Larrivee, 1991)



En utilisant 1a métallothionéine comme facteur de réponse de détoxification,
nous envisagions de suivre de fagon plus sensible I'évolution des effets de la
contamination au cadmium tant sur le terrain qu'en laboratoire . En effet le
cadmium possede une grande affinité pour la métallothionéine . Celle-ci
etant engagée dans la réqulation (tri et débordement) des ions métalligues,
on peut penser qu'elle est aussi impliquée dans I'@tablissement d’un nouvel
équilibre (homéostasie) .

De plus Loring , &7 &/, 1983, ont montré qu'au site de St-Fulgence, ou se
faisait I'2levage en cages des truites, le cadmium présente des valeurs de 3
a 6 fois plus élevées que les valeurs trouvées en mer soit de 0,14 ug1~! en
surface, 0,11 pg 1-1 en profondeur intermédiaire et 0,13 ug 11 au fond et
que selon Freeman et Sangalang (1976), une concentrationde 1 ng1-! de
cadmium dans 'eau suffit a altérer le metabolisme hormonal et a nuire 8 la
reproduction de 'omble de fontaine .

1.2 Objectifs
Les objectifs de cette etude ont été de :

1) Génerer expérimentalement dans le tissu hépathique chez la truite
mouchetée, Salvelinus fontinalis , Mitchill, 1a synthése de métalloprotéines

en utilisant des doses subaigles de chlorure de cadmium et de tenter de
caractériser ces protéines .

2) Determiner la concentration du cadmium dans divers tissus de la truite
mouchetée élevée en cage dans le Saguenay au niveau de St-Fulgence ou la
concentration en métaux lourds est supérieure au bruit de fond naturel, et de
verifier 1a teneur en métalloprotéine du tissu hépatique .

3) Tester les réactions cellulaires et tissulaires liées aux toxicités aigles
et subaigies causées par le chlorure de cadmium et étudier spécialement en
situation de dose aigie 1a cinétigue de la synthése de métalloprotéines,
plus spéecifiquement en ce qui regarde le déplacement du zinc et 1a
bioconcentration .



CHAPITRE H

REVUE DE LA LITTERATURE



2-1 Les metaux lourds dans 'eau

La contamination des eaux par les métaux lourds se fait principalement
par les elements suivant : 1e cadmium (Cd), 1e cuivre (Cu}, le zinc (Zn), le
plomb (Pb} et e mercure (Hg) . En réaction, le cadmium, peut perdre jusqu'a
2 électrons pour former un cation . Ceci se manifeste par une augmentation
de I'energie d'ionisation . De par son rayon ionique et d'un plus grand nombre
d'électrons disponibles, les ions métalliques Cd+2 sont caractérisés par une
forte polarité . L'effet de polarisation des composes de cadmium et
particulierement avec les ligands polarisables entraine le passage de la
liaison ionique a une liaison a caractére plus covalent (Aylett, 1979) .

En solution le cadmium a tendance a former facilement des hydroxydes (Cd-
OH ou [Cd(H20)6)]2+) puisqu'il est electropositif et qu'il réagit avec les ions
hydrogéne et oxygene . L'eau permet sa solubilité a cause de sa facilité a
faire des liens hydrogénes avec les groupes hydroxyles (Mahan, 1967; Aylett,
1979). De par leur caractere polaire, ces molécules sont donc plus solubles
dans 1'eau . Ainsi le cadmium devient-il plus biodisponible et plus sujet a la
bioaccumulation .

Depuis qu'il a eté déemontré que les metaux lourds peuvent étre toxiques
pour les organismes aquatiques, leur présence est généralement considérée
‘comme indésirable . A titre d'exemple, 1e cadmium se concentre dans la
chaine alimentaire et son temps de résidence dans un organisme peut étre
relativement long soit de 204 jours chez la plie, voire 8 plusieurs annees
chez les mammiferes .

L'ion Cd+2 réagit fortement avec de nombreuses molécules organiques telles
les protéines, phospholipides, purines , porphirines , acides nucléiques et
enzymes (Aylett, 1979) . En plus d'effectuer des liens covalents, le cadmium
posséde une grande affinité pour les groupes sulphydriles (thiol déprotonaté)
. A V'side de ses propriétés il accroit sa solubilite lipidique, sa
bioaccumulation, et favorise la toxicité envers les tissus cibles. |1
s'accumule surtout dans le foie et le rein en se liant aux résidus de cystéine
des protéines et plus particulierement des meétalloprotéines .



Le métabolisme du cadmium est proche de celui du zinc qu'il déplace
aisément dans les enzymes impliquées dans les réactions vitales (Moore et
Ramamoorthy, 1984) .

La majorité des experiences de contamination au cadmium ont éte réalisées
avec un complexe halide : CdC12 , dont la solubilité est d'environ

7,7 moles 171 4 20 oC ou 140g/100g H20 avec une stabilité modérée (Cotton
et Wilkinson, 1980; Seiler, &/ &/, 1988) . En eau salée 90 & du cadmium est
sous forme de chlorure et la combinaison CdC12 comprend 50 & de ces
COMpPOSEs .

Certains métaux tels le cuivre et le zinc jouent, en petite concentration un
rile essentiel dans le métabolisme des tissus. Par contre des méetaux non-
essentiels comme le cadmium et le mercure, 8 faible concentration, peuvent
interférer avec le métabolisme des metaux essentiels et tout
particuliérement en les déplagant . |1 semble que les ions métalliques non
complexes soient mieux assimilés par les organismes que les formes
complexees .Par rapport a d'autres éléments inorganiques (tels Zn, Cu, Fe,
Se, Ca, Mn) le cadmium interfére en competitionnant pour les sites de
liaison et cause une déficience d'élements essentiels . Cette interférence
peut se manifester au niveau du site d'absorption de 1a membrane, dans le
transpaort transmembranaire ou encore dans la cellule elle-méme {webb,
1979a) .

Il existe trois mécanismes différents en milieu aguatique pour 1'entrée du
cadmium dans les organes; soit par diffusion, par adsorption ou encore par
transport actif ou facilité :

- La diffusion : La plupart des toxiques xénobiotiques pénétrent & travers
les membranes {&pithélium de la bouche et du tractus digestif) par diffusion
passive . Ce type de transport ne requiert aucune dépense d'énergie de
I'organisme .

Selon la loi de Fick, 1a force d'entrée dans les membranes est directement
proportionnelle a la difference entre les concentrations de part et d'autre de
1a membrane (F = KC ) .



2- L'adsorption : Il s'agit d'un processus par lequel la membrane attire et
retient les atomes ou molécules qui viennent en contact avec eile .
L'adsorption affecte les fonctions de 1'épithelium mais ne contribue pas
directement 4§ 1a toxicité interne de I'animal (Spacie et Hamelink, 1985) .

3- Le transport actif ou facilité : Dans ce type de transport, le meétal forme
un complexe réversible avec une molécule de transport (transporteur).

Si nous nous référons au processus biologique, la voie commune passe par 1a
complexation avec un recepteur entrainant la migration de transporteur . i1
faut donc noter que ce processus peut étre complexe .

Le cadmium utilise préférablement les voies d'entrée suivantes {Coombs,
1973)

- soit le systéme membranaire Na+ K+ _ dépendant

- soit 'association avec les phospholipides

- 501t T'endocytose .

Selon Sprague (1985) certains facteurs modifient 1a toxicité du contaminant
surtout s'ils impliquent un changement dans la forme chimigue ayant pour
effet de faciliter ou diminuer la biodisponibilité .

Ainsi les caractéristiques du milieu telles 1a température, 1a concentration
en hydrogéene (pH), I'oxygéne dissout, 1a salinité peuvent affecter la toxicité.
chez les organismes aquatiques .

Méme les caractéristiques propres des organismes tels 'espece, la taille
des individus, leur stade de développement, leur état nutritionnel et de
santé, 1a constitution interne de I'organisme et 1e sexe influencent
significativement 1a toxicité du contaminant .

2-2 Les effets des métaux lourds sur les poissons

Les organismes aquatiques sont généralement extrémement vulnérables
face aux effets toxiques résultant de 'absorption par voie orale, puisque
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V'eau est un solvant polaire trés efficace pour plusieurs composés chimiques
{Mehrle et Mayer, 1985) .

Les effets décelés des métaux lourds sur la faune aguatique se révelent etre
surtout de nature physiologique ou biochimique . Les comportements
modifias par ces métaux se présentent lors de toxicité aigie et le plus
souyent en situation expérimentale .

Actuellement nous ne disposons pas de test standard pour évaluer les effets
comportementaux de la toxicité en milieu aquatique (Rand, 1985} .

Chez 12 méné (Phoxinus sp.) le cadmium cause une scolliose de 1a colonne
{Bengtsson, &f &7, 1976) . Selon Benoit, &7 &/ (1976) la truite mouchetée
présente une hyperactivité huit semaines apres le début des tests et des
déformations aprés trois générations . Chez la truite arc-en-ciel on note des
pertes d'appétit qui revient graduellement a la normale (Leland et Kuwabara,
1985) . Pour 1a plie, le cadmium semble provoquer une hypersensibilité ,des
mouvements natatoires non coordonnés, la perte d'equilibre, une 1éthargie et
un déséquilibre ionique {Larsson, &f &1, 1981) .

Farlin, ¢ 8/ (1983) ont analysé I'entrée du cadmium par injection
intrapéritonéale ou en solution dans 1'eau chez la truite arc-en ciel . lis
observent diverses réactions touchant directement le métabolisme de
I'organisme soit - une augmentation du nombre de vacuoles, I'altération des
mitochondries, une augmentation du nombre d'inclusions, une intensification
de 'activité des lysosomes, 1'hypertrophie du complexe de Golgi, un
détachement des ribosomes, une dilatation du réticulum endoplasmique
rugueux ainsi qu'une altération de I'efficacité des enzymes du foie et du
rein.

Sangalang et O'Halloran {1973) ont constate I'effet adverse du cadmium sur
les testicules de la truite mouchetée . Larsson et Hauy (1982) avancent que
des doses sous-1étales de cadmium altérent le métabolisme des sucres .

Suite 8 une exposition au cadmium,Olsson et Haux (1985) rapportent une
altération du foie chez la perchaude; Azeez, &7 &/ {1985) y observent 1a
nephrotoxicité .
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Chez les especes aquatiques, de fagon génerale, on remarque des dommages
aux membranes respiratoires . De plus, la toxicite par des sels de métaux
lourds chez les poissons conduit a une asphyxie provoguée par 1a réaction
des ions metalliques avec les constituants du mucus secreté par les
branchies {Leland et Kuwabara, 1985) .

Le cadmium interfere donc avec un ensemble de composantes et de processus
cellulaires . L'effet toxique est obtenu lorsque Vinterférence bloque a un
certain niveau les processus (Samarawickrama, 1979). Ceci signifie que la
toxicité est proportionnelle & 1a quantité de complexes (ion métallique-
substrat : enzymes, protéines etc.) formes au cours de la contamination;
qu'elle dépend des concentrations de 1'ion métallique en fonction de 1a
disponibilité des sites récepteurs {(enzymes, protéines) et que l'intensité
des réactions améne des conditions variables dans les réponses
toxicologiques . En se rapprochant des concentrations critiques, il se
produit un affaiblissement des fonctions cellulaires allant méme jusqu'a 1a
mort des celluies et / ou de I'organisme . Cette concentration critique dans
un organe cible represente le point déterminant la survie ou le
developpement de pathologie chez 1'animal en partant de la dose provoguant
I'accumulation du contaminant jusqu'a I'effet d'intoxication chez un individu
contaminé . Ainsi 1'effet adverse ou 'interférence désigne un changement
biologique significatif causé par une exposition donnée a un toxique .

2-3 La metallothionéine : Caractéristiques et roles

Les organismes sont capables de s'aclimater a certains contaminants en

decd d'un seuil de concentration sur une certaine période de temps Selon le
type de contaminant, 1'animal devient soit plus tolérant soit plus vuinérable
dépendant du mode d'action du toxique et des mécanismes de détoxication
propres a I'animal (Sprague, 1985) .

Les poissons présentent un certain degré de tolérance suite 4 une exposition
aux métaux lourds . Les mécanismes de tolérance aux métaux lourds se
classent en deux catégories :

1- T'exclusion cellulaire;

13



2- les modifications intracellulaires .

L'exclusion cellulaire caractérise d'avantage les algues et les plantes
aquatiques . L'induction des modifications intracellulaires semble mieux
représenter 1es poissons et se rattache aux trois mécanismes de
detoxication suivant :

1- 1'oxydation, 1a réduction ou I'hydrolyse du métal en produit plus soluble et
plus acide .

2- Vincorporation du métal dans des macromolécules a forte affinité
metallique telle 1a métallothionéine .

3- l1a séquestration du toxique dans des tissus ou des organelles qui en
rendent 1'acces difficile aux tissus plus vulnérables (Leland et Kuwabara,
1985).

Mous retenons ici le mécanisme d'incorporation du métal dans des
macromolécules a fortes affinité pour les métaux, par exemple la
metallothionéine, car elle présente des caractéristiques physiologiques et
biochimiques spécifiques dans la défense de 1'organisme contre les toxiques
inorganiques .

L'acquisition de 1a tolérance aux métaux lourds peut résulter en une
augmentation de 1a synthése de 1a métallothionéine, plus particul iérement
lorsqu’il y a exposition aux métaux divalents comme le cadmium, le mercure,
le cuivre et le zinc .

‘Les caractéristiques physico-chimiques de 1a métallothionéine sont décrites
ci-bas :

- 11 g'agit d'une protéine de faible poids moléculaire : 6 5004 11 000
daltons déependant des systemes et des types d'analyse (Hunziker et Kagi,
1984) .

- LCette protéine contient environ 30% de résidus cystéiniques et posséde
une grande affinité a une grande quantité de métaux divalents (Cu, Zn, Hg, Cd,
Pb) .

- Elle ne contient sucun acide aminé aromatique ni de lien disulphide .

- Cette protéine est ausi capable de lier 7 cations métalliques; ces cations
sont liés aux groupes thiols ou sulphydriles en proportion de 3 thiolates pour
1 ion de metal (figures 2 et 3) . 11 s'agit ici d’'une moyenne globale .
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- De plus ,elle présente une structure tétraédrique (Weser et Rupp, 1979)
(fiqure 3 ).

- Elle est thermostable . :

- On signale sa présence comme protéine intracellulaire et son absence
dans le liquide extracellulaire .

- Sa localisation se situe dans le cytoplasme et dans ie noyau {Cherian et
Goyer, 1978; Engel et Roesijadi, 1987) .

- Comme caractéristique spectrale ,elle posséde un pic d'absorption
maximale autour de 250 nm (Aylett, 1979) .

Cette protéine se retrouve généralement emmagasinée comme constituant
soluble dans le cytoplasme des cellules hapatiques et rénales; et en
proportion plus faible dans d'autres tissus tel 1e muscle (Leland et
Kuwabara, 1985) .

Si nous comparons quelgques propriétés de la métallothionéine (Mtn) des
mammiféres et des paissons, nous pouvons présenter le tableau suivant
(tableau 1}:

TABLEAU 1. Quelques caractéristiques de la métallothionéine comparées
chez les mammiferes et les poissons

Caracteristiques Mtn Mammiféres Mtn Poissons

- & de cystéine <25 > 30

- lsomere 2 1, 2 ou 3 en fonction des especes
ou du procédé d'extraction

- Contenu en Cu, Zn faible eleve

- Protéine spécifique  stable variable

pour les matauy
{Klaverkamp, &? &/, 1984)
Mtn = metallothionein
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FIGURE 2. Chromophores metal-thiolate de cystéine contenus dans la Mtn-Cd
(Weser et Rupp, 1979).

{ FRACNENT 0 )

FIGURE 3. Structure proposée de 1a métallothiongine {(Mtn)
(Hunziker et Kagi, 1984} .

(a) (®)

FIGURE 4. Comparaison des types de regroupement
a) metal-thiolate et b) métal-souffre
cercle plein = métal; cercle vide = soufre terminal du ligand;
cercle rayé = pont soufre vs ligand
(Hunziker et Kagi, 1984) .

16



Autres que les caractéristiques physico-chimiques, la métallothionéine
presente aussi des fonctions biologiques gue voici :

1- Tout d'abord les cellules hépatiques et rénales accumulent
progressivement 1'ion Cd+2 . Elles assurent ensuite une protection contre le
toxique en permettant & 1'ion cadmium Cd+2 de prendre dans les
métalloprotéines la place de 1'ion zinc Zn+2 qui est moins toxique .

2- Comme l'activité de 1a métallothiongine est ligée 4 son potentiel rédox,
elle sert dans 'absorption, le transport et la régulation du métabolisme du
zinc . Le nombre de résidus cystéiniques prévient 'oxydation et conserve
ainsi le potentiel rédox . Ainsi, la synthése de la métallothionéine (Mtn) dans
le foie, controle 'entrée et 'accumulation des réserves de zinc et dans 1a
muqueuse intestinale, la Mtn a la fonction de se lier au zinc et régularise
ainsi le transport du metal dans le sang (Wwebb, 1979a) .

Lorsque les toxiques inorganiques se complexifient avec la
metallothiongine, il en résulte habituellement une réeduction de toxicité en
ce sens gue 1'ion métallique n'est pas accessible ailleurs . |1 est donc bloqué
a un endroit en étant complexé, en conséquence toute augmentation de 1a
thiongine n'influencerait pas la toxicité du cadmium {Webb, 1979a) .

Ainsi 1a métallothionéine jouerait un rdle de détoxication et de protection
contre les toxiques inorganiques . Ce n'est cependant pas son seul rle .
Elle est fondamentalement impliquée dans le rle de métabolisme et de
régulation des métaux essentiels . Elle intervient dans le transport et le
stockage des metaux et elle possede en plus la capacité de réponse
immunitaire (Cherian et Goyer, 1978) .

On pourait présenter 1a coordination des ions metalliques versus les sites
donneurs dans une situation de contamination comme suit:

1- On suggere que les cations du Cd+2 ou Zn+2, s'associent 4 1a molécule de
Mtn et y sont rattachés via les groupes thiols {sulphydriles) (figures 2 et 3).
Ceci est représenté par I'association de 3 groupes SH- {moyenne globale)
pour chague ion métallique implique et les acides aminés de base sont
combinés au métal via leur site donneur N . Donc 1'abondance des résidus de
cystéine et leur arrrangement dans des séquences de polypeptides (figure 5,



Cys-¥-Cys et Cys-X-Y-Cys), prédisposent 1a Mtn & se lier aux métaux . Les
métaux sont 1iés a 1a protéine du coté de la chaine ou le zinc joue un rile
actif dans l'insertion du cadmium; c'est-a-dire ol la cystéine est
déprotonatée & travers les liens thiolates {(mercaptides) (Hunziker et Kégi,
19584) .

2- De plus, il se produit un échange rapide entre le Cd+2 et le donneur et par
ce fait cette réaction se trouve favorisée .

3- Dans ce processus ,on considére.qu'il existe aussi un échange avec
'oxygene protéinique en solution aqueuse { figure 6) .

Du point de vue de I'adaptation cellulaire ,on peut distinguer deux types de
processus concernant la gestion des métaux toxiques {Cherian et Nordberg,
1983; Banerjee, &f 8/, 1982) :

1-Un processus cytoplasmique impliguant une protéine spécifique (une ou

plusieurs metalloproteines) . Ce processus se réfléte par des changements
lysosomiques .

2- Un processus nucléaire ol les metaux se lient aux protéines nucleaires

{non-histoniques ) . 11 y a ici formation d'inclusions ou d'agglomérats .

On a méme comparé la réponse de 1a métallothionéine aux metaux lourds 8 l1a

réponse immunitaire de synthese d'anticorps (Azeez, &/ &/, 1985 ; Petering

et Fowler, 1986) . Ceux-ci ont tenté une interprétation du métabolisme et
de la toxicité du cadmium dont voici 1e résume shématique (figure 7):
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FIGURE 5. Séquence d'acides aminés de la métallothionéine du rein du cheval
{Webb, 1979b) .

FIGURE 6. Echange entre le cadmium et 1'oxygéne en solution aqueuse
(Aylett, 1979) .
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Figure 7 . Métabolisme du cadmium dans la cellule :
K2 [ Cd-Mtn]> K1 [Cd + Mtn] . (Modifié d'aprés Petering et Fowler,
1986 et Azeez, &t 87, 1989) .

En premier lieu, hors de la cellule ou de I'organisme, le métal toxique
interagit par chélation pour former un complexe métal-ligand (Cd-Li) . Le
metal doit ensuite étre diffusé ou transporté dans la cellule cible et se
distribue selon les sites disponibles . Le metal réagit avec les différents
constituants cellulaires {enzymes, protéines, organelles ,etc.) ayant une
affinite envers les métaux .

Le métal induit ensuite 1a synthese de thionéine m-RNA, 1aquelle conduit a
la synthése de 1a Mtn . Lorsque la protéine se degrade, le cadmium est libéré

et il réinduit la synthése de la Mtn .

K1
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Apparemment i1 y aurait deux conditions permettant au cadmium d'étre
toxique : c'est -a-dire (1) avant, I'induction initiale de la Mtn lorsque le
cadmium est complexé (Cd-Li},ceci semble perturber une certaine quantité
de processus biochimiques et (2) lorsqu'il y a un surplus de cadmium
accumulé dans la cellule (K2 » K1) et qu'il est 1ié 4 1a Mtn préecisément au
moment ol le taux de biodégradation et de libération du Cd de la protéine
excede le taux de synthése (K1) de 1a Mtn et des complexes similaires, qui
ont pour but de protéger la cellule.

Ce modéle s'applique seulement dans le cas ou les tissus comme le foie et le
rein peuvent accumuler suffisamment de cadmium (toxicité aigie ). Pour les
cas de toxicité chronique ou de contamination a faible concentration son
utilisation est a reconsidérer ou 8 modifier car les Mtn-similaires liées
au cadmium semblent étre plus abondantes que les Mtn, méme s'il1 y a peu de
métal entrant dans le tissu et que le seuil d'induction de 1a Mtn n'est pas
atteint . Ceci correspond tout particuliérement aux organismes non-
mammaliens .

2-4 Le cadmium, 1a métallothionéine et les salmonidés

Ici nous présentons en un tableau récapitulatif (tableau 2, ci—dessous),
les travaux effectués sur les salmonidés contaminés soit
expérimentalement par injection de cadmium, soit par exposition au
cadmium ou & un mélange de toxiques en milieu naturel .



Tableau 2. Synthese de la contamination au cadmium chez les salmonidés

Especes Toxiques Types d'expérience Themes

Salvelimus Cd
fontinalis

Truites sp.
Salvelinus Cd
fontinalis

Salmo Cd
gairdneri

Salmo Cd

Chercheurs

Test letal en eau

douce

Test sous-létal

Test 1&tal

Injection 1étale

Test 16tal,eau
saumatre

Milieu naturel

Test sous-létal ,
en eau douce

Injection intrape-

ritoneale

Testicules Sangalang et
O’Halloran, 1973
Ultrastruc-  Betting et

ture du rein  Loewen, 1975

Foie,rein,etc Benoit, &f &/,
3 générations 1976

Plasma Roch et Maly,

sanguin 1979

Mtn: 6 700 Beattie et
Pascoe, 1979

Ultrastruc- Chapman, 1981

ture du foie

Hydrate de C- Larsson et Haux,
1982

Mtn,indicateur Roch, &f &/,
de pollution, 1982
P.M.

Foie,rein,sang Haux et Larsson,
glycogene 1984

Foie, rein, Thomas, &? &/,
branchie 1983
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Especes  Toxiques Types d'expérience  Themes Chercheurs
Salma Cd Eau douce en 2 types de Mtn Thomas, &f &/,
gairdneri lahoratoire 1983

Salmo Zn,Cd  Létale 7 jours Mtn: 10 000 Haux , &? &/,
gairdneri  Hg,Cu 1984

Salmo Zn,Eu Létale Ratio,toxicité Roch et McCarter,
gairdneri  Cd additive 1984 a

salmo Zn,Cu Milieu naturel Mtn du foie Roch et McCarter,
gairdneri Cd 1984 b
Onchorynchus Cu, Milieu naturel, Min-hepatique Roch et
McCarter,

tshawytscha Zn,Cd encages 1984 ¢
Salmo Cd Létale en eau Inhibition Forlin, &f &/,
gairdneri douce d'enzymes 1985

Salmo Cd Injections P-450,foie Forlin et
gairdneri ‘ Anderson, 1985
Salmo £d,Zn  Létale en eau Iso - Mtn (2) Thomas, &f 5/,
gairdneri douce 1985

Salmao Zn,Cu  Milieu naturel Correlation - Roch et McCarter,
gairdneri Cd Mtn,truitelle 1986

Salmo Cd,Pb Létale,15 et 30 Rein,foie,rate Crespo, & &/,

gairdneri

jours {orale)
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Espaces Toxiques Types d'expérience  Thémes Chercheurs
Saivelinus Cd Letale en eau Conflit de novo Hamilton, &7 a4,
fontinalis douce synthesis, 1987 a
indicateur de
stress
Salvelinus Cd Test de 30 jours Mesure de Mtn Hamilton, &/ &/,
fontinalis 1967 b
5aimo Cd, Test 1&tal 16 h. Inhibition Ca+2 Verbost, &f 5/,
gairdneri  La+3 transport Cd 1987

et Ca via La+3
dans les branchies

Toutes ces expériences visent a mieux connaitre le fonctionnement et la
capacité des organes vitaux impliques tels le foie et le rein.

I1 apparait tout d'abord qu'une métallathionéine ou une protéine equivalente
intervient par affinité pour le toxigue afin de maintenir la balance ionique
et régulariser la quantité de métal . 11 semble aussi que cette
metallothiongine soit gussi considérée comme un indicateur de pollution
autant en habitat naturel qu'en laboratoire .

Mous tirons de ce tableau que la majorite des tests utilises portent sur des
etudes de martalité {DLS0) sur de courtes péricdes et sont généralement
effectués en eau douce . On préfere donc utiliser une intoxication sévere afin
d'obtenir une réponse rapide . L'interprétation de ces auteurs reste
incomplete car le plus souvent elle s'eloigne de 1a situation réeile des
mécanismes employés par 1'animal. Par conseguent i1 est souvent
nécessaire d'extrapoler aux espéces aquatiques les résultats obtenus &
partir des mammiféres terrestres. Toutefois on commence & obtenir des
résuitats pour différentes especes aguatiques . D'autre part ces recherches
coanfirment aussi e mangue de connaissance au niveau de la cinétique du
cadmium . Méme dans 1a littérature on constate qu'il existe un conflit avec
1a "spill hypothesis " . Ceci implique que le test de toxicité aigie (1étale) ne
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permet pas d'obtenir une reponse claire sur les mecanismes cellulaires et
tissulaires .

Drailleurs dans le tableau 2 on ne reléve que peu d'analyses ultrastructurales
qui permettraient une meilleure visualisation de la dynamique cellulaire .
Kawahara, &/ ¢/ (1974 ) suggerent que le cadmium se répartit autant dans
le noyau que dans le cytoplasme . Le cadmium et le zinc se retrouvent liés
dans les réactions et on peut les détecter dans les lysosomes du foie et du
rein.

Pour d'autres especes que les salmonidés, on retrouve des phénomenes
similaires . Pour Viarengo, &f 8/ (1989) la métallothionéine riche en cuivre
est insoluble dans les lysosomes de I'hépatopancréas de la moule . Lorsque la
solubilité augmente, 1a toxicité augmente parallelement . Ceci serait
egalement valable pour le cadmium .

Georges, 1982, précise aussi que pour la faune aquatique 1a plupart des
métaux lourds accumulés dans les tissus se retrouvent dans le noyau, les
mitochondries et les lysosomes .

Chez les mollusques bivalves on observe que suite 8 une exposition de 100
ppb de cadmium radioactif, 93% du cadmium total accumulé dans le sang se
situe dans le plasma et seulement 78 dans les hemocytes . Ce qui suggere
que le plasma est le principal vecteur du métal (Robinson et Ryan, 1988)
tout comme dans 1'expérience de Roch et Maly ,1979.

Finalement ,pour évaluer 1a togicite, le critére le plus utilisé se référe au
mode d'action du polluant . Cependant il n'est pas toujours facile de faire
1'adéquation entre le taux de survie de 'animal et 1'altération des processus
biochimiques et physiologiques . Lors d'évaluation d'une substance toxique,
le comportement moléaculaire (spéciation) serait une référence importante
pour bien saisir les effets produits par des composés chimiques . {1 est
toutefois difficile de bien comprendre ce comportement moléculaire (Rand,
1985) mais une meilleure connaissance des composantes cellulaires et de
leur évolution dans le temps en situation de contamination permettrait de



mieux saisir les meécanismes impliqués dans 1a toxicologie liée aux métaux
lourds .
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CHAPITRE 1}

MATERIEL ET METHODES
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Pour répondre aux objectifs de 1'etude nous avons utilisé la truite
mouchetée, Salvelinus fontinalis , Mitchill (figure 8) . Les truites
employées pour fins expérimentales, provenaient de deux piscicultures soit
celle de A. Duguay a St-Fulgence et celle d’Aquaculture Saguenay
Manicouagan a ville de La Baie . Un total d’environ 200 truites de 30 cm de
longueur en moyenne ont servi a effectuer trois experiences .

Un protocole général (figure 9) souligne les conditions d'échantilionnage et
d'analyse pour les expériences présentées ci-bas .
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Figure 8. Truite mouchetée, Salvelinus fontinalis, Mitchill
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Afin de réaliser les trois objectifs de cette recherche, trois situations
experimentales ont été elaborées :

3-1 Experience 1:
3-1.1 Elevage :

Mous avons utiiise trois bassins : un d'eau douce & circuiation ouvertie
permettant le stockage des truites en condition optimale et deux autres
bassins d'eau salée 8 circulation fermee dont le premier contenait 570 1 et
servait aux expériences d'intoxication experimentale et un deuxiéme de 950
litres était réservé pour les témoins . La salinité de 'eau était maintenue a
25 0/00, correspondant aux conditions du milieu naturel a St-Fulgence .

On alimentait les truites 4 satiété deux fois par jour avec de la moulée
Saint-Martin sous forme de particule de 1,5cm .

3-1.2 Contamination Expérimentale :

Trente individus (Salvelinus fontinalis, Mitchill )dont la longueur et le
poids, avaient préalablement &té mesurés ,ont été contaminés par des
injections intrapéritonéales de 0,2; 0,6 et 2.0 mg kg~ ! de chlorure de
cadmium (CdC12) dans 1,1 % Nacl (solution isotonique ) au jour 1, 8 et 15
respectivement 4 partir du début de 1'expérience . Au jour 31 les poissons
étaient mesurés, pesés et sacrifiés et les tissus prélevés étaient aussi
peses et traités selon le type d'analyse prévue .

Une partie des tissus était congelée pour 1" extraction ultérieure de
matalloprotéines et le reste des mémes tissus était fixeé pour les analyses
cellulaires et pour fin d'examens morphologigues et ultrastructuraux .

Dans cette expérience, nous avons concentré nos travaux sur trois tissus
soit le foie, le rein et le muscle .

3-1.3 Analyses Biomeétrigues :

Des mesures de poids, de longueur, d'indices hépatosomatiques et
gonadosomatiques, de facteur de condition (K = P / L3) ont été faites sur les
echantillons expérimentaux et témoins . D'autre part des comptes cellulaires

3



(diamétres : cellules et noyaux) étaient effectuds exclusivement sur le tissu

hépatique .

Afin de mieux évaluer les résultats nous les avons soumis 4 divers tests
statistiques . Nous avons vérifié I'homogeéneiteé des variances, le coefficient
de variation et les proprietés d'une distribution normale Nous avons pose la
question a savoir 5'il existe une différence significative entre les poids des
tissus des truites témoins (T) et ceux des truites expérimentales (E): (T >
E)doncHo =T =E et Hl =T » E. Ceci nous permettrait de verifier sila
contamination subaigué exerce une influence réelle sur le poids des organes
des poissons . Aussi nous avons choisi d'utiliser le test de u (Mann -
Wwithney) qui est un test de comparaison équivalent au test de student pour
les données non-parametriques (Sherrer, 1984) . Au test de 1 est aussi
associé le coefficient de Kendall .

Nous avons aussi utilisé des tests de comparaison ainsi que le facteur de
bioconcentration {FBC), nous permettant de noter 1a majoration de
I'accumulation du cadmium dans les tissus etudiés .

Le facteur de bioconcentration c'est le rapport de 1a concentration du
toxique dans les tissus sur 1a concentration dans 1'eau ou dans 'injection .
Spacie et Hamelink (1985) traitent du FBC pour des expériences de courtes
durees .

2-1.4 Analyses Microscopiques

Les analyses microscopiques ont porté principalement sur le tissu
hépatique . Pour les observations morphologiques de routine, les tissus sont
fixes a 1a formaline 10 & dans un tampon phosphate di-sodium et enrobés
dans 1a paraffine selon les méthodes standards. Des sections ont &ié
obtenues & 1'aide d'un microtome {(American Optical, modele §20) et colorées
au Trichrome de Masson (Gabe, 1968) Les sections ont ensuite été
gxaminees sous un microscope photonique {Carl Zeiss Inc.) pour fin de
comptes cellulaires .

Les echantillons servant aux analyses ultrastructurales sont en premier lieu
fixes 4 la glutaraldehyde (3,5 & ) et transférés dans un tampon cacodylate
(0,2M,ph 7,2 ) et finalement post-fixes au tétroxide d'osmium (13%) dans



I'eau distillée . Ultérieurement ces specimens sont enrobés dans la
préparation Spurr selon les methodes standards . On obtient des sections
ultrafines au moyen de l'ultramicrotome (Reichert modéie OM-U2) et celles-
ci sont contrastées par coloration différentielle au citrate de plomb et &
I'acétate d'uranyle. Nous avons par la suite étudié en détail ces coupes
ultrafines au microscope electronique a transmission (Philips EM-201) pour
approfondir les analyses morphométriques qualitatives et quantitatives
deja faites en microscopie photonique .

3-1.5 Analyses Biochimiques

L'extraction des métalloprotéines et plus particulierement de la
métallothionéine a 8té réalisée principalement sur le foie Nous avons
procédé selon 1a methode d'Overnell et Coombs (1979) et 1'avons modifiée
comme suit

1- Les tissus individuels ou en groupe de 10 sont pesés et
homogénéisés & 4 oC dans une solution saline de NaCl 1,1 & (p/v) pendant
environ 30 s .

2- L'homogénat est ensuite centrifugé a 10 000 g pendant 30 minutes
8 4 0C (centrifugeuse Sorval, Superspeed RC2-B) . Le surnageant (10 000 g)
recueilli est de nouveau centrifugé a8 100 000 g durant une heure
(ultracentrifugeuse Beckman, L2-75B) . C'est le surnageant de cette
derniere centrifugation qui sert aux analyses chromatographiques sur
colonne et aux analyses élémentaires .

3- On applique le surnageant (0,5 cc) sur une colonne de gel Séephadex
G-75 de dimension de 10 * 1,2 cm et on procéde a 1'2lution a8 une vitesse de

36 cc h™! dans un tampon de 20 mM Tris-HCI, ph 8,6 . Quatre-vingt fractions

de 0,75cc chacune sont récoltees dans un collecteur automatique, donnant un
total de 60 cc pour un temps d'@lution complet de 1h40 . L'éluat est aussi
evalué par rapport a son absorption 4 250 et & 280 nm en
spectrophotométrie (Gilford 2400-S) selon le type d'échantillon .

3- 1 6 Analyses Elémentaires
Les échantillons du surnageant 100 000 g et les fractions
chromatographiques sont analyses pour détecter la présence du cadmium au
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moyen d'un appareil d' absorption atomique (Perkin Elmer 8 émission avec
flamme *100) .

Les echantillons du surnageant ainsi que les eluats sont aspirés directement
dans 1a flamme air / acétylene et permettent ainsi de quantifier
instantanément les métaux lourds (Cd, Zn) des échantillons .

3-2 Experience 2:

Milieu d'élevage et contamination naturelle :

Le site choisi pour 1'eévaluation de la contamination de la truite
mouchetée en milieu naturel se situe & I'Anse aux Pins 4 St-Fulgence dans la
riviére Saguenay (figure 10). Ce site présente plusieurs avantages pour les
fins de cette étude :

- Les conditions physico-chimiques sont propices pour 1a culture en cage

- Les lieux sont facilement accessibles et 4 I'abri des conditions
metéorologiques extrémes

- 11 y a une bonne circulation d'eau

- La teneur en métaux lourds dans V'eau depasse freqguemment les normes

d'Environnement Canada .

Le type de cage utilisé pour 1'élevage des poissons a St-Fulgence est celui
mis au point par Saint-Gelais et Larrivée (1986) basé sur e modéle
norvegien . Le collier flottant de forme octogonale mesure environ six
metres de largeur et le filet de nylon traité au créosote, descend a 10
‘metres sous 1a surface constituant ainsi un volume effectif de 283 m3
(figure 11} .

Les truites sont nourries de 1a méme fagon que dans le cas de I'expérience 1.
Apres un séjour en cage de 5 mois, 30 poissons sont échantillonnés au
hasard et amenés au laboratoire pour étre peses, mesures et sacrifiés . Les
procédures utilisées pour prélever les tissus, les traiter et les analyser
sont les mémes que celles de V'expérience 1 . Toutefois dans cette
experience nous avons tester six tissus : foie, rein, muscle, gonade, peau,
branchie .
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Figure 11. Modéle de cage d'elevage de truites mouchet2es utilise ey site
de St-Fulgence, Saguenay .

3-3 Experience 3:

Contamination expérimentale :

L'expérience 3 visait & suivre 1a cinétique du cadmium (Cd) dans le cadre
d'une experience DLSO0, et noter les effets physiologiques sur les tissus
selon trois échantillonnages distincts . 1 s'agit ici d'une expérience DLSO
(192 h) puisque les spécimens ont été recoltés lorsque se manifestait ia
mortalité et ce jusqu'au 89 jour .

L
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1- Un premier groupe de truites subissait une seule injection
intrapéritonéale de 3 mg kg~ ! de CdC12 dans une solution saline de

1,1 8 NaCl . Les truites étaient pesées, mesurees et sacrifiées au jour 7 et
3 suivant Vinjection.

2- Un deuxiéme groupe recevait deux injections intrapéritonéales, une
premiére de 3 mg kg~ ! au tout début de I'expérience et la deuxieéme au
troisiéme jour, soit de 1 mg kg~ ! de CdC12 en solution saline . Les poissons

etaient alors pesés, mesurés et sacrifiés au jour 6.

3~ Un troisieme et dernier groupe etait tout simplement mis au contact de
'eau contaminée par le CdC12 (0,04 ppm) . Les poissons étaient aussi peses,
mesures et sacrifiés au jour § .

Les procedures utilisées pour prélever les tissus, les traiter et les analyser
sont 1es mémes que celles de 'expérience 1. En plus nous avons tester six
tissus dans cette expérience : foie, rein, muscle, gonade, peau, branchie .



CHAPITRE 1V

RESULTATS ET DISCUSSION : EXPE’RiENCE 1



4.1 Resultats
4.1.1 Identification des fractions 4 haute teneur en cadmium

Le tableau 3 présente les valeurs des moyennes de groupe du cadmium
total mesuré dans le surnageant 100 000 g du foie, du rein et du muscle
chez les témoins et les expérimentaux .

Considérant les résultats obtenus dans l'intoxication au chiorure de
cadmium, il apparait clairement que le tissu hépatique est le principal
organe d'accumulation et de transformation et que les expérimentaux se
distinguent nettement des témoins . Ces derniers ne tendent jamais 8
dépasser la concentration de! ppm de cadmium alors que les truites
expérimentales exibent des valeurs moyennes allant jusqu'a 8,643 ppm dans
le foie, 0,433 ppm pour le rein et des quantités plus ou moins équivalentes
au témoin pour le muscle . Les valeurs moyennes utilisées sont celles de
I'extraction comprenant un méilange de dix échantillons regroupés ensembie.
Le bruit de fond déetecté chez le témoin, peut-étre dii 4 1a contamination de
départ {étangs d'ol les poissons proviennent) ou & la limite de détection des
appareils utilisés.

Nous observons une graduation dans I'accumulation du cadmium dans les
tissus expérimentaux qui se traduit sous forme d'histogramme a la figure
12.

TABLEAU 3. Contamination au CdC12, valeurs des moyennes de groupe

Témoin Expérimental
Foie 0,127 (8=0,152) 8,643 (3=73,183)
Rein 0,217(3=0,201) 0,433(8=0,330)
Muscle 0,083(3=0,195) 0,100(3=0,018)
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Figure 12. Distribution du cadmium total dans le foie, le rein et 1e muscle .
{Expérience 1)

Dans 1es extractions et les purifications de protéines capables de se lier au
cadmium, nous avons choisi le foie car ce tissu accumule le cadmium de
fagon préférentielle . Lorsque le surnageant 100 000 g contenant les
métalloprotéines solubles est mis sur colonne chromatographique ( G-75 ),
an peut voir 'importance relative des fractions associées au cadmium dans
le foie des truites injectées . {figure 13 A et B).
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Figure 13 . Profils d'élution des métalloprotéines extraites avec 1e cadmium
associé aux fractions chromatographiques . En A, chromatogramme du témoin
de groupe; en B, chromatogramme de 1'expérimental de groupe .

A T'aide des extraits héepatiques d'échantillons expérimentaux de groupe
représentes a la figure 13 B, nous observons que les courbes d'absorbance
forment des pics d'absorption principalement entre les fractions 25 a 50 .
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On constate 1a présence du cadmium surtout au niveau des fractions 30 a 35.
Le cadmium est aussi décelé plus faiblement dans les fractions 1548 20 . Les
pics de cadmium correspondent aux pics d'absorbance maximale 8 250 nm .
Chez les témoins (figure 13 A), nous obtenons aussi des pics d'absorbance a
250 nm a I'intérieur des fractions 25 a 50, toutefois 1a présence du cadmium
n'y est que trés faiblement détectée , soit au niveau de la fraction 35 .

Lorsque nous nous référons a une courbe standard calibrée ( figure 14) pour
la determination des poids moléculaires, les protéines semblent s’associer
au cadmium selon 3 types de poids moléculaires soit :

-THPM Trés haut poids moléculaire = 45 000 daltons
- PME :Poids moléculaire éleve Y 28000
- FPM :Faible poids moléculaire 2z 15 000

5,0 1

Albumine 66 000

Anhydrase carbonique 29 000

Lactalbumine 14 200
Cytochrome C 12 400

<\

38 s ' r
10 20 20 40 50 60 70
Numéro de fraction '

Log poids moléculaires standards
FY
-+
1

Aprotinine & 500

L

Figure 14. Courbe standard des poids moléculaires des proteines servant de
marqueur .
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Afin de délimiter la taille des catéqories de ces molécules , nous nous
sommes fiés a 1a taille des marqueurs utilisés . Ainsi le THPM correspond &
I'albumine de bovin { 66 000 daltons ), les PME sont identifiés par
I'anhydrase carbonique { 29 000), les FPM correspondent 8 1a lact albumine

( 14 200 ) et au cytochrome C ( 12 400 ) .

Le tableau 4 montre le détail de ces pics pour les echantillons de groupe .
Les résultats sont exprimés sous forme de molécules associées au cadmium
avec leur poids moléculaire approximatif .

Mous constatons que les molécules a PME et THPM prédominent en ce sens
qu'elles exibent les pics les plus importants sur les courbes d'absorbance .
Les molecules 8 FPM sont représentées aux fractions 45 & 55 sur 1'2luat
chromatographigue .

TABLEAU 4. Poids moléculaires des métalloprotéines associées aux pics de
cadmium apres elution du surnageant 100 000 g du tissu hépatique
{moyennes de groupe) .

THPM PME FPM
Temoin 44 668 28 183 15135
Experimental 50 118 28 183 16 595

THPM = Tres haut poids moléculaire
PME = Poids moléculaire élevé
FPM = Faible poids moléculaire




4.1.2 Cadmium et zinc

Nous avons mesuré la quantité présente de zinc dans les echantillons du
surnageant 100 000 g et de I'éluat. Nous avons voulu verifier si le cadmium
amenait un déplacement métallique dans les fractions de métalloprotéines
car on sait que 1a metallothionéine joue un rdle important dans le
meétabolisme des métaux essentiels et plus particulierement en tenant
compte que e cadmium entre en competition avec le zinc dans ces
processus .

TABLEAU 5. Présence relative du cadmium et du zinc dans le tissu hépatique
{ en ppm) .

*  (dTotal ZnTotal Cd/2Zn Ecart-type ()

Expérimental  E-Gr 8,64 8,58 1,007 0,151

Témoin T-6r 0,120 6,93 0,017 0,006

“En comparant 1es témoins et les expérimentaux au tableau 5, on constate que
le rapport Cd / Zn change de facon assez visible dans une situation de
toxicité subaigué ou sous-1étale . On remarque aussi que les concentrations
en zinc et en cadmium sont relativemeant aquivalentes chez les
expérimentaux car le rapport se rapproche de 1, alors que chez les témoins,
le zinc semble occuper tous les sites de liaison . Ceci est particuliérement
important si nous considérons le rdle critique que joue le zinc dans le
fonctionnement de certains enzymes tel 'anhydrase carbonique .
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4.1.3 Analyse statistique
[1 en réesulte que la population ne se situe pas dans la normalité, nous avons
donc opté pour Vutilisation de tests non-paramétriques .

Le test p applique aux donnees de poids totaux du foie et du rein {témoin,
expérimental) révele une différence . Cependant lorsque nous effectuons un
test supplémentaire unilatéral entre individus de sexe femelle comprenant
la majorité des spécimens (tableau 6}, il apparait sauf pour le rein, que les
differences préalablement observées ne sont pas significatives .
L'hypothése nulle Ho est donc acceptée .

Ainsi le poids des gonades, 18 longueur du poisson, les rapports gonado-
somatigues et hépato-somatiques et le facteur K ne présentent pas de
differences significatives .

Le tableau 7 nous permet de confirmer I'effet des doses subaigués de cette
contamination puisqu'au bout d’'un mois ( 31 jours) aucun effet biotique
permanent ne semble se présenter et qu'il ne semble pas exister de relation
significative entre le poids des tissus et 1a contamination au cadmium .
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TABLEAU 6. Yaleurs globales des tests de g et du coefficient de Kendall,
expérience 1.

Test 1 Cf.Kendall

Tissu | Zobs | = 7t =

F | 1,628| 0,554
R 3,167 -2,041
G | 1,456 | -0,740
Pds | 1,365 1,369
L 10,683 | 1,218
G/S | 1,155 -1,182
H/S [ 0,700 | -0,891
L/Pds 1,592]

FK | 2,065 | 0,821

Ho = Témaoins = Expérimentaux

Hi=T3E

| Zobs | 2 Z& => rejet de Ho

Valeurs critiques Za = 1,64 pour & 5% et 2,33 pour 1%




TABLEAU 7. Contamination au chlorure de cadmium et effets biotiques,
Experience 1.

Effets biotiques de la contamination

Témoin __ Expérimental

Poids - -
Langueur - -
H/S - -
G/S - -
FK - -
Alimentation - +%
Nage - -
Mortalité , - -

+ Effet apparent
- Aucun effet apparent
* Arrét au début puis retour a V'alimentation normale

Le coefficient de corrélation de Kendall tient compte des difféerences entre
le rang de chacune des unités et celui de toutes les autres, prises une 4 une
{Sherrer, 1984) . Ce coefficient exprimé au tableau 6, n'offre aucun rejet de
I'hypothése nulle indiguant 1'indépendance des variables . Ceci est en accord
avec les résultats du test p déja cité . Les résultats du test de régression
apparaissant au tableau 8 confirment a nouveau 1'indépendance des variables
et 'on s'apercoit que 1a variation est assez élevée a l'intérieur des données
sur les tissus analyses . Les valeurs du coefficient de variation expriment la
variation de chacun des tissus .

Lorsque nous examinons les données de diametre cellulaire hépatique et de
diametre du noyau en comparant les témoins avec les experimentaux, nous
ne pouvons y établir a nouveau de corrélation car le coefficient de variation
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st trés élevé {tableau 9) . L'indépendance des variables est appuyée par les
valeurs critiques de F et t ol Fc et tac sont plus petites que les valeurs des
tables : Fc = 0,181 < F =1,29 avec 8 de 5% pour le noyau et tac = 1,373 et
0,426 <t = 1,649 avec a de 5% pour la cellule et le noyau respectivement .
Ceci nous permet d'accepter Ho, I'hypothése nulle . Les différences obtenues
au niveau de 1a cellule seraient attribuables a la variation individuelle des
tissus et 4 1a maturité sexuelle .

TABLEAU 8 . Test de régression simple dans les tissus entre témoins et
expérimentaux .

Régression simple :Témoins vs Expérimentaux

R Erreur Test-F t cf cf
standard variation T variation E
Foie 0,199 1,660 0542 0,736 31,63 31,98
Rein 0,131 0,459 0,365 0,604 40,41 32,09
Gonade 0,221 0,909 1,078 1,038 86,72 77,31
Poids 0,019 43,637 7,287E-30,085 28,04 18,10
Longueur 0,312 1,355 2,257 1,502 8,44 4,99
G/S 0,194 0,378 0,818 0,905 99,90 74,72
H/S 0,084 0,456 0,188 0,434 28,22 20,93

Facteur K 0,205 0,115 0,924 0961 12,64 10,64

R = coefficient de corrélation de la régression
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TABLEAU 9 . Ragression des diametres cellulaires et des diamétres des
noyaux ainsi que le coefficient de variation chez les témoins et les
experimentaux .

Nb R Erreur Test F Cf t
standard variation
Cellule 199 0,097 1,197 1,886 1,373
Témoin 22,6509
Expérim. 50,979
Noyau 199 0,03 0,372 0,181 0,426
Temaoin 26,074
Expéerim. 23,812

Nb = nombre d'échantillons
R =coefficient de corrélationde la régression

Nous obtenons en moyenne un facteur de bioconcentration du cadmium

(FBCCd) chez 1a truite mouchetée de 7,105 pour le foie; 1,531 pour le rein
et 0,14 dans 1e muscle . NOus remarguons que les poissons possedant un

FBCCd élevé sont également les plus contamineés et que les trois tissus
gtudiés (foie » rein > muscle) nous montrent bien leur pouvoir respectif de
bioconcentration de contamination .

Ainsi le facteur de bioconcentration dans les tissus confirme I'association
du cadmium & la contamination des tissus contrairement aux analyses des
poids des tissus ne revelant aucun effet apparent de la contamination au
bout d’'un mais d'expérimentation .
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4.1.4 Toxicologie du cadmium et comportement

(uoique nous n'ayons point tenté de quantifier ces observations, i1 est
possible de noter que les truites injectées au cadmium ont manif esté un
refus de nourriture au début de I'expérience {2 ou 3 iéme jour) pour
subséquemment se nourrir a8 nouveau et revenir a une alimentation normale .

En se référant 8 nouveau au tableau 7, les effets biotiques apparents ne sont
pas permanents . Ce qui implique que nous sommes bien en situation de
contamination subaigué .

4.2 Discussion

4.2.1 Caractérisation des métalloprotéines

Comme nous pouvons le constater les concentrations en cadmium total dans
les tissus de truites expérimentales sont élevées et plus particuligrement
dans 1e cas du tissu hépatique .

Ainsi les lectures des valeurs obtenues faisant suite aux extractions et aux
elutions en spectometrie et en absorption atomique, révelent une nette
dominance des prot2ines a poids moléculaire elevé (PME) associées au
cadmium alors que 1'on s'attendait plutdt a obtenir une grande quantité de
protéines a faible poids moléculaire (FPM) qui sont susceptibles d'étre
représentées par les metallothionéines (Mtn) .

En principe pour qu'il y ait synthése de Cd-thionéine, il faut d'abord que la
concentration du cation soit &levée dans le noyau pour que soit enclanchée la
sequence MARN . Une dose seuil initiale permettrait d'accroitre 1a capacité
du foie en synthese de Mtn, et cela exige une dose minimale de 30 pg/g de
poids humide chez le rat selon Webb (1979a) . Si toutefois la concentration
hépathique initiale en ion métalligue est faible, cela nécessite une seconde
dose . Ceci suggere que la concentration de mARN doit étre maintenue pour le
remplacement de la Mtn.



La 1/2 vie ou temps de résidence de 'apoprotéine métal-thionéine
{précurseur de 1a Mtn) dans le foie (pour le rat) dépend du statut en Zn+2 de
I'animal pour qu'on puisse la détecter dans un intervalle de poids
moléculaire déterminé (PM 10 000-12 000) . Pour le foie comme pour le rein
la concentration en métal dans le tissu s'accroit lentement et tend a
atteindre un maximum aux environs de 8 jours (Webb, 1979a). Aussi on
suppose, lorsque le Cd+2 assimilé est 1ié a 1a Mtn existante et est en
relation avec les concentrations cytoplasmiques de mARN, que ce soit
suffisant pour la transcription d'une protéine additionnelle sans délai pour
continuer le cycle si la contamination se poursuit .

11 existe aussi une demie vie biologique de 'appoprotéine du Cd-thionéine
qui est environ de 5 jours . Alors on peut proposer qu'apres une ou plusieurs
injections de cadmium dans les tissus et ayant atteint un equilibre , il y ait
une décroissance ou une perte d'environ 40% en une semaine et apres une
seule dose 1a concentration de la protéine diminue de 33% en 17 jours . Ceci
est applicable pour le rein du rat selon Webb {1979a) et fort probablement
equivalent pour le foie . Ceci pourrait expliquer en partie pourguoi on ne
détecte que des petites quantités de protéines a faible poids moléculaire
(FPM) .

La présence de ces métalloprotéines a@ FPM nous indique tout de méme qu'il y
a eu complexation du cadmium dans les tissus, en particulier dans le
foie.

Selon Stowe, &/ &/ (1972) il apparait que 'entrée du cadmium dans des
conditions expérimentales comparables a celles que nous avons utllisées,
soit linéaire et que le caracteére du taux d'accumulation dans les tissus
depend du type de tissu et décroit dans cette ordre : foie > rein > muscle .
Nous basons notre argumentation sur la comparaison que nous pouvons faire
avec les témoins qui ne présentent pas de contamination .

Dans la littérature (Probst, e? &/, 1977; McCarter, &7 8/, 1982; Bremner,

i974; Overneli et Coombs, 1979) on présente habituellement 2 8 3 pics
d'absorbance & 250 nm associés aux pics métalliques d'absorption atomique .
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Les valeurs du poids moléculaire des protéines varient en fonction du type
de colonne utilisé et de 1'origine du tissu . Ainsi chez le rat contaminé (Zn,
Cd}, 1e tissu hépatique présente 3 pics d'absorption correspondant aux poids
moléculaires suivants : 65 000, 35 000 et 12 000 daltons respectivement
(Hoekstra, &f &/, 1974} . Chez V'oursin de mer (Cd, Cu, Zn} les poids
moléculaires sont de 70 000, 12 000 , 10 000 {Jenkins, &7 &/, 1882} et chez
la plie (Cd, Zn) les poids moléculaires sont de 150 000, 40 000 a 50 000 et
de 10 000 & 15 000 en moyenne (Shears et Fletcher, 1985) .

On croit que 1a metallothionéine liée aux métaux se situerait aux environs
de 11 000 PM par analyse chromatographique sur gel . Selon Noél-Lambot, &/
&/ (1978} la quantité de cadmium liée 4 la meétallothionéine serait
proportionnelle a 1a quantité de cadmium dans le foie . Ainsi une faible
quantite de cadmium aurait pour conséquence un faible contenu en
métallothionéine . Dans notre expérience sur la truite mouchetée, nous
remarquons 1a présence de protéines liées au cadmium possédant un poids
moléculaire se situant dans I'ordre de valeurs déja citées. Cependant apres

elution 'absorbance n'est pas uniformément @levée et il en est de méme pour

le cadmium .

Bremner et Davies (1974) rapportent que la métallothionéine agit comme
agent de détoxification en se liant aux metaux lourds . Ainsi lorsque la
concentration en métal diminue, 1e niveau de métallothiongine tend a
diminuer et a retourner 8 un niveau normal ou elle assure 1'équilibre des
ions métalliques . 11 est possible que la métalloprotéine détectée, soit
revenue d son niveau d'equilibre basal ou de stabilisation en ce qui concerne
notre expérience en se référant a 1a perte de 40% dans le rein apres une
semaine, ou bien la Mtn est toujours restée 8 un niveau basal .

Hoekstra, &? 8/ {1974) précise que la quantité de cadmium présente dans la
fraction métallothionéine augmente avec la durée de 1'intoxication . Notre
intoxication expérimentale £tait de nature plutdt ponctuelle et s'effectuait
en 3 injections sur 31 jours comme la pratique expérimentale le
recommendait. Nous pensons que des injections plus fréquentes
maintiendraient & un niveau plus haut la synthése de 1a métallothioneine ou
de cette métalloprotéine en question et un prélévement d'échantillons apres
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chaque injection assurerait un meilleur suivi de 1a progression des protéines
a FPM .

Dans la littérature on constate que les caractéristiques reliées a la
métallothionéine, dont celle ot I'absorption des chromophores mercaptides
des meétaux lourds varie grandement entre le zinc, 1e cuivre et les autres
metaux . En utilisant par exemple le cadmium , dont 'absorbance maximale
se situe 8 250 nm (Webb, 1979b; Cherian et Goyer, 1978; Hunziker et Kagi,
1984; McCarter, ef &1, 1981), 1a metallothionéine ou Cd-Thionéine absorbe
préferentiellement 8 250 nm et peu ou pas d 260 nm . Toutefois d'aprées
Hoekstra, &/ 67 (1974) une absence d'absorption ne signifie pas
nécessairement que la thionéine n'y est pas . Cette absence d'absorbance
pourrait réveler une certaine compétition des sites d'interaction .

Cherian et Goyer (1978) avancent que la metallothiongine se retrouve
normalement en quantité extrémement faible dans les tissus. Sa synthése et
son accumulation seraient dues a une exposition 8 des doses sous-1&tales de
cadmium , mercure, cuivre et autres . Le fort taux d'absorbance a 250 nm est
dd au lien Cd-mercaptides et cette absorbance diminue lorsque 1e cadmium
(Cd) est remplace par d'autres métaux (Zn, Hg, Cu) .

Kaohler et Riisgard (1982) nous propose une explication alternative de
I'effet de contamination, c'est-d-dire lorsque le cadmium se lie 8 la
métallothionéine, 1a conformation de la molécule changerait et entrainerait
ou stimulerait 1a synthése de nouvelles molécules de métallothionéine de
facon & maintenir le fonctionnement vital de la régulation des métaux
essentiels . En faible concentration, i1 appert que les métaux ne se lient pas
nécessairement a 1a métallothionéine {Mtn) (Jenkins, &f #/,1982) .

11 faut se rappeler que celle-ci (Mtn), joue un role dans I'équilibre des ions
métalliques 4 I'intérieur de 1a cellule et se lie aux métaux pour préserver
une delicate balance . Ceci pourrait expliquer qu'a de faibles concentrations
de métal on ne verrait peu ou pas de synthese et d'accumulation de
metallothionéine .

Stillman, &/ 57 (1987) rapportent que dans quelques cas 1a biosynthese de la
Mtn est induite mais pas le ligand ou le transporteu, c'est-a-dire que le
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ligand serait libéré du complexe métal-ligand et le métal échange sur les
sites d'interaction . La protéine & ce moment se lie aux autres meétaux
essentiels tels le cuivre et le zinc . Comme nous 'avons mentionne
precedemment 1e métal en se liant avec la protéine en change la structure .
Drans 1a contamination expérimentale que nous avons effectug, le cadmium
est prédominant dans la fraction a poids moléculaire élevé (PME) et & un
moindre taux dans la fraction de faible poids moléculaire (FPM) . 11 est aussi
possible que 1a contamination ne soit pas suffisante pour obtenir un fort
taux de synthese de métalloprotéine et qu'apres 31 jours, le cadmium entre
en competition avec d'autres metaux . L'absorbance se trouve ainsi réduite
danc 1'animal s'acclimaterait plus facilement aux doses de CdCl2 regues .

Thomas, &7 &/ (1983; 1985) avancent gque 1e cadmium présent dans 1e milieu
n'est pas accumulé par 1a métallothionéine dans la truite arc-en-ciel et la
truite brune aprés 3 mois d'exposition & une concentrationde 9 ug 1-1! .

Le cadmium y est associé seulement & la fraction 8 PME (=77 000) et rien
ne lui indique que le cadmium soit 1ié aux molécules @ FPM . 11 précise que
les concentrations doivent aller jusqu'a 54 ug 1= 1 au minimum pour obtenir
des composantes de métallothionéines (Mtn) . On constate en plus que dans
tous les organes le cadmium n'est aucunement associé avec la Mtn mais il
est plutdt séquestré a 99% dans le foie et 1e rein . Le patron cadmium -
protéine liante {Cd-BP ) est détectable et se présente lorsque les truites
sont exposées & 1 000 ug mi~1, et 1a Mtn se trouve alors responsable d'une
‘proportion seulement de la séguestration du métal . Le foie et le rein de par
leurs fonctions, sont des organes de protection et de filtration, ce qui
impliquerait qu'une accumulation plus importante au niveau de ces tissus
empécherait 1e cadmium de s'accumuler dans des organes vitaux ne pouvant
remplir cette fonction de détoxification .

I1 apparait que 1a métallothionéine ne peut séquestrer tout le cadmium si le
métal présente des concentrations élevées . Aussi le rile de protection de 1a
Mtn n'est pas nécessairement celui de sequestrer tout le métal toxique du
foie et du rein puisqu'il existe des Mtn similaires (iso-Mtn ) qui semblent
partager la séquestration du métal . 11 est aussi question d'équilibre
association-dissociation dans la cellule, et dans le comportement des
systemes moléculaires, il existe une nette tendance a chercher a atteindre



I'état d'énergie le plus bas possible (Mahan, 1967} . Selon Thomas, &7 &/
(1383) 1'élution & partir du gel {G-75 ) ne permet pas de distinguer le type
de protéine 8 FPM soit Mtn ou iso-Mtn qui séquestre le cadmium; il serait
nécessaire de reconcentrer et de refiltrer 'échantillon .

Il semble que pour les organismes qui subissent une faible intoxication, le
métal s'accumule dans la fraction a PME . Roch, &/ &/ (1982) observent que
le cadmium est toujours dominant dans les protéines 4 PME et @ FPM . Leur
importance est évidemment fonction de 1a concentration a la source et de la
labilité du métal . C'est cependant I'accumulation du métal dans le tissu qui
stimulera 1a synthese de 1a métallothionéine . 11 se produit aussi le méme
effet pour le cuivre (Roch, &7 &/, 1982).

D'aprés Hamilton et Mehrle (1986) dans les mesures de truites arc-en-ciel
injectées au cadmium, on détecte la presence de cuivre et de zinc en
addition au cadmium méme si le matériel utilisé pour I'injection ne
contenait que du cadmium . En fait si la cellule est agressée, elle se protege
en accumulant les metaux essentiels et effectue soit un deplacement d'ions
ou permet une cohabitation des ions en occupant tous les sites disponibles.
Mous pensons que 1e méme phénoméne se produit dans notre expérience car
les métaux essentiels sont déja en quantité suffisante dans le milieu
cellulaire .

11 reste que I'habileté du zinc 8 induire 1a syntheése de 1a métallothionéine

lorsque le cadmium se lie seulement a 1'apoprotéine (thionéine) dépend de

I'habileté ou de V'inhabileté du cadmium d'induire 1a synthase de la Mtn ou
tout simplement de déplacer le zinc et le cuivre de la Mtn .

Ceci suggere le mécanisme suivant : si le cadmium peut étreligé ala
métallothiongine seulement sous sa forme apothionéine c'est-a-dire par la
sequestration des ions métalliques comme protéine naissante nouvellement
synthétisée, le cadmium lui-méme, a 1a concentration utilisée se trouve
donc incapable d'induire 1a synthése de 1a nouvelle apothionéine nécessitant
une exposition subséquente au meétal toxique pour favoriser la Mtn sous sa
forme cannue sinon i1 se produit une inhibition de la syntheése par
competition des sites avec d'autres molécules et d'autres metaux
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En toxicologie aquatique on référe souvent a I'hypothese de débordement
(*spill hypothesis™) qui tient compte d'un déversement possible de métaux en
exces . Ceci suggere tout d'abord une préexposition @ un metal lourd

( ext: Cd), suivi d’'une exposition & fortes doses pour que le cadmium déplace
le zinc et le cuivre de 1a metallothiongine .

winge, &/ 87 (1974) observent que chez le rat contaminé au cadmium 4 des
concentrations plus élevées que minimales, le cadmium se déverse dans des
fractions de d'autres protéines que la Mtn . Ce qui implique que lorsque la
Mtn est saturée par un métal, 'exces va se déverser dans d'autres
compartiments cellulaires et ceci coincide avec un changement pathologique
dans 1'organisme .

A de fortes doses de contaminant, il est probable que la synthése de la
thionéine soit plus lente que le taux d'entrée du métal, aussi la
metallothionéine va protéger les tissus selon sa eapacité . La Mtn semble
sequestrer plusieurs métaux selon leur disponibilité dans 1'équili bre ionique
cellulaire et est fonction de leur abondance et de leur affinité et ceci
change la conformation des molécules . A titre d'exemple, des toxiques
comme le mercure et le cadmium interagissent avec les groupes
sulphydriles que 1'on retrouve dans certains acides aminés . Winge, &/ &/
{1974) explique que 'effet du cadmium chez le rat apparait au moment ot le
métal se déverse dans la fraction a PME des protéines .

Le complexe métallothionéine serait constitué de 2 iso-protéines (Jenkins,
et &/, 1982) et les isoméres peuvent varier selon les groupes . On en
retrouve 3 chez les mammiféres, 3 chez e saumon coho et 1 chez 1a plie
(Klaverkamp, &7 &/, 1984). Puisque nous pouvons observer 2 plateaux il est
possible que chez 1a truite mouchetée 1a metalloprotéine (ou Mtn} soit
composée de 2 iso-protéines . Le fait d'obtenir plusieurs pics @ FPM, semble
suggerer qu'il existe des protéines comparables a 1a Mtn et qui peuvent se
lier aux metaux lourds . Comme le poids moléculaire de 1a métallothiongine
différe selon la méthode d'analyse, nous avons peut-étre un cas de
dimérisation de métalloprotéine . Selon Ley ,&7 &/, 1983; Hamilton et
Mehrle, 1986; Azeez, & #/, 1985; Stone et Overnell, 1985), on estime que
certains tissus dimérisent la Mtn (ex: le placenta) mais cependant qu'un
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poids moléculaire plus grand que 10 000 n'impligue pas nécessairement la
dimérisation de 1a Mtn . Ceci semble un peu controversé . Ce qui est
déterminant, c'est I'analyse de 1a séquence des acides aminés méme si le 8
de cystéine est élevé . |1 faut regarder le & des autres acides aminés et
verifier les autres caractéristiques . Comme nous n'avons pas effectué la
séquence d'acides aminés de ces protéines nous ne pouvons affirmer qu'il y
a eu dimérisation de 1a Mtn dans nos poids maléculaires .

Deux iso-formes de non-Mtn ont été trouvées ayant un poids moléculaire
{PM) de 13 500 et 14 000 (Thomas, &7 &/, 1983) pour le zinc et le cuivre
dans le foie, le rein et les branchies . Les non-Mtn existent (Azeez, &/ #/,
1985) et il semblerait qu'elles ne sont pas suffisamment caracterisées en
raison des petites quantités de matal disponible . Ceci ressemble & nos
résultats de Mtn similaires répertoriées . D'apres Stone et Overnell (1985)
il se peut que cela soit relié a 1a route d'exposition plus qu'aux faibles
valeurs de cadmium impliquées . I1s attribuent la majeure partie des
especes liantes appartenant a la classe non-Mtn seulement au fait de
I'inefficacité de se lier dans 1'échange anionique du séphadex au moment de
I'analyse; il y aurait dissociation des molécules .

i1 existe d'autres problemes techniques qui peuvent fortement af fecter les
resultats . Selon Webb {1979b) dans les préparations la Min se présente en
une grande hetérogénéité de protéines, 4 moins qu'elle ne soit purifiée par
une elution chromatographique préalable . La Mtn est habituellement
contaminée par plusieurs protéines non liées aux métaux . {1 peut alors se
produire une adhésion non spécifique entre ces molécules et 1a Mtn .
Plusieurs procedures utilisées sont inadéquates pour enlever les protéines
non specifiques dans la purification de la Mtn si on veut éviter d'altérer la
molécule . 11 n'existe cependant pas de méthode directe pour identifier la
Mtn dans le tissu animal . Nous avons tenter de développer une telle méthode
basée sur 1a mise en évidence des groupes S-S et S-H mais sans succes .
Mous avons constaté que méme aprés purification nous obtenions toujours
une fraction hétérogéne .

Plusieurs chercheurs ont rapporte que 1'inhibition de 1'activité protéase
ptait essentielle afin de retrouver inctactes les protéines liantes (Cd-BP)
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qui autrement seraient hydrolysees durant 'homogénéisation par libération
de 1a protease (Overnell, &f &/, 1979) . Aussi V'activite de la prot 2ase peut
changer la configuration de 1a Mtn et le comportement chromatographique de
1a molécule . 11 semble que méme si on prend beaucoup de soin pour éviter
I'hydrolyse , {ex : homogénéiser a 40C etc), il subsiste toujours un risque .
De plus ,conserver de larges volumes dilués de la fraction de la Mtn sous des
conditions aérobiques comporte aussi des risques d'oxydation entrainant la
polymarisation et 1a précipitation moléeculaire (Webb, 1979b) .

Dans cette expérience nous visions a générer et a caractériser les
métalloprotéines, si possible 1a metallothiongine par contamination
expérimentale au cadmium chez la truite mouchetée . Aussi nous avons
mesuré de fagon sous-1étale le degré de changement intervenu dans
'organisme contrairement aux indices de dose letale 50 (DL50 )que la
majorité des auteurs utilisent . 11 a 8té démontré ( Bremner, 1979; Winge, &/
&/, 1974; Webb, 1979; Roch, &/ 5/, 1982) qu'en pénétrant dans 1a cellule, le
métal {ex : Cd) se complexifie & des protéines de poids moléculaires élevés
(PME) en premier lieu et qu'aprés 5 4 50 heures la métallothiongine (Mtn,
FPM) est synthétisee et & son tour se complexifie avec le cadmium (Cd) .
Nous savons gue la Mtn devient saturée avec le cadmium, le cuivre ou le zing;
aprés saturation ce métal déborde dans la fraction de protéine a PME. Ce
phenomene sera dépendant de 1a dose et du statut nutritionnel . Ce
débordement se manifeste plus probablement apres de courtes expositions a
fortes doses qu'aprés de longues expositions & faibles doses .

Ce qui ressort de tout cela, c’est que dans une intoxication au cadmium, le
foie répond par ce qui semble étre 1a complexation avec surtout 3 types de
protéines ayant les poids moléculaires de 45 000, 28 000 et 15 000 .

Aussi nous avons formulé les hypothéses suivantes et les rdles probables de
ces types de protéines .

1- 11 nous semble que 1a fraction de 45 Q00 pourrait représenter les
molécules de complexation primaire avant 1a formation de la
métallothionéine .



2- En ce qui concerne le groupe de poids moléculaire autour de 28 000 , deux
hypothéses peuvent se présenter a partir de la transformation des PME vers
les FPM: a) 11 s'agit d'un cas de déplacement métalligue ou de cohabitation
des ions metalliques sur les sites libres;
b) Cette molécule pourrait représenter un précurseur de 1a
metallothionéine .

3- Quant aux molécules dont le poids moléculaire se situe autour de 15 000
daltons, elle pourraient représenter les Mtn elles-mémes ou Mtn -
similaires .

4.2.2 Competition cadmium-zinc

Comme 1a chimie du cadmium ressemble de trés pres & 1a chimie du
zinc, il n'est pas surprenant de retrouver de grandes quantités de zinc avec
le cadmium . Ainsi lorsque le zinc est disponible il pourrait ainsi signaler
la présence de 1a métallothionéine . D'aprés Noél-Lambot, &7 8/ ( 1978) leur
groupe témoin contiendrait de grandes quantités de zinc et de cuivre et trés
peu de cadmium . Ceci correspond sensiblement & nos résultats et cela
signifie donc qu'il y a compétition pour les sites d'interaction chez les
- expérimentaux et les témoins . Jenkins, ef &/ (1982) retrouvent de grandes
quantités de zinc et de cuivre liées & la fraction 4 PME et par conséquent le
métal en excés serait alors 1ié & 1a Mtn ou 4 une protéine & FPM et sinon, il
risque de se produire une toxicite bien visible .

Comme nos résultats proviennent d'une contamination sous-1étale, nous ne
pouvons espérer obtenir du cadmium en exces . Toutefois la fraction a PME
est dominante ,et nous suggérons que le zinc soit 1ié aux PME et le cadmium
4 1a fraction a FPM . |1 est 8 noter que nos résultats ressemblent davantage
aux résultats d'une préexposition et ne permettient pas d'obtenir une
syntheése compléte de métalloprotéine .
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Lorsque 1a synthése de 1a Mtn est induite mais pas le ligand, la protéine se
lie de préférence ay zinc ou au cuivre qu'au cadmium . 5i on se référe au
zinc, nos résultats témoignent d'une interaction entre ces deux metaux . I
semble que le niveau de zinc dans la cellule regle ie niveau de 1a Mtn .
Lorsque le zinc est en faible quantité, 1a métallothionéine se dégrade
rapidement (Karin, 1985). Théoriquement d'aprés la littérature, puisque nos
echantillons contiennent de fortes quantités de zinc nous devrions pouvoir
observer des quantitées appréciables de métallothionéine tout comme nous
pensions en trouver par rapport aux concentrations de cadmium mesurées .
Cependant apres purification sur gel, les concentrations de Mtn ou d'iso-
Mtn sont relativement faibles I faudrait soit exposer a nouveau les truites
aux métaux lourds afin d'obtenir une nouvelle synthése de métalloprotéine ou
concentrer davantage les echantillons avant de les injecter dans 1a colonne
de séphadex . Aussi nous nous demandons s'il est possible que 1a purification
nous empéche de voir les protéines liees au zinc car il reste toujours une
fraction non analysée .

Selon Hamilton et Mehrle {1986) I'absorption atomique révéle la présence du
zinc en relation avec le cadmium . On y trouve parallélement 2 protéines de
FPM sequestrant e cadmium , qui sont considerées comme des
métalloprotéines de zinc ( Zn-Mtn) . D'autres auteurs trouvent des
concentrations en cuivre anormalement elevees et du zinc aussi pour des
poissons non injectés et possédant 1a Mtn contenant du cuivre et du zinc . 1}
semblerait que ces observations soient le reflet des différences de
meécanismes homeostatiques entre 1a truite et les mammiféeres lors de la
regulation des nutriments dans les organes et les tissus ( Ley, ¢ /,1983) .

En se référant au tableau 5, on constate que le zinc est en concentration
elevae autant chez le témoin (6,93 ppm) que chez I'expérimental (8,58 ppm).
La distribution sur les sites semble équivalente chez les truites traitées au
cadmium puisque le rapport Cd/Zn = 1 contre 0,017 chez les témoins. Le zinc
prédomine dans les sites de liaison chez le témaoin .

D'apres Day, &/ 8/ (1954) le mercure et le cadmium déplacent le zinc de la
Mtn basale ( normale ou élevee) et ceci indigue que 1a "synthese de novo”
n'est pas requise pour un court terme d'incorporation du cadmium dans 1a



métallothionéine chez le foie de rat aprés quelques heures d'exposition .
Toutefois dans ce cas le déplacement du zinc est facilité a cause d'une
préexposition au zinc c’est-a-dire de la préexistence de la Zn-Thionéine 18
hrs avant . Ainsi 1a quantité de Min serait due a 'habileté du zinc & induire
la synthése de 1a métalloprotéine ou seulement la fraction thion&ine est
accessible au cadmium . Le zinc faciliterait l'insertion du cadmium .

11 est possible gue 1a truite mouchetée résidant en eau salée présente un
metabolisme ionique un peu plus variable entrainant ainsi des modifications
au niveau des métalloprotéines .

Selon Ley, &7 8/ (1983) le cuivre se lie plus fortement a 1a Mtn que ie
cadmium et 1e zinc . Ceci pourrait entrainer des manifestations de toxicite
hépatique en synergie avec le zinc et e cadmium .

D'aprés Takeda et Shimizu (1982) des molécules semblables a la Mtn
contiennent plus de cuivre ou de cadmium que de zinc . Roch, &f &/ (1982)
notent aussi que le cuivre est toujours dominant dans les fractions a@ PME et
4 FPM et peu importe que 1'organisme provienne d'un endroit pollué ou non .
La concentration en zinc demeure stable mais elevée . Ce qui est prévisible
considérant son intervention dans les metalloprotéines tandis que la
concentration du cadmium tend a fluctuer avec celle du milieu et du
méatabolisme .

Mous suggérons plutdt que 1a concentration des proteines 8 PME agit comme
régulateur de molécules capables de synthétiser la Mtn et que ces protéines-
(PME) permettent & 1'animal de s'accommoder des métaux en surplus avant
la formation de la Mtn . Ainsi en supposant que notre niveau de
contamination ait &té trop faible, nous n'obtiendrons pas suffisamment de
synthése de Mtn ou encore il se produira trop de dégradation de 1a molécule
pour permettre une augmentation de 1a fraction a PME liée au cadmium en
proportion avec la fraction contenant 1a Mtn, qui est sensée démontrer
1'effet de contamination.

Roch, &f &/ (1982) ont analysé des foies de truites arc-en-ciel provenant
de lacs contaminés & divers degrés . I1s ont constaté que le niveau de
contamination se réflatait lors de la présence de protéine a PME et @ FPM et
que la filtration sur séphadex G-75 permettait de voir que 1a concentration
diminue en fonction de la distance de 1a source de contamination . De plus la
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concentration en zinc dans les PME excédait celle dans 1a Mtn . I1s suggerent
que la concentration en métal (Cu, Zn etc ) dans les protéines 4 PME et 4 FPM
s'accroit paralleélement . Ainsi 1a relation des concentrations des métaux
dans les protéines 4 PME serait reliée aux manifestations toxiques . Donc
lorsqu'on accroit le niveau d'un métal dans la fraction 8 PME ce serait le
signal du seuil tolérable de 'animal 4 séquestrer le métal et @ maintenir
I'homeéostasie .

Thomas, &/ 8/ (1983) ont detecté 2 types de métallothionéines a FPM
lorsque le zinc est 1ié & 1a Mtn . La fraction 8 FPM lié au cadmium n'est
identifiable qu'aprés plusieurs purifications . Les faibles volumes que nous
avons récoltés aprés une premiere purification nous ont empéchés de nous
engager en des purifications subséquentes .

Stillman, &7 &/ (1987) avancent qu'il n'y a aucun remplacement
isomorphique ou stochiométrique entre 1'ion zinc et 'ion cadmium . Ce serait
plutdt 1a force du lien au site de chélation avec I'ion cadmium qui crée une
force de regroupement car le zinc et le cadmium occupent des sites de
symétrie tétrahédrique et semblent avoir le méme ratio stochiometrique . 11
| aurait effet de regroupement des ions cadmium activés aprés passage sur
sephadex . On suggére que les regroupements se forment seulement lorsqu'il
n'y a pas d'autres zinc isolés qui peuvent étre remplacé par le cadmium . Le
gignal du mecanisme déebuterait aprés 4 moles equivalent de Cd +2 ajoute .
Comme les liens sulphydriles avec le cadmium sont de taille10& plus grande
gue les mémes liens avec le zinc, cela implique une modification des
thiolates pour que le zinc soit remplace par le cadmium . Le zinc est
intimement 1ié au cadmium . A cet &gard sa position dans la
métallothionéine peut modifier 1'accessibilité au cadmium .

Thomas, &f &/ (1985) avancent gue chez 1a truite arc-en-ciel exposée en-
dessous des conditions physiologiques requises pour obtenir de 1a Mtn,
lorsque 1e cadmium est en faible concentration, il ne peut déplacer le cuivre
et le zinc dans 1a Mtn . Si on expose simultanément le poisson au zinc et au
cadmium, le cadmium se lie 4 1a Mtn sous sa forme apothionéine . La
synthése de la Mtn compléte est dépendante de la présence du zinc et des
concentrations en ions métalliques extrémement é&levées . Ainsi le zinc,
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tout comme le cuivre d'ailleurs, jouerait un rdle prédominant dans
I'incorporation du cadmium dans la métallothionéine du foie .

Si 1a quantité de matériel{Cd) est 1a méme et que la guantité totale de zinc
demeure au méme niveau, on pense que trois possibilités peuvent jouer en
faveur de ces conditions : 1) La quantité de métalloprotéine augmente; 2) Le
cadmium ne deplace pas le zinc mais occupe des sites libres; 3) Le cadmium
occupe des sites sur d'autres molécules que la métallothionéine ou ligand du
zinc. Nous suggérons que 1) s'il y a deplacement, le zinc s'est alors combiné
a d'autres particules et 2) s'il n'y a pas de déplacement le zinc et le
cadmium cohabitent autour des mémes sites .

4.2.3 La variation pondérale des organes et de la contamination au cadmium .

Dans 1a littérature on ne fait que rarement etat des effets de 1a
contamination sur le poids des organes . Durant notre expérience qui a duré
31 jours, le poids des organes n'a pas varié de facon significative par
rapport a la contamination au cadmium .

D'aprés Samarawickrama (1979) le poids du foie des mammiféres diminuera
lorsque des symptdmes de toxicité se manifesteront . Par exemple s'ilya
necrose dans le parenchyme, il y aura congestion et vacuolisation dans les
cellules de Kupfer . D'une fagon générale cependant on ne note pas d'effet sur
le poids de V'organe . Les variations lorsqu'elles se produisent sont
genéralement liées a une intoxication aigué . De plus lorsque 'acclimatation
se produit et que le métabolisme revient a 1a normale, le poids se rétablit .
Ainsi Haux et Larsson (1984) rapportent que chez 1a plie, la truite arc-en-
ciel ou 18 souris, 1a taille du foie est initialement réduite mais on observe
un retour aux conditions d'avant 1'exposition aprés une contamination
pralongée .

Selon Samarawickrama (1979) chez 1a souris aprés une injection de 3 mg
kg~! de Cd*2 sous cutanée, les poids des foie et rein décroissent
simuitanement; toutefois 18 4 21 jours aprés l'injection, on observe une
compléte regénération des organes et leurs poids ne différent pas de ceux
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des témoins. De plus aprés injections répetées, le cation Cd*2 serait
cohcentre @ 1a periphérie du lobule du foie .

Ainsi lorsqu'on observe les coupes des tissus, les diametres cellulaires ne
présenteront donc aucun changement si 1a coupe n'est pas effectuée au
niveau périphérique du lobule .

Comme nous pouvons le constater, méme avec des concentrations
appréciables en cadmium dans les tissus (tableau 3 et figure 12), il
apparait que I'effet du togique sur le poids des tissus est difficile a evaluer
avec précision aprés un mois . Cela exige une observation en continue afin de
mieux suivre les effets du contaminant .

Nous avons avalué le facteur de bioconcentration a 7,10 pour le foie, 1,53
pour le rein et 0,14 pour le muscle . A ce niveau il est tout de méme
etonnant qu'on ne puisse observer d'effet sur le poids du foie . Bremner
(1979) note que le foie accumule de grandes quantités de cadmium
spécialement quand le métal est administré intrapéritonéalement .

I1 faut cependant considérer que le foie représente un organe
multifonctionnel ol des modifications d'une seule fonction ne sont pas
susceptibles d'amener des changements drastiques . Nous pouvons tout de
méme suggérer que les mécanismes de détoxication n'entrainent pas dans ce
cas un bouleversement du métabolisme de base, du moins 8 1'état de
~contamination sous-1étale .

Il serait intéressant d'effectuer un test de concentration 1&tale 10 % (LC
10) ou moins, afin de mesurer la limite supérieure d'un toxique ayant un
faible effet sur les poissons et d'en déterminer la concentration maximale
sécuritaire pour un toxique donné Ces applications paramétriques et non-
paramétriques sont a développer en toxicologie aquatique .



424 Effets de la contamination sur le comportement

En I'absence de test standardisé pour la toxicité comportementale, il
est difficile d'analyser et de quantifier les observations sur le
comportement (Rand, 1985) . Nous pouvons tout de méme référer a nos
observations d'inhibition alimentaire au début de la contamination . Ceci est
suivi éventuellement d'un retour & 'alimentation normale, témoignant ainsi
d'un processus d'acclimatation .

Comme la plupart des réponses comportementales sont basées sur
I'intégration des fonctions physiologiques et biochimiques qui peuvent se
manifester au niveau externe de facon subtile, il est plus important dans un
premier temps de bien saisir les changements moléculaires et cellulaires
résultant de la contamination .
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CHAPITRE ¥

RESULTATS ET DISCUSSION : EXPERIENCE 2



5-1 Résultats
5-1.1 Analyses elementaires et biochimigues

Les valeurs de contamination en cadmium dans les tissus apparaissent
au tableau10 . La contamination dans les tissus se situe dans un intervalle
de 0,067 & 0,400 ppm pour les échantillons de groupe et I'importance
relative de la contamination se distribue ainsi : rein > branchie > peau >
gonades > foie > muscle . Nous constatons que dans cette expérience ou
I'exposition aux contaminants inorganiques est variable, et a un bas niveau
(Tableau 11}, 1a contamination des poissons reste elle aussi 8 un bas niveau
(Tableau 10 ) . Nous remarquons aussi que les valeurs des surfaces
d'absorption sont relativement constantes .

TABLEAU 10. Contamination au CdCl12, valeurs moyennes de groupe,
Expéerience 2 .

Témoin Expérimental
Foie 0,127{3=0,152) 0,100{2=0,052)
Rein 0,217(3:0,2011 0,400(3=0,193)
Muscle 0,083(9=0,195) 0,067(28=0,014)
Gonades --- 0,123(3=0,179)
Peau --- 0,175{9=0,022)
Branchie e 0,200 {3 =0,000)

d = Ecart - type  { exprimée en ppm )
M = 10; echantillons regroupés pour faire 1 extraction
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TABLEAU 11. Valeurs moyennes des métaux dans la colonne d'eau 8 St-
Fulgence ol ont séjourne les expérimentaux, Expérience 2 .

Metal / Paramétre VYaleur minimale Valeur maximale
Cadmium (ppm) 0,00033 0,0060

Cuivre 0,00240 0,0040

Fer 0,15000 0,4000

Mercure 0,00010 0,0006

Plomb 0,00500 - 0,0370

Zinc 0,00300 0,1000

Salinité (8/o0) 0,023 26,00
Tempeérature (9C) -0,290 18,91

La figure 13 montre le patron de distribution du cadmium par voie
d'intoxication naturelle dans les six tissus étudiés afin de mieux visualiser
la contamination globale chez la truite mouchetée dans cette expérience .
Mous observons que le rein prédomine avec en moyenne 0,400 ppm de Cd,
suivi des surfaces d'absorption (branchies = 0,200 et peau = 0,175) . Il
semble qu'en milieu naturel, que ces trois tissus saient les cibles
préférentielles lorsque 1a contamination est de longue durée et de faible
intensite .
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Figure 15. Distribution du cadmium total dans 6 tissus : foie, rein, muscle,
gonade, peau, branchie . Expérience 2 .

Pour fin de comparaison avec 'expérience, nous avons procéde a l'extraction
et 4 la purification des métalloprotéines du foie sur séphadex (G-75) afin
d'identifier les fractions & teneur en cadmium. Les valeurs de groupe exibent
un plateau majeur d'absorbance dans 1'intervalle des fractions 24 g 44 et
quelques pics mineurs . De plus le plateau d'absorbance majeur est
 composé de multiples pics mineurs (figure 16) .
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Figure 16 . Profil d'élution des protéines extraites avec le Cd associé aux
fractions chromatographiques, Expérience 2 .

Le tableau 12 présente sous forme de classe les trois types de poids
moléculaires obtenus, soit :

THPM :trés haut poids moléculaire
PME :poids moléculaire élevé
FPM :faible poids moléculaire
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TABLEAU 12. Poids moléculaire des métalloprotéines associées aux pics de
cadmium apres elution du surnageant 100 000 g du tissu hépatique,
Expéerience 2 .

* THPM PME FPM

Expérimental
E-Gr >60 256 23 988 16 982

T-Gr(exp.1) 65183 25 119

Nous constatons que la contamination au cadmium est peu importante et
ceci se traduit par une majorité de protéines détectees au niveau des PME et
THPM . Les Mtn similaires ou iso-Mtn se répartiraient autour de 16 000
daltons et de fagon peu importante, en considérant le cadmium qui y est
associe .
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5-1.2 Cadmium et Zinc

TABLEAU 13. Présence relative du cadmium et du zinc dans le tissu
hépatique {ppm) .

# (CdTotsl ZnTotal Cd/2Zn  Ecart-type (3)

Expérimental E-Gr 0,10 6,27 0,016 0,052

Témoin{Exp1) 0,12 693 0017 0,006

Dans le tableau 13, nous constatons que les valeurs en cadmium total dans
le tissu hépatique de ces truites en élevage dans le Saguenay sont
superieures a celles de 1a colonne d'eau . Quand au zinc, nous obtenons des
valeurs passablement élevées par rapport a celles du cadmium . Le 2zinc ici
semble occuper tous les sites de liaison disponibles .

Ce qui nous amene a dire qu'il y a peu de contamination et fort probablement
trés peu de métalloprotéines associées au cadmium.

Ceci se confirme par le rapport Cd / Zn moyen soit de 0,016, qui nous
indique que la quantité d'ion métallique est nettemaent insuffisante pour
engendrer une synthese de type Métallothionéine .



5-1.3 Analyse statistique

Les tableaux 14 et 15 affichent les resutats d'analyses .

TABLEAU 14 . En A, Valeurs globales des tests de p bilatéral et du
coefficient de Kendall. En B, Test de p entre males et femelles .

A B
Test p Test 1 Cf. Kendall

Tissus [Zobs|= |Zobs|= 2t-=

F | 1,828 | | 2,537 | -0,764
R | 0,507 | 12,1371 -2,187
G 14,515 | 2,668 | 1,336
Pds | [0519] [0,216] -0,923
L | 0,486 | | 0,405 | -1,845
G/S | 4,364 | 12,614] 1,083
H/S | 2,966 | | 2,237 | 1,020
L/Pds | 0,081

FK | 0,762 | | 6,648 | 0,854

L’hypothése nulle est 1a suivante
Ho = Temoins = Expérimentaux
Hi=TzE
| Zobs | 2 Z 8/2 => rejet de Ho
\Valeurs critiques Z 8/2 = 1,96 pour 5% et 2,57 pour 1%
Z28/2= 164 " 233 " testunilatéral
lorsque H1 =T > E
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TABLEAU 15. Test de régression simple dans les tissus entre témoins et

expérimentaux
R Erreur Test -F t Cf
standard variation
Foie 0,189 1,810 1,000 1,000 31,829
Rein 0,268 0,714 2,093 1,447 39,692
Gonade 0,143 19,186 0,566 0,752 100,604
Poids 0,238 67,624 1,615 1,271 22,663
Longueur 0,335 1,765 3,404 1,845 6,285
(/S 0,076 6,574 0,157 0,396 87,3958
H/S 0,085 0,470 0,198 0,445 23,789
Facteur KX 0,075 0,095 0,153 0,391 7,875

R = corrélation de la régression
Cf variation = coefficient de variation

" Les résultats du tableau 14, nous indiquent que les gonades et les rapports
gonadosomatiques (G/S) et hépatosomatiques (H/S) apparaissent
significativement différents . Nous avons aussi constaté un developpement
des gonades nettement plus avancé que celui des témoins provenant de
I'expérience 1 car ils comportaient de nombreux immatures .

Nous avons analysé les différences dans la maturité sexuelle chez les
méles et femelies entrwe les expérimentaux mémes. Les gonades et 1'indice
G/S présentent toujours des différences significatives . Quant aux autres
tissus, ils ne réflétent guere de différences significatives dans leurs poids.

Le coefficient de corrélation de Kendall confirme & nouveau que 1es
echantillons sont indépendants et qu'il n'existe pas de relation entre
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expérimentaux et témoins et entre individus males et femelles . Ce qui
revient a dire qu'au niveau des poids, les tissus semblent similaires et
n'offrent pas la possibilité de les utiliser comme indice revélateur de
contamination interne chez 1a truite mouchetée .

Les tests de régression linéaire simple (tableau 15) renforcent les résultats
du coefficient de Kendall et de 1'analyse de variance . Le coeficient de
variation démaontre la grande variabilité dans les tissus analysés .

De fagon générale les valeurs critiques de Fc sont inférieures au F de la
table: 1,84 pour% = 5% . Il en est de méme pour les valeurs de tac < t dela
table : 2,005 avec un a de 5% . 11 y a exception pour le rein et 1a longueur . On
sait que le rein en tant qu'organe de filtration, présente toujours de
nombreuses variations et qu'il est possible que 1a maturité sexuelle puisse
aussi influencer 1a capacité du rein .

Nous ne signalons pas d'effet majeur du facteur de bioconcentration puisque
la contamination n'agit pas de fagon efficace et visible . On le voit aussi par
les valeurs de cadmium total ( tableau10} qui ne montrent qu'une faible
majoration en particulier au niveau du rein . Nous remarquons que dans la
peau et les branchies, il semble exister un équilibre .

Finalement il en ressort que la contamination du milieu dans le Saguenay,
au niveau de St-Fulgence, ne présente aucun effet biotique négatif apparent
sur les truites elevées en cage ( tableau 16} .



TABLEAU 16 . Contamination au chlorure de cadmium et effets biotiques en
en cage, Expérience 2 .

Effets biotiques de 1a contamination

Témoin En cage

Poids - -
Longueur - -
H/S - -
G/S - -
Facteur K - -
Alimentation - -
Nage - -
Mortalité - -

+ Effet apparent
- Aucun effet apparent

3-2 DISCUSSION

5-2.1 Caractérisation des métalloprotéines

Dans la littérature (Rand et Petrocelli, 19853; Cairns, £/ &/, 1984) on
souligne souvent que les expériences de contamination effectuées en
laboratoire ne réfletent pas la réalité et on rappelle qu'il est hasardeux
d'extrapoler . Toutefois ces modeles de laboratoire nous permettent quand

méme de suggerer un shema d'explication sur 1a poliution en milieu naturel .

Dans 'expérience 2, 1a contamination naturelle provient d'origines
muitiples avec distribution et concentration variabies dans ie temps. Nous
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devions nous attendre soit & un effet marqué (synergie) ou 4 un effet affaibli
(antagonisme ). D'aprés les concentrations en cadmium retrouvées dans les
tissus de la truite mouchetée, et dont les données apparaissent au tableau
10, 'experience 2 exprimerait un effet antagoniste . Les valeurs en
cadmium mesurées dans la colonne d'eau sont relativement faibles
comparées & celles rapportées par Loring, et al. {1983) . 11 y aurait une
variation saisonniére dansla présence des contaminants (sediments vs
colonne d'eau . En effet ni 1a salinité, ni 1a température ne semblent avoir
joué en faveur de l'intoxication.

Mous gardons une certaine réserve au niveau des effets internes méme si
cette expérience a eté effectude en continue car I'echantillonnage n'a été
fait qu'au bout de S mois de séjours en cage . Nous pouvons tout de méme
noter une faible majoration du cadmium dans les tissus .

On doit prendre en considération que la voie dincorporation du cadmium
dans I'expérience 2 est différente de celle de V'expérience 1, en ce sens que
V'intoxication par 1a matiere dissoute et particulaire est nettement
inférieure 4 celle produite par injection intrapéritonéale .

Cependant les processus biologigues d'accumulation et de bioconcentration
sont les mémes dans 1'eau que lors d'injections et la bioconcentration serait
en relation avec le type de d'entrée du contaminant . Par conséquent nous
nobservons que le patron d'accumulation du cadmium dans les tissus se
présente difféeremment : rein> foie > branchie = peau > muscle pour
I'expérience 2 et foie » rein > muscle pour I'expériencel.

Dans ce cas-ci, ce sont plutdt les epithéliums du conduit digestif qui sont
modifiés que d'autres épithéliums ou tissus . Ainsi les ions seraient
recyclés au niveau du rein ce qui permettrait au rein d'accumuler plus de
cadmium que le foie .

Coombs (1979) explique qu'en eau salée 90 & du cadmium est 1ié aux ligands
organiques . Le cadmium lié aux ligands dérive des protéines, alginates,
polyphosphates , nucléotides , nucléosides et tissus brisés .

Une baisse de salinité faciliterait le taux d'entrée du cadmium dans les
tissus et provoquerait une chute de la concentration en calcium d'ol la
compétition entre calcium et cadmium et autres métaux pour un site de
transport commun . La hausse d'entrée du cadmium peut aussi dépendre de
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I'osmolarité du madium aqueux et que la salinité et 1a température peuvent
avoir un effet additif mais I'osmolarité peut aussi garder constant I'entrée
du cadmium en eau salée .

Les organismes euryhalins, comme la truite mouchetée, semblent étre plus
résistants dans environ 12 8/00 d'eau salée, ce qui est proche du niveau
asmotique (Sprague, 1985) . En effet les valeurs obtenus pour les surfaces
d'absorption sont relativement constantes . Ceci nous permet de supposer
qu'il existe une protection pour la truite au niveau de 'epiderme de par sa
faible absorption relative et par son adaptation au milieu marin. De facon
générale, le cadmium en eau salée se retrouve sous forme soluble et a de
trés faibles concentrations sauf dans le cas de rejets industriels .

Au tableau 11, nous remarquons 1a grande variabilité de la salinité a St-
Fulgence pouvant permettre autant un certain niveau de protection aux
poissons qu'impliquer le risque de les rendre plus susceptibles & une
intoxication .

Les faibles valeurs de concentrations des métaux dans la colonne d'eau
(évaluation ponctuelle) pourraient suggérer de grandes variations
accompagnées de dilutions non moins importantes. A cet éqgard, 1es truites
seraient exposees périodiquement a des conditions facilitant I'incorporation
des métaux et a des conditions inhibant cette incorporation . Sprague (1985)
note que la majorité des changements dans le potentiel de toxicité d'un
produit est causée par 1a modification des caractéristiques de dilution de
I'eau et que la dissolution des métaux varie grandement durant les saisons
en milieu naturel . Ceci facilite ou diminue la biodisponibilité du produit
face aux organismes touchés .

D'aprés Leber et Miya (1976} la chélation du cadmium & des macromolécules
en milieu naturel diminue 1a biodisponibilité , ce qui résulte en une
diminution de la réponse toxique face au cadmium . La complexation d'un ion
métalligue modifie son comportement en terme d'interaction dans les phases
du medium aqueux c'est-a-dire du transfert de 1'eau => particules =»
sediment ou vers 'organisme ol il y a une capacite d'accumulation dans les
tissus . La difficulta c'est la prédiction de la direction des effets soit en



haussant ou diminuant la disponibilité de 1'ion métallique au systeme
binlogique .

Dans I'expérience 2, si nous considerons les valeurs du cadmium dans les
truites et dans la colonne d'eau, on peut supposer plutdt 'effet d’une baisse
de disponibilité du cadmium envers les truites .La complexation des ions
metalliques aux particules organiques du milieu aquatique pourrait faciliter
leur adsorption aux récepteurs cellulaires et enclencher une réponse
cellulaire comparable aux mécanismes de transport regie par la
communication cellulaire . Le cadmium serait alors transporté au travers
de la membrane cellulaire pas comme un simple ion hydraté, mais comme
complexe Cd-transporteur qui pourrait étre l1a Mtn ou autre métalloprotéine
ou bien a celui de la membrane cellulaire (Sprague, 1985} . Selon Webb
{1979a}, le premier mécanisme d'empoisonnement par le métal ¢ est
I'interaction du cation (Cd+2) avec les phospholipides et les biomembranes .

Apres avoir purifie les achantillons sur une colonne séphadex, nous
constatons que les pics d'absorbance des expérimentaux presentent des
similarités de positions avec les échantillons de V'expériencel, mais les
valeurs en cadmium trouvées dans le foie correspondent davantage a celles
mesurées chez les témoins . Donc du point vue biochimigue, les résultats de
cette expérience en milieu naturel s'apparentent davantage a ceux du témoin
de laboratoire parce que 1'absorbance présente souvent des pics multiples,
~ les protéines & PME dominent et les protéines a FPM sont trés diffuses
comme le montre le tableau 12 et 1a figure 16 .

Dans cette expérience, les truites sont exposées de fagon chronique a
plusieurs types decontaminants (tableau 11) tout en étant nourries
sainement . Dans ces conditions on peut penser que les réponses biologiques
seront altérees de fagon différente que s'il n'y avait qu'un seul contaminant.
Aussi, comme 1a concentration des contaminants n'est pas trés élevée, les
poissons ne semblent pas démontrer d'effets toxicologiques .

Le statut nutritionnel a une profonde influence sur la biochimie et sur la
toxicologie du Cd+2, aussi des deficiences en zinc et en cuivre résultent
d'interactions antagonistes entre le toxigue et les cations essentiels .

79



& 1'aide de la relation dose-réponse, nous pensons mesurer plus précisément
les reactions biologiques du poisson . Selon Rand et Petrocelli (1985} un
essai traitant de toxicité sous-l1étale permet d'indiquer le stress toxique &
un stade bien avant 1a mort . 11 nous apparait dans cette expérience que les
tests chroniques de toxicité présenteraient un outil de mesure de sensibilité
de 1a toxicité d'un produit chimique .

Mous avons les poissons au stades adulte du cycle, mais en maturation
sexuelle. Tous les spécimens ont effectué leur croissance dans les cages en
gau salée . En analysant les valeurs du facteur de condition (K = 0,99 a
1,34), du poids total et de la longueur, nous remarquons que leur croissance
nhe semble pas altéree .

En milieu naturel 1a taille, I'acclimation et 1'é8limination jouent un role
important . D'aprés Sprague (1985), on peut s'attendre a ce que les gros
poissons (taille adulte ) soient beaucoup plus tolérants au produit
intoxicant. Dn pourrait donc s'attendre & plus de résistance des truites dans
cette contamination (expérience 2). Les adultes possedent plus de moyens de
storage et d'élimination et devraient présenter un rapport protéine-métal
(Cd-P) plus grand que chez les jeunes poissons car leur systéme de défense
est mieux déeveloppe .

La toxicité et la bioaccumulation potentielles d'une substance étrangére
sont grandement affectées par le taux d'@limination d'un organisme (Spacie
et Hamelink, 1985) . L'excrétion du cadmium se fait surtout dans les feces
lorsque 1'animal est nourri et on en retrouve moins de 1% dans 1'urine 3
cause de la réabsorption (Bremner, 1979). Nos poissons étaient nourris
sainement . Cela implique que 1'élimination des contaminants pouvait
s'effectuer assez rapidement .

Méme si nous notons des protéines a FPM, ici 1a Mtn ne semble pas
caractérisée . Nous ne signalons sa présence qu'a titre indicatif afin de
montrer que les poissons ont tout de méme réagi & cette situation de
contamination .11 est possible que les quantités de metaux soient trop
faibles pour induire 1a Mtn de facon visible, surtout si I'd8limination est
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importante . Normalement 1a Mtn est & 1'état de trace dans les tissus et elle
semble rester a ce niveau dans cette expeérience .

Hamilton (1985) rapporte que Thomas (1983) ne trouvait rien d'évident & ce
que le cadmium soit 1ié au FPM aprés trois mois d'exposition des spécimens
de truites brunes et arc-en-ciel et il n‘obtenait que des protéines & PME
liées au cadmium . Ceci semble correspondre aux resultats de 1'expérience 2
dans le Saguenay .

Ainsi lorsque la concentration du cadmium est faible, 1e cadmium dans le
foie s'attacherait davantage a la fraction a PME et ceci correspondrait au
mode de complexation primaire avant 1a synthése de la Mtn .

Cela semble une caractéristique de contamination a faible effet et ces
resultats vont dans le méme sens que rapporte Azeez, &7 &/ (1985) ol 1a
plus grande partie des métaux accumulés sont liés a la fraction 8 PME .

Si les concentrations sont trop faibles, il n'y aura pas suffisamment de
metal pour se lier 8 la Mtn et aux iso-Mtns présentes (Takeda et Shimizu,
1982} .

L'expérience 2 pourrait correspondre 8 une expérience de preéexposition et
les truites seraient prétes 4 supporter une nouvelle contamination a plus
forte concentration .

5-2.2 Competition Cadmium -Zinc et autres métaux

Noél-Lambot, &7 &/ (1978) constatent qu'en absence de cadmium,
c'est le zinc qui est le principal constituant de 1a métallothionégine (Mtn) .
Comme nous avons peu de cadmium et beaucoup de zinc dans les tissus, ce
pourrait-étre 1a Zn-Thioneine qu'on observerait et alors le cadmium
occuperait d'autres sites disponibles puisque le zinc semble y avoir
prédominance sur les sites de liaison . La Mtn ne serait pas liée 8 toutes les
molécules de cadmium et de zinc, elle réagirait seulement lorsque les
concentrations en métaux sont suffisantes pour induire sa synthése .



Roch, et &7 (1982) rapportent que 1a concentration en Zinc ne change pas
beaucoup peu importe le degré de contamination .11 est vrai que 1a
concentration du zinc tissulaire dans les experiences | et 2 est forte
(tableaux 3 et 13 ).

Le fer lecuivre et le zinc combinés empécheraient certaines réactions
avec le cadmium . Ainsi le métabolisme du cadmium est influencé par ces
métaux et si on augmente leurs concentrations, on réduit le contenu en
cadmium dans les tissus {Bremner, 19738). Coombs {(1979) indique que la
cadmium partage les sites communs de storage avec les autres métaux dans
les organismes aquatiques . On remarque que de petites quantités en zinc et
en cuivre sont toujours liées comme le cadmium avec 1a thionéine dans le
foie méme s'ils sont plus ou moins antagonistes au cadmium . On suggere que
la thiongine serait un transporteur commun .

Dans plusieurs études on a signalé que le cadmium est toxique pour les
organismes aquatiques . Ceux d'eau douce, semble-t-il, montrent une plus
faible tolérance que les animaux marins ou estuairiens .

Puisque le zinc est omniprésent dans I'environnement et qu'il est considéré
comme un élement essentiel, il est donc normal qu'il fasse partie de
nombreuses métalloenzymes et cofacteurs de régulation de I'activité
spécifique Zn-enzymes et que ces liaisons favorisent une certaine stabiiité
structurale {Leland et Kuwabara, 1985) . Ainsi, I'animal en acquérant assez
de zinc, peut 8tre protagé contre les effets potentiels d'exposition au
cadmium jusqu‘au moment ol le zinc peut devenir toxique 4 son tour .

‘webb(1979a) souligne que le milieu aqueux est un solvant tres efficace pour
plusieurs composés chimiques polaires et conséquemment les organismes
aquatigues sont extrémement vulnérables aux effets toxigues résultants de
I'absorption par voie orale dans l'environnement immediat .

Lorsque les composés ou les complexes toxiques sont solubles dans 1'eau ,ils
peuvent &tre facilement absorbés dans le sang des poissons par contact
direct de la cavité buccale . M@me si cela he cause aucune lésion, les
toxiques peuvent cependant altérer 'homéostasie des organismes méme dans
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le cas ou le zinc est antagoniste et que 1es quantités de cadmium releveées
sont assez faibles .

Cependant, le rapport Cd / Zn moyen { 0.016) nous indigue qu'il y a eu
probablement acclimatation puisque les concentrations des metaux semblent
insuffisantes pour provoquer soit un déplacement de zinc, soit cohabiter sur
les sites de liaisons pour favoriser la synthése de 1a métallothionéine .

5-2.3 Variation ponderale des organes et contamination au cadmium

La variabilité en poids des tissus serait due au degré de maturation
sexuelle des spécimens méme si 1a taille etait de méme ordre .
Les tests statistiques pour I'expérience 2 corroborent tout a fait ceux de
I'experience 1 quoique la voie d'introduction du cadmium est dif férente et
que nous obtenions des valeurs nettement inférieures .

Le processus physiologique d'acclimatation doit &tre compenseé
metaboliquement {Sprague, 1985) . Aussi en utilisant une taille adulte et
des poissons bien nourris, le poids des tissus ne varierait pas . |1 se peut
qu'il varie seulement a court terme et puis revienne a la normale .

[1 est évident qu'ici 1e poids des tissus n'est pas corrélé avec I'exposition au
cadmium. 11 en est de méme pour 'expérience 1 . Cela dépend de 1'habileté du
poisson a s'acclimater avec les concentrations auquelles il est soumis .

webb (1979b) signale qu'il devient difficile d'appliguer des tests et des
diagnostics puisqu'il n'y a pas de normes bien déterminées en toxicologie
aquatique, permettant d'identifier les valeurs de base et des types de
mesures standards 8 effectuer. On sait qu'il y a des variations dues 4 la
digte, 1'dge etc . 11 faut relier ces changements 4 ia santé du poisson ou & sa
survie et lors d'etude sous-1atale ou chronique, ceci est particulierement
difficile a prouver. De plus il faut toujours extrapoller les interprétations
clinigues des mammiféres aux réeponses observees chez les poissons, ce qui
n'est pas necessairement adéquat .



1 faut se souvenir gue l'altération des processus biochimiques et
physiologiques ne diminue pas nécessairement la survie de 1'animal et que
les changements histologiques et histochimiques peuvent étre subtils .

Le facteur de bioconcentration ne semble pas intervenir de fagon drastique
puisque nous obtenons pour tous les tissus des valeurs minimes en cadmium
avec un zinc prédominant .

11 apparait clairement (tablesu 16) que les effets biotiques de 1a
contamination en milieu naturel {(Saguenay) sont plus difficiles & mesurer
gue dans des conditions expérimentales en laboratoire .
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RESULTATS ET DISCUSSION : EXPERIENCE 3
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£-1 Réesultats
6-1.1 ldentification des fractions 4 haute teneur en cadmium

Cette expérience correspond donc a une expérience de DLS0 (192 h) et
les analyses ont &té effectuées sur les survivants .

Le tableau 17 nous indique les valeurs moyennes de groupe en cadmium total
dans les tissus pour les tests 4 1 injection, 2 injections et suivant une
exposition au cadmium en solution dans 'eau . En tout, six tissus ont éte
examinés . Nous les avons représentes a la figure 17 A, B et C sous forme
d'histogrammes .

L'ordre de contamination des tissus pour le groupe & 2 injections nous
apparait comme suit : Foie :7,176(ppm) » Rein : 2,160 » Gonades : 1,904 >
Peau : 0,402 » Branchie : 0,333 » Muscle : 0,095 (figure 17 A). C'est le foie
qui cumule le plus de cadmium, les gonades et le rein ont les mémes
tendances en ce qui concerne 'accumulation en cadmium tandis que les
autres tissus laissent croire a une certaine homogéngité de part leur ecart-
type (Tableau 17).

Le test 4 1 injection montre le patron de distribution du cadmium suivant
pour les mémes tissus avec des moyennes de 7,15 (ppm) pour le foie > 1,334
pour les gonades > 0,96 pour le rein » 0,342 pour la peau = 0,273 pour les '
branchies et 0,076 ppm dans le muscle (figure 17 B).Les valeurs mesurées
ici sont 1égérement inférieures aux valeurs mesurées aprés 2 injections .
Les résultats du tableau 17 suggérent que la contamination est massive
dans 'expérience & 1 injection, 4@ 2 injections et qu'au niveau du foie on
semble atteindre 1a saturation puisque 2 injections ne changent pas
drastiquement le niveau de concentration . Nous remarquons aussi 1a grande
variabilité dans le rein et une certaine homogénéité dans le muscle, la
peau et les branchies . Ce qui sous-entend pour ces deux derniers que les
truites présentent une faible absorption par les épithéliums.



TABLEAU 17. Contamination au CdC12, 1 injection, 2 injections et en

solution dans 1'eau , Expérience 3.

Temaoin 1 injection 2 injections  Cden Solution
dans 1'eau
N=10 N=9 N=8 N=7
Foie 0,127 7,183 7,176 0,153
3= {0,152) {6,922) (7,198) {0,042)
Rein 0,217 0,865 2,160 0,373
d= (0,201) (0,666) {1,166} {0,266)
Muscle 0,083 0,076 0,095 0,098
J= {0,195) {0,024) {0,028) {0,023)
Gonades 1,334 1,904 1,339
a-= {1,800) (2,272} (1,945)
Peau 0,342 0,402 0,387
3= {0,132} {0,147) {0,104)
Branchie 0,273 0,333 0,305
d= {0,089) {0,051) (0,005)

d = Ecart - type Exprimée en ppm
N = nombre d'échantillons
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Figure 17 . Distribution du cadmium total dans 6 tissus : foie, rein, muscle
gonade, peau et branchie . En A, 2 injection de Cd; en 5,1 injection
de Cd eten C, exposé au cadmium en solution dans I'eau .



Les résultats de contamination pour le groupe exposé au cadmium en
solution dans 1'eau donne une distribution du cadmium pour les mémes
tissus dans un ordre tout a fait différent soit : Gonades : 1,339 (ppm) >
Fein: 0,573 > Peau: 0,387 » Branchie : 0,305 > Foie : 0,153 » Muscle : 0,098
{figure 17 C} . Nous observons que le rein et les surfaces d'absorption
dominent et que le foie semble jouer un rdle beaucoup moins important ici
pour 1e métabolisme du cadmium dans les tissus . Toutefois le Cd pourrait
ici nous suggerer certains effets nocifs dans les gonades puisque les
valeurs d'absorption atomique indiguent une accumulation de cadmium de
l'ordre 1.3 (ppm) peu importe le mode d'entrée du contaminant .

Mous remarquons d'ailleurs qu'on retrouve de hautes valeurs dans les gonades
pour chacun des cas (2 injections, 1 injection, en slolution) et il n'y a que la
moiyenne qui différe .

L'absorbance de I'extrait a | injection {figure 18 B}, présente une diminution
de 'absorbance mais le plateau se situe dans les mémes intervalles de
fractions que pour V'extrait comportant 2 injections.

On y observe de nouveau une accumulation de cadmium au niveau des
fractions 10 a 30 comme dans le cas du groupe 8 2 injections .

Quand au groupe des échantillons provenant du foie de poissons exposes au
cadmium en solution dans 1'eau (figure 18 C), il présente une absorbance

| moyenne @ 250 nm sous forme d'un plateau . L'absorption atomique détecte
faiblement le cadmium et ceci s'apparente sensiblement aux témoins de
l'exhérience 1 ainsi qu'a I'expérience en milieu naturel .

Les chromatographies d'exclusion du surnageant du foie pour les tests & 2
injections, 1 injection et exposé au cadmium en solution dans 1'eau, sont
présentées & la figure 18 A, BetC.



A o Signallv §’
~ 3.0 < Concentration en Cd -3 *
g <
Q 1 &
0N '
< 2,0 1 2 3
: 3
° c
F-] o =3
; 3
2 -
2 10 -1 £

3
[~4
=3
Q

0,0 4 0

100
Nurméro de fraction
B a Signal vy 8
3,04 - Concentration en Cd -3 .
2 £
g ] a
2 2,0- ; L2 3
o~ ’ - 5
~ V. e B
£ s
c
3 H
Q
)
Numéro de fraction

1 P
C a Signaluy 3 b3
304 4 Concentration enCd B
~ £
g &
aQ -]
0 o
™ b=
~ ]
g §
<9 -
F-] -
s s
3 g
< 2
-]
o

Figure 18 . Profils d'élution des protéines extraites du foie avec le Cd
associé aux fractions chromatographiques . En A, *33 avec 2 injections; en
B, *36 avec 1 injection et en C, #44 exposé au Cd dans 'eau .



A la figure 18 A, 1'absorbance du groupe & 2 injections forme un plateau
avec des pics multiples dans l'intervalle des fractions 25 a 40 et
correspond aux intervalles de 25-50 et 24-44 déja répertoriées dans les
expériences let 2 respectivement . Nous détectons une contamination
variable et des pics de cadmium précédant les pics du plateau d'absorbance
{250 nm) ce qui se traduit par une représentation majeure de fractions a
poids moléculaires tres élevées (THPM)

Le tableau 18 montre les poids moléculaires mesurés correspondants aux
couple cadmium-protéines . La quasi totalité des poids moléculaires sont
tres eleves (THPM) . Les FPM sont a peine visibles et sont & 1a limite des
PME. En comparant ces résultats aux expériences précéedentes, nous
remarquons que dans I'expérience 2 et 'expérience 1 les poids moléculaires
sont partagés entre les PME et les THPM avec dominance pour les PME dans
I'ordre du poids moléculaire du marqueur "anhydrase carbonique” . Nous
pensions qu'avec des injections journaliéres mais équivalentes, on pourrait
maintenir la synthése de la Mtn & un niveau nettement repérable . (1 est
possible que 1a premiére dose donnée sur une courte periode, ait éte trop
massive puisque nous sommes en situation de DLS0 (192 h) .
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TABLEAU 18 . Poids moléculaire des métalloproteines associées aux pics de
cadmium apres elution du surnageant 100 000 g du tissu
hepatique, Expérience 3 .

* THPM PME FPH
Expérimental
2 injections
E-33 69 183 30 199 16 754
1 injection
E-36 69 183 36 307 19952
Solution
E-44 71716 24 831 18 085

Témoin{exp1) 44 668 28 183 15135

11y a quatre phases dans la séquence de contamination décrites dans la
litterature, {Azeez, &f &7, 19895; Klaverkamp, &f &/, 1984; McCarter &f o/,
1982; Samarawickrama, 1979; Webb, 1973) soit :

1- Le cadmium est 1ié d'abord au PME

2- 11y a formation de 1a Mtn

3- 11y a saturation de 1a Mtn avec des métaux en exces {ex : Cd)

4~ 11y a debordement dans la fraction & PME .

Les resultats obtenusnous portent & penser que nous sommes bien dans la
phase 4 ol 1e cadmium est associé surtout ala fraction THPM et PME,
puisque les courbes de cadmium sont 1égerement décalees vers 1a gauche
lors de situation de contamination aigue .
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6-1.2 Relation Cadmium - Zinc

TABLEAU 19. Présence relative du cadmium et du zinc dans le tissu
hepatique, (valeurs moyannes en ppm pour 1es 3 expériances) .

CdTotal 2ZnTotal  Cd/Zn Ecart-type (3)

Temoin 0,127 6,830 0017 0,006
Expérience *1 8,640 8,580 1,007 0,151
Expérience *2 0,100 6,270 0,016 0,052
Expérience *#3
I Injection 7,183 1,133 6,340 6,922
2injections 7,176 1,100 6,524 7,198
Solution 0,153 0,539 0,321 0,042

Nous tirons du tableau 19 que le cadmium dans les tissus se présente en
quantités importantes pour I'expérience 3 et que le zinc semble &tre en
nette déficience . Ces valeurs nous montrent bien qu'il s'agit ici d'un
deséquilibre ionigue causé par le cadmium . Cette expérience est une
expérience de dose létale 50 peu commune {192 h) et conséquemment le
systéme de détoxification des poissons ne semble pas avoir eu le temps de
s'acclimater aux doses regues . Dans le test des poissons exposes au
cadmium en solution dans 1'eau, nous obtenons des valeurs 1égérement
supérieures en zinc par rapport au cadmium pour cette courte periode
d'exposition (3 jours) . Les résultats de toxicité aigiie réfiétent une
situation de contamination excessive et spontanée et on s'attend a une



réponse exprimee par une situation de débordement tissulaire (situation en
phase 4 décrite préecéedemmement) .

Dans le cas d'expériences sous-létale (expérience 1) et en milieu naturel
(expéerience 2} le comportement du zinc et du rapport Cd / Zn semblent &
dominer dans ces situations . Nous constatons que le rapport Cd / Zn moyen
(calculé & partir des valeurs du tableau 19) pour les injections est = 6,50
pour le foie et change dramatiquement dans une situation de toxicité aigué
{expérience®3) par rapport § une expérience sous-létale (1,007) ou en
milieu naturel (0,017) ou tout simplement expose au Cd en solution dans
I'eau (0,321} . Ici on peut supposer un déplacement du zinc par le cadmium
puisqu'on observe une déficience importante en zinc dans les tissus
comparativement aux expériences #*1 et *2 ou il y avait plus une
cohabitation des ions Cd-Zn . Nous pensons que les doses de cadmium ont
altere les meécanismes de régulation puisque nous obtenons une variation
importante dans 'expérience 3 .

6-1.3 Analyse statistique

Nous avons traité les données de 'expérience 3 avec les tests de
yariance sur la variabilité du poids des tissus, régression simple,
correlation de Kendall, test du p et facteur de bioconcentration comme dans
le cas des expériences précédentes (expeériences 1 et 2) .
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TABLEAU 20 . VYaleurs globales des tests de p et du coefficient de Kendall,
Expérience 3.

Test 1 Cf Kendall

Tissus | Zobs | = 7t =

F 15,249 | -0,252
R | 5,366 | 0,268
G | 0,020 0,382
Pds 5,101 | 0,165
G5 126251 0,458
H/S | 4,380 | 0,833
FK | 3,524 0,550

Ho = Témoins = Expérimentaux

Hi=T=E

| Zobs | 2 Z 8/2 => rejet de Ho

Yaleurs critiques Z 8/2 = 1,96 pour & 5% et 2,57 pour 1% -bilatéral
1,64 " aS5%et 2,33 ° 1% -unilatéral




TABLEAU 21 . Yaleurs intragroupes des tests de p et du coefficient de
Kendall, Experience 3 .

2inj /1inj 2inj / sln 1 inj / sln
Test CfKendall Test u CfKendall Test p
Tissus |Zobs|= Zt= |Zaobs|= 2t = | Zobs | =
F [ 0,931 -1,178 | 0,927 | -0,451 | 0,320
R | 0,677 0,577 | 1,173 ] 0,162 | 0,800 |
G [1,013] -0,128 [0,174] 0,462 [1,3811
Pds | 0,962 | 0,390 [ 1,042 | -0,451 | 0,265
G/5 | 1,874 -Q,742 [0,116] 1,051 {2,013
H/S | 1,012] -0,742 (0,810 -0,451 |1,218]
K | 0,481 | -0,485 [ 0,347 | -0,791 | 0,265

-

Ho = 2 injectons (2 inj} = 1 injection (1 inj} = solution (sol)
H1 ={2inj) = (1inj) = (sal)

| Zobs | 2 Z 842 =» rejet de Ho

Yaleurs critiques Z a/72 = 1,96 pour 3 5% et 2,57 pour 1%

*inj = injection, sln = solution
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TABLEAU 22 . Test de régression simple dans les tissus, entre
experimentaux : 2 injections, 1 injection et exposé en solution dans 1'eau .

Coefficients de variation
R Erreur Test - F t 21inj 1 inj sol

standard
Faie 0,033 1,014 0,016 0,127 31,31 45,48 46,87
Rein 0,074 0,280 0,082 0,266 24,35 40,23 40,12

Gonade 0,165 0,796 0,420 0,648 73,73 59,26 89,06
Poids total 0,041 43,201 0,026 0,160 22,33 34,38 33,85
G/S 0,224 0,389 0,792 0,890 68,46 3251 7360
H/S 0,267 0,291 1,150 1,072 1466 18,33 47,28
Facteur K 0,020 0,092 5,798E-3 0,076 10,84 6,41 7,48

R = corrélation de la régression

Le tableau 20 nous présente les résultats . Nous acceptons H1, I'hypothése
alternative ol le Témoin > Expérimental, ce qui signifie que les poids des
tissus témoins sont supérieurs a ceux des expérimentaux excepte pour le cas
des gonades ol i1 ne semble pas y avoir de différence significative . Les
coefficients de variation du tableau 22 appuient le test de y en ce qui
concerne les variations intragroupes, par contre le coefficient de Kendall ne
précise en rien ces différences.

Au tableau 21 nous pouvons distinguer 1a comparaison intragroupe entre les

tissus des expériences a 2 injections, 1 injection et de cadmium en solution
dans 1'eau . Nous n'observons aucune différence significative entre les tissus
des différents échantillons de I'expérience 3 excepté au niveau des gonades .

Le coefficient de Kendall {tableau 21) et 1a régression simple (tableau 22)
nous indiguent que les tissus sont indépendants et ceci est confirme dans
I'analyse des tissus par des valeurs tac inférieures a la valeur critique de



la table t = 2,043, & = 5&; pareillement pour les valeurs de Fc <F table =
2,33 pour 3 = 5% . Les coefficients de variations présentés (Tableau 22}
appuient & nouveau V'indépendance des tissus .

Les resultats du facteur de bioconcentration dans les tissus des poissons
ayant regu 2 injections et 1 injection sont présentés comme suit :

(FBCCg) = 2 injections : foie: 15,6 > rein: 4,2 » gonades : 3,7 > peau: 0,7 »
branchie : 0,6 » muscle : 0,1 .

{(FBCCg) = 1 injection : foie: 18,6 > gonades : 3,4 > rein: 2,5 > peau : 0,8 >
branchie: 0,7 » muscle : 0,1 .

Ainsi, lorsque qu'un tissu (ex.foie) est trés contaming, le facteur est éleve
par rapport & d'autres tissus moins enclin a 'accumulation du cadmium
{ex.muscle} . Le rein et les gonades semblent réagir fortement au cadmium.
I1 est probable qu'il se fait un transfert de I'ion métallique du foie vers le
rein et les gonades . Le facteur de hioconcentration reste faible et constant
pour les surfaces d'absorption ainsi que pour le muscle .

En comparant les résultats obtenus dans une expérience sous-l1étale
{experience 1) avec un (FBCCq) comme suit pour le foie: 71> lerein: 1,53
le muscle : 0,1 d'avec ceux de I'expérienxce *3 en situation de toxicite
aigue, nous constatons que le calcul du facteur de bioconcentration (FBCgq)
confirme d'une part le niveau de saturation dans le tissu hepatigue
{expériences 3 vs 1); les variations au niveau du rein, la stabilité dans le
muscle, les branchies et la peau (expérience #*3). Finalement le FBC dans
les gonades semble équivalent concernant 1'expérience a injections
(expérience *3).

6-1.4 Toxicologie au cadmium et comportement
En procédant 8 une expérience de DLS0 (192 h){expérience 3), nous
obtenons des comportements nettement plus marqués car les poissons ne

semblent pas avoir le temps de s'acclimater au contaminant (Cd) .

Les comportements observés étaient les suivants : 1) un refus
d'alimentation au début de I'expérience 2} un semblant de retour als
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normale 4 mi-chemin 3} subsequemment un arrét total de 'alimentation
une nage erratique et finalement 5) la mortalité .

Le tableau 23 montre bien que nous sommes en situation de DLSO (192 h)
par 1a mortalité de S0 des spécimens et que les effets biotiques de 1a
contamination sont apparents et permanents .

TABLEAU 23. Contamination au chlorure de cadmium et effets biatiques,
Expérience 3.

Effets biotigues de 1a contamination

Témaoin | injection 2 injections Solution

Poids - - - -
Longueur - - - -
H/S - - - -
G/S - - + -
Facteur K -
Alimentation -
Nage -
Mortalité -

++ -
++ -

4+

++ -

+ Effet apparent
- Aucun effet apparent
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6-2 DISCUSSION
6-2.1 Caractérisation des métalloprotéines

Dans une situation expérimentale de toxicité aigie, DLS0 ( 192 h) oi
26 individus ont décédé en 4 jours sur un total de S0 spécimens, il nous
apparaissait important de suivre la répartition du cadmium dans les tissus .

Selon Gelber, &f g7 (1989), les tests de toxicite aigué permettent de
detecter facilement 'effet délétére d'un produit toxique sur des organismes
pendant une courte péeriode de temps dans des conditions controlges .

La pericde de mortalité est un standard d'exposition & un contaminant requis
pour démontrer T'action 1&tale d'un contaminant, toutefois la durée du test
varie . C'est prégisément ce que nous avons constaté . Certains cas de
mortalite peuvent étre dids ici en partie a 1a variation individuel le, car les
plus petits poissons subissent un stress plus important et meurent plus
rapidement .

Nous constatons que les gonades et le rein accumulent aussi beaucoup de
cadmium, probablement par transfert & partir du tissu hepatique puisqu'il
est le site préférentiel du cadmium . Lors de I'elaboration des gametes
femelles, une bonne partie des substances de réserves est formée dans le
tissus hepatique et transportée dans les gonades par voie sanguine . 1] est
possible de penser que I'entrée du cadmium dans le foie et sa complexation
avec des protéines présentes ou synthétisées dans le foie (protéine de
reserve) qui éventuellement sont transportées dans les gonades,
entraineraient une accumulation du toxique dans celles-ci . Conséguemment
la bicaccumulation du cadmium dans les gonades serait dépendante de 1'état
de gamaétogénése . I1 est aussi possible de suggérer que la présence du
cadmium dans le foie devrait diminuer si 1e trafic de ces protéines
complexées au toxique vers les gonades est important . Si cela s’avérait le
cas, on pourrait faire 'hypothése que les mécanismes d'incorporation
physiologique des substances de réserve dans les gameétes {récepteurs et
transporteurs) pourraient étre utilisés par les complexes protéines-
cadmium favorisant ainsi I'entrée du toxigue dans les gamétes .



Au niveau des parties comestibles camme le muscle, 1a contamination reste
3 un niveau basal ce gui équivaut a des valeurs contriles .

Dans l'experience 1 nous avions débuté I'experimentation par de petites
doses injectées de fagon assez distancee et en augmentant les doses
progressivement . Aprés quelques temps nous obtenions une sorte
d'acclimation chez les poissons . Plusieurs études ( Larsson et Haux, 1982;
Thomas, &7 &/, 1985) sur les poissons ont montré qu'il existe un équilibre
gntre concentration de cadmium dans 'eau testée et les tissus . Elle
s'effectue 1 & 2 mois apres exposition .

[1 semble que nous ayons aussi trouvé un seuil de concentration de
saturation en cadmium pour le foie car les valeurs en ppm sont
relativement égales (expériencel, expérience 3):

Experience 1 p = 8.643 ppm Cd

Expérience 3 p = 7.183 1 injection

i =7.176 2 injections . Gelber, & &/, { 1985) avancent que ces expériences
de toxicité aigie comportent des limites en ce sens que cela ne renseigne en
rien sur les effets sous-1etaux ni sur I'accumulation dans les divers tissus
touchés . Toutefois & partir de cette expérience (expérience 3), hous avons
déterminé un patron de distribution du cadmium dans les tissus
effectivement différent des expériences précédentes . Ceci permet aussi de
distinguer les tests de toxicité subaigué et aigué .

En miliey naturel {expérience 2) on obtient 1a distribution suivante du
cadmium dans les tissus : Rein » Branchie > Peau > Foie » Gonade > Muscle .
Dans l'expérience de toxicité exposé au cadmium dans 1'eau, les tissus
presentent un patron différent soit : Gonade > Rein » Peau » Branchie > Foie >
Muscle. Les gonades semblent touchées en premier, le rein est important
mais le foie ne présente pas de fortes concentrations . |1 reste que lorsque
les poigsons sont exposés au cadmium en solution dans 1'eau, le rein est
I'organe prioritaire et les autres tissus sont inefficaces dans 1a
sequestration du cadmium .

5i nous regardons les résultats pour une méme contamination du foie, 1a
concentration dans le rein n'est pas la méme pour les experiences 1 et 3 . 0On
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pourrait penser plutdt 4 un déebordement dans 1'expérience 3, qui entrainerait
au niveau de 'intestin ou du rein un recyctage du complexe protéine-
cadmium gqui n'est pas excréte et tend 8 s'accumuler au niveau du rein .

En chromatographie d'exclusion nous pensions obtenir de forts pics
d'absorbance a 250 nm (Mtn) combinés a 'absorption atomigue (Cd) en
rapport avec la contamination et étant susceptible d'étre representés par
des protéines 3 FPM . Nous obtenons & la place une nette dominance des
protéines 8 PME avec un cadmium prépondérant dans les protéines a THPM .
D'aprés Coombs (1979), les réactions enzymatiques changent au bout de 3
jours dans la céruloplasmine, et apres 14 jours elles diminuent dans le foie.
Nous supposons donc que 1'activité enzymatique était en phase de transition.
Si nous avions continué d'injecter et de récolter des spécimens aprés le 8
ieme jour, il est tout probable que la Mtn ou métalloprotéine en question se
serait revelee importante dans le foie et dans les autres tissus selon
V'ordre d'importance de 1a distribution du cadmium. Nous supposons aussi
que dans cet etat de transition, 1'albumine dans le sérum jouerait un rdle
important et I'anhydrase carbonique aussi. Bremner (1979) suggere plutdt
que le cadmium est davantage lié 4 1a gamma-globuline plus que 1'albumine
invivo . |1 semble aussi que l'induction est moins efficace lorsqu’on effectue
la contamination avec des doses trop massives au départ .

Le systeme d'induction et de detoxification est moins efficace dans les
poissons comparé 8 celui des mammiferes. 11 reflete le fait que les
poissons vivent dans un environnement dans lequel les toxiques sont dilués .
De ce Tait cela réduit la réponse des enzymes au défi des xénobio tiques .
Méme sous des conditions optimales, 1es poissons démontrent des activités
enzymatiques plus faibles que chez les mammiféres . La signification réelle
de la biotransformation des enzymes par les xénobiotiques dans les poissons
n'a pas été etudiée intensivement . Dans quelques cas, le metabolisme des |
%énobiotiques par les poissons est connu comme affectant sa toxicité et il
est possible que 1a basse activité des enzymes caractéristique des poissons
soit suffisante pour la disposition des concentrations de toxiques que las
poissons rencontrent normalement {(Chambers et Yarbrough, 1976) .
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Des réactions d'inhibition au cadmium seraient dues 8 la fixation du metal
sur des sites nucléophiles des enzymes . De nombreux effets biochimiques du
cadmium résultent de sa capacité de se fixer sur des sites nucléophiles
(goupes sulphydriles) . D'un point de vue toxicocinétigue, I'induction des
enzymes de biotransformation devrait résulter en un taux plus rapide
d'@limination et de diminution de 1a toxicité et de la bioaccumulation . En
contraste , I'inhibition de ces enzymes résultent en une augmentation de la
toxicité et en bioaccumulation des xénobiotiques . Le cadmium est un métal
qui exerce cet effet dans les organismes aquatiques (Firlin, &/ &/, 1985).

Mous suggérons que 1a biosyntheése de la thionéine n'a pas eu le temps de se
faire puisque la moitié des poissons sont morts mais plutdt d'autres
protéines similaires {iso-Mtn) ont servi de site d'interaction. Nous
observons une certaine constance a travers ces expériences c'est-a-dire
que les protéines & PME sont dominantes partout. Leber et Miya (1376)
soulignent qu'en utilisant un profile d'élution typique de G-7S, que la
majeure portion du cadmium soluble est lié a une macromolécule (Cd-P) de
I'ordre de 69 000 PM dans une situation de LDS0 chez la souris .

Les spécimens ayant séjourné dans 1'eau en présence du cadmium en faible
concentration et n'ayant regu aucune injection de Cd, démontrent une
reaction similaire a ceux du milieu naturel .

Selon Karin (1985}, aprés une exposition a un métal toxique, le niveau basal
~ de la Mtn devrait 8tre relativement élevé si 1a Mtn & un role protecteur.
La Mtn ici pour I'expérience 3 (exposition au Cd dans 1'eau) est probablement
restée § des concentrations minimes et par conséguent non induite .

{1 est possible que les différences de réponses a 'exposition au cadmium
soient dues surtout & I'abondance relative des protéines a fixation
metallique (Cd) dans les organes du foie et du rein ou a une distribution
inégale du cadmium dans 1'organe ou § d'autres mécanismes . Les processus
biologiques au niveau cellulaire aboutissent souvent aux memes résultats
dans des conditions différentes car les cellules n'inventent pas de nouveaux
mécanismes mais utilisent plutdt ceux qu'elles ont . La séquence des 4
phases dans saturation des poids moléculaires décrite en section 6-
1.1{métal vs protéine}, n'est pas donc exclusive a la toxicite aigiie .
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Hamilton (1985) rapporte que dans les experiences de Thomas, &7 &/,{1983-
1985), le cadmium environnemental n'est pas séquestré ce qui implique la
non-effectivité de la Mtn dans un rile de protection selon leur condition de
contamination contamination . Par contre Bouguegneau, &7 &/ (1983)
confirment nos résultats, 1a prépondérance des metalloproteines § PME et
THPM et 1a probbilité de se situer dans la phase 4 de 1a séquence d'induction
de metalloprotéines .

6-2.2 Competition Cadmium - Zinc

Le tableau 19 présente des variations importantes de concentration
en zinc pour l'expérience 3 par rapport aux expériences 1 et 2 . La méthode
de contamination (2 injections, 1 injection et ou en exposition au cadmium
en solution dans 1'eau) y jouerait un rdle . Ce qui est frappant c'est cette
déficience en zinc . On sait que la Mtn joue un rdle dans le métabolisme intra
et extra cellulaire dans le contrdle du zinc et du cuivre et que le niveau du
zinc regle le taux de Mtn produite . Ainsi lorsque le zinc est en faible
quantit® la Mtn serait degradee rapidement (Karin, 1985) . Ceci pourrait
réfléter en partie ce qui s'est produit au cours de cette contamination (2
injections, 1 injection) .

{1 aurait éteé intéeressant de tester le cuivre en particulier pour cette
expérience car Roch, e? 87 {1982) expliquent que le cuivre est

toujours dominant dans les fractions a PME et & FPM . |1 déplace fortement
le zinc et doit compétitionner avec 1e cadmium pour les sites d'interaction .

Thomas, &? &/ (1985) rapportent que le cadmium dans la truite arc-en-ciel
est incapable de déplacer le zinc et le cuivre provenant de 1a Mtn endogéne,
excepté lorsqu'on introduit de grandes quantités de cadmium .

lci les valeurs injectées ont dépassées 1a capacité des tissus et les
specimens n'ont toujours pas pu s'acclimater .

Aussi Day, &/ &/ (1984} proposent que 13" de novo thionein synthesis” n'est
pas requise pour une courte période d'incorporation du cadmium et du
mercure dans 1a Mtn . Toutefois, le déplacement du zinc s’effectue dans la
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zinc-thionéine déja existante . I1 faut donc que les spécimens subissent une
préexposition au cadmium ou au mercure ol le metal doit saturer la Mtn
existante . La synthése de la thiongine n'est pas impliquée dans
I'incorporation du cadmium au niveau basal . 5i 1a zinc-thiongine est trop
faible, il n'y a pas de synthése de Mtn . Cela ne veut pas dire qu'il n'y a pas de
cadmium dans l'animal car le zinc n'altére pas la distribution du cadmium
dans les tissus . Ainsi les déplacements du zinc de 1a Mtn par 1e cadmium
protegent la cellule durant les premieres heures avant que l'induction de la
Mtn atteigne un niveau élevé c'est-a-dire comportant la capacité de liaison
et d'enlévement de grandes quantités de metal exogéne . La synthese de la
Mtn se produit lorsque le tout le zinc mobilisé est accrue dans le foie par
I'intermédiaire d'enzymes hormonales .

Donc un changement dans la Mtn réflete son implication dans le contrile
genéral des processus de prolifération cellulaire et cela s'effectue a travers
la régulation du zinc intracellulaire . Sa perturbation peut aussi &tre un
facteur de néoplasie (Karin, 1985) . Selon Day, £ &/ (1985), 1e cadmium du
foie incorpore le cadmium dans 1a MTn de 1a méme fagcon que e zinc perd de
1a Mtn, ce qui impligue un remplacement et une cohabitation des ions
métalliques . |1 apparait que ce qui est retenu dans le cytoplasme dans le cas
d’'un animal non-préinduit du métal exogéne déja saturé de Mtn existante,
c'est 1e lien avec des proteines & PME . C'est prégisément ce que nous
observons .

Mous supposons ici dans I'expérience 3, qu'il y a bien eu un déplacement
suffisant pour que e zinc soit en nette déficience comme complexe
métalloprotéinique surtout si nous considérons le réle critique que joue le
zinc dans le fonctionnement de certains enzymes tel I'anhydrase carbonique .
{1 est probable qu'en réponse au stress, 1a Mrn n'a pu étre formée en quantiteé
suffisante .

Lorsqu'un changement de contenu d'2léments dans un tissu ou du patron
subcellulaire de distribution du métal survient, cela nous pravient
habituellement que des interactions antagonistes sont en opération . La
multiplicité des interactions implique des effets antagonistes et peut étre
explicable parce que la protéine MTn-type peut lier simultanément les
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cadmium, zinc, cuivre en proportions différentes; on croit que cela réduit la
visibilité de la détection de la MTn . Il est possible que nous ayons une Mtn
mixte avec différents métaux . L'effet sur 1a rétention ou la perte d'@lement
serait fonction du taux de dégradation ou de biotransformation du produit
résultant et de 'affinité de la protéine pour le métal (Hoesktra, &/ 87,1974).

Kraker, et &/ (1988), avancent que dans des cellules déficientes en zinc, la
Mtn-similaire apparait exister comme une apoprotéine . La Mtn serait le
principal donneur de zinc 4 1'apoanhydrase carbonique ajouté au cytosol dans
les cellules de Ehrlich dans le foie chez 1a souris . Donc la Zn-Mtn est le
dépdt labile de Zn dans les cellules de Ehrlich qui peut étre mobilise sous
des conditions de déficience en zinc .

11 appert que 'identification de 'apo-Cd-P, protéine comme apo-Mtn est
incertaine sans caractérisation ultérieure ou purification subséquente .

6-2.3 Variation pondérale des organes et de la contamination au cadmium

Selon Haux et Larsson (1984}, lors d'une contamination au cadmium, une
réduction de 1a taille du foie est initialement observee .

Ceci n'a pu étre observe dans les expériences précédentes : chronique et
subaigué car les tissus retournent a la normale aprées un certain temps et il
se produit un équilibre entre les concentrations de cadmium des tissus
aprés une période d'exposition . Par contre au tableau 20, nous pouvons voir
que le poids des tissus des expérimentaux sont inférieurs 8 ceux des
témoins mais dans les tests intragroupes de cette méme expérience
(Tableau 21, spécimens injectés et en exposition dans 1'eau ), le poids
présente des différences non significatives dans les tissus .

Les coefficients de corrélation de Kendall (tableau 21) et de régression
(tableau 3) confirment de facon générale cette relation, excepté pour les
gonades et le rapport G/S. Les tests Fc et tac sont en dessous des valeurs
des tables (ol F = 2,33 et t = 2,043 pour un méme & de 5% . Ceci est
probablement di a 1a grande variation individuelle des tissus qui est
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démontrée par les coefficients de variation au tableau 22 et 3 une
distribution inégale du cadmium dans les tissus .

Le facteur de bioconcentration (FBC) exprime la relation cadmium-tissu
par une majoration du cadmium allantjusqu'a 18,6 pour le foie, 4,2 dans le
rein et 0,1 pour 1e muscle comme valeurs maximales dans les tests
injections . 11 n'y a pas de facteur de bioconcentration dans le test
d'exposition au cadmium en solution dans 1'eau car les valeurs de
concentration du cadmium en solution sont trop faibles .

Ces valeurs confirment de fagon genérale 1'ordre de concentration du
cadmium total moyen dans les tissus suivants Foie > rein » muscle pour les
expériences a injections (exp. 1 et 3) .

Le facteur de bioconcentration a été toutd'abord &laboré pour tenir compte
de V'incorporation progressive et 1'accumulation subséquente des toxiques
dans les cellules . Aussi pour évaluer la bioconcentration exacte lors
dinjection intrapéritongale, par rapport aux cellules, i1 faudrait connaitre
le facteur de dilution sanguine. Dans ce cas-ci il n'est pas vraiment possible
de prédire cette dilution; e (FBCCg) reste donc une bonne approximation .
Lors d'exposition au cadmium en solution dans V'eau, le facteur de
bioaccumulation ou de bioconcentration, se référe davantage 4 la chaine
alimentaire soit I'ingestion d'un grand nombre de particules contenant un peu
de toxigues et aboutissant d une accumulation via la voie digestive .

Lech et Bend, (1980} traitent de la relation de biotransformation et de
toxicité d'un toxique dans les poissons . Ainsi a un état de stabilite, le taux
de changement d'un toxique auguel un poisson est exposé [F] est directement
praoportionnel a 'entrée du cadmium K1 et de 1a concentration de 1'eau [W] du
togique et inversement relié au taux de biotransformation constant K2 et K3
{sortie ou enlévement du toxique) . Ainsi 1'éguation suivante présente un
modele de dynamique d'un toxique lorsqu’'il y a persistance et
bioaccumulation ou bioconcentration dans le poisson : [F] = [ K1 7/{K2 +K3 )
[w] ] {équation 1). Ainsi, 1a cinétique du mouvement transépithélial de
métaux tel le cadmium,dans la cellule (équation 1) est corréle avec
l'affinité de 1a Mtn . L'absorption du cadmium en premier lieu consiste en la
liaison 4 une membrane de charge négative suivi de 'entrée intracellulaire
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du métal en fonction de 1a concentration du métal diffusible dans 1a cellule
(Foulkes et McMullen, 1987) .

6-2.4 Effet de 1a contamination sur le comportement

Des observations de mouvements de nage erratique et d'agressivité
sont notés dans cette expérience . |1 est évident que la relation injections /
stress-dominance ont eu un effet synergique pour finalement causer une
mortalité de S0% de 1a population testée .

La plupart des organismes ont évolué de fagon a s'adapter en développant des
réeponses de défense . Cependant lorsque les niveaux de stress et de
concentration du toxique diminuent T'habileté de 1'organisme a répondre, les
especes adoptent alors des comportements anormaux allant jusqu'a la survie
de I'animal .

Nous savons qu'une préexposition 4 un métal lourd donne lieu a une meilleure
acclimation face a des concentrations supérieures d'un méme contaminant .
[1 serait donc possible d'obtenir des comportements marqués apres
acclimatation . Lorsqu'il y a excés d'un toxique, 'animal développe alors des
comportements aberrants . Ceci nous indique qu'il y a eu dommage au niveau
physiologique et biochimigue des organes et du systéme nerveux .

Les comportements les plus impliqués lors d'intoxication sont : la
locomotion, 'alimentation, 'interaction sociale { territorialite, dominance,
aggrégation etc.) (Rand, 1985) .

Selon Benoit, &/ &/ (1976), on remarque une hyperactivité au début du test,
des mouvements de natation erratique et non-coordonnés et paralysie de
quelques minutes . Finalement on ne peut citer ces observations qu'a titre
indicatif et qualitatif pour cette expérimentation mais nous savons que les
affets biotiques de Ia contamination ont eu un effat apparent et durable
(tableau 23) .



CHAPITRE Vil

CHANGEMENTS MORPHOLOGIQUES



7.1 Géneralités

Les résultats obtenus dans 1'évaluation de 1a contamination au cadmium, de
méme que dans la détermination de la production de meétalloprot@ines nous
indiquent que le tissu hepatique joue un réle majeur dans le métabolisme
des xénobiotiques inorganiques . Les changements du tissu hépatique induits
par les substances chimiques ont été identifiés comme probléme
toxicologique depuis prés de 100 ans (Zimmerman, 1978) . 11 fut reconnu
trés tot que les blessures au tissu hépatique ne représentent pas une seule
entité et que les 1ésions observées dépendent non seulement de 1'agent
chimigue impligué mais de 1a période d'exposition . Suivant une exposition
aigle on observe habituellement 1'accumulation de lipides dans les
hépatocytes, 1a necrose cellulaire ou la disfonction hépatobiliaire alors que
des expositions chroniques entrainent des changements cirrhotiques ou
néoplasiques .

Des altérations biochimiques différentes peuvent mener au méme résultat .
I ne semble pas y avoir un seul mécanisme de contrdle des changements
dégénératifs chez les hépatocytes . Certaines formes de changement
apparaissent réversibles alors que d'autres résultent en dommages
permanents .

La mortalité associée avec différentes formes de lésions varie . La génése
des lésions differe d'une espece & l'autre et la relation dose - réponse n'est
pas toujours claire .

i1 n'est pas surprenant aujourd'hui que les toxicologues mettent souvent en
doute 1'effet de 1ésion hépatique & moins que celles-ci n'aient été décrites
rigoureusement .
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7.2 Considerations morphologiques et fonctionnelles

Comme nous 1'avons indiqué dans un scénario (figure 1) en toxicologie
naturelle comme en toxicologie expérimentale, le foie regoit les toxiques
tel le cadmium par voie sanguine . Aussi 1a facon traditionnelle de présenter
les relations entre les cellules hépatiques et leur irrigation sanguine a été
dans 1a configuration de lobules hexagonales . |1 apparait maintenant
clairement que cette configuration ne correspond pas a F'unité fonctionnelle
du foie . Par exemple 1'injection de colorant dans 1a veine porte ou dans
I'artére hépatique a montré que les vaisseaux terminaux afférents
fournissent le sang seulement aux secteurs de lobules hépatiques adjacents .
Ceci a conduit Rappaport {(1979) a définir 1a masse parenchymateuse en
terme d'unités fonctionnelles , les acini hépatiques . L'acinus hépatique
simple consiste en une petite masse de cellules parenchymateuses
irreguliéres de forme et de taille, et arrangée autour d'un axe fait d'une
veinule porte terminale, d'une artériole hépatique, d'un conduit biliaire, de
vaisseaux lymphatiques et de neurones .

Le concept d'acinus montre qu'il existe des zones circulatoires dans chague
acinus . Rappaport (1979) en considére trois, dependant de leur distance et
des branches vasculaires terminales . Méme s'il était commun de penser que
les diverses cellules parenchymateuses dans le lobule hépatique possedaient
la méme spécificité fonctionnelle il est devenu évident qu'il n'y a pas
unifarmite (Gumucio et Miller, 1982) .

Le concept d'hétérogénéité dans différentes cellules et dans différentes
zones n'est pas encore complétement explicité . Cependant on peut déja
apprécier que le concept pourrait permettre de mettre un peu d'ordre dans
les divers mecanismes qui semblent impliqués dans le developpement de
lesions hépatiques associées avec des agents hepatotoxiques .

On peut citer en exemple de 1a non uniformité que nous trouvons beaucoup
plus de cytochrome P - 450, d'hydrolase époxide et de transféerase
glutathione dans la zone 3 (Rappaport, 1979) .
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7.3 Resultats

Les analyses morphologiques ont &té effectuées en considérant que les
transformations peuvent se manifester su niveau des cellules comme au
niveau subcellulaire .

En effet des mesures de diamétre cellulaire ont &té réalisées sur le foie
témoin et expérimental et les moyennes obtenues 3 partir de 30 &chantillons
témoins et de 30 expérimentaux (tableau 9) demontrent qu'il ne semble pas
exister de différence significative entre les hépatocytes témoins et
expérimentaus .

Par contre 1'analyse subcellulaire est beaucoup plus révélatrice . Nous avons
resume dans un tableau (tableau 24) les principaux résultats de cette
analyse, présentant ainsi les changements morphologiques causes par la
contamination au cadmium chez les truites mouchetées expérimentales .

Dans 1'analyse subcellulaire nous avons examing 4 tissus : le foie, le rein,les
gonades et le muscle . C'est dans le foie et le rein que les effets sont le plus
marqués . Dans un premier temps lors d'une contamination sous-1&tale
{subaigiie), 1'examen du tissu hépatique, révele une réorganisation du
réticulum endoplasmique (figure 19) sous forme concentrique alors que chez
le témoin, le réticulum se présente de fagon rectiligne . Ceci pourrait étre
di au jeune résultant de l'intoxication de la truite . On observerait donc ici
un effet indirect du cadmium sur le foie . Ce phénomene semblerait une
reaction commune a différente intensité d'intoxication au cagmium . Nous
remarguons aussi un détachement des ribosomes du réticulum endoplasmique
rugueux . Ceci serait sussi fonction du niveau de contamination .

Un autre effet qui semble caractériser l1a contamination aux métaux lourds,
c'est la déestructuration des mitochondries dans le foie (figure 2Q) .
Habituellement 1es mitochonries présentent 2 types de formes : oblongue et
ronde, et leurs proportions sont equivalentes .



Lors d'un traitement au cadmium on retrouve pratiquement que des
mitochondries de type rond d'aprés la littérature . C'est précisément ce que
nous observons . De plus elles deviennent déstructurées, en ce sens qu'il y a
reduction des crétes, cela va méme jusqu'a la rupture de la double membrane
laissant ainsi s'ecouler son contenu (matiére condensée) . On constate aussi
un regroupement des mitochondries .

TABLEAU 24 . Principaux' changements morphologiques causés par la
contamination au chiorure de cadmium (CdCl2) .

Expériences de toxicité
Chronique Subaigqué Aigus

FR MG FR MG F R MG

Accumulation
membranaire + ++ + ++

Augmentation du
réticulum endo-

plasmique lisse ++ ++ +es

+

Désorganisation
des mitochondries + + ++ 4+ 44

Dépots
cytoplasmiques + ++ ++

Vacuolisstion de
V'hétérochromatine ++ ++

Réticulum
concentrique ++ ++

Réduction des
organites
cellulaires ++ ++

Accumulation des

lipides

membranaires ++
*F = foie, R = rein, M = muscie, G = gonade
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Foie Expérimental

Figure 19 . Réticulum endoplasmique concentrigue Foie Expérimental
{53 000 X) et Foie Témoin { 40 000 X) Expérience 1.
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Foie Expérimental

Figure 20 . Déstructuration des mitochondries dans le foie expérimental
{40 000 ¥), Expérience 3 et foie témoin (40 000 X), Expérience | .
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Le tissu hépatique présente aussi certaines autres altérations telles : les
accumulations membranaires (figure 21), vacuolisations et depdts au niveau
de I'hétérochromatine dans le noyau (figure 22) . Au niveau du noyau il y a
aussi perte de matiere condensée . Les accumulations membranaires
relevent du systéme endosomal, systeme impliquant la dégradation de la
nourriture et 1a transformation des protéines et organites de la cellule
susceptibles d'avoir accumulé le cadmium . Pour se protéger et se
détoxiquer, 1a cellule prend 1e chemin métabolique d'une suite de vacuoles de
lysosomes primaires, secondaires et tertiaires et on observerait une
augmentation de corps membranaire 4 ce moment 14 surtout dans les
lysosomes tertiaires . C'est aussi une autre forme de storage de
contaminants {metaux lourds ) .

Géneralement lors de contamination, 1e rein présente une certaine nécrose
au niveau subceliulaire, par granulation irréguliére . Les mitochondries sont
aussi severement touchées {figure 23). Cela impligue la contraction et
I'effacement des crates, la rupture de membrane augmentant ainsi le nombre
de mitochondrie ronde et 1'agglomeération de celles-ci tout comme pour le
foie . Dans le rein on peut voir aussi qu'il y a une importante augmentation
du réticulum endoplasmique lisse impliquant la libération de nombreux
ribosomes {figure 24).

Mous avons noté quelques autres altérations dans le muscle (figure 25) et
dans les gonades (figure 26) . Dans le muscle on rencontre aussi une
désorganisation mitochondriale, storage de granules, accumulation
membranaire et nécrose du tissu.



Chez les gonades femelles, une premiere observation consiste en la
réduction des organites dans le cytoplasme . Ensuite vient 1a vacuolisation
et le détachement partiel dans les lobules des gvaires qui sont moins
nombreux et nous avons un bon nombre de globules de réserves . Si
I'organisme est traité au cadmium, il y a augmentation des lipides surtout
dans la région du noyau et 1a matiere condensée est distribuée de fagon
variable .

En situation de contamination aux métaux lourds, nous reconnaissons qu'il
existe des altérations tant au niveau de toxicité chronique, subaigué
gu'aigué et nous constatons que ces effets sont amplifiés selon V'intensité
de la contamination .

117



Figure 21 . Accumulations membranaires dans le foie expérimental,
Expérience 2 ; (40 000 ¥)

TR

Figure 22. Yacuolisations de I'hétérochromatine du noyau du foie
expérimental, Expérience 1; (20 000 X)
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Figure 23 . Déstructuration des mitochondries dans le rein expérimental ,
Expérience 1; (40 000 X)

Figure 24. Augmentation du réticulum endoplasmique lisse dans le rein
gxpérimental, Expérience 3 ; (40 000 ¥ )
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Figure 25 . Désorganisation mitochondriale dans le muscle expérimental,
Expérience 1; {60 000 ¥)

Figure 26 Réduction des organites dans le cytoplasme des genades femelles
axpérimentales, Expérience 1 ; (9 000 X)
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7.4 Discussion

Dans le systeme de classification des changements histohépatigues dus
& la toxicité, élaboré par Plaa {1986}, on présente 5 types de réactions
histopathologiques .

- La premiére est appelée V'altération zonale hépatocellulaire et on y décrit
des effets de nécrose ou d'accumulation lipidique . C'est probablement ce
type de 1ésion qui a &té& le misux décrit .

Nous pouvons cbserver certains de ces effets méme 8 un niveau de toxicité
relativement faible {(expérience 1) .

2- Un deuxiéme type de réaction est nommée cholestase intrahépatique
plutft ligée au blocage des canaux bilisires .

3- Une troisieme catégorie est désignée comme la nécrose hépat ique avec
réponse inflammatoire . Nous n'avons pas observer de nécrose massive qui
caractérise cette catégorie . Nous devons cependant noter que la
désorganisation observée en toxicité aigué pourrait mener éventuellement a
une telle réaction .

4- Une quatrieme classe correspond d'avantage sux effets que nous
abservons . Elle s été considerée comme un groupe de réactions non
classables et touchant de fagon générale a la réorganisation cytoplasmique
{ membranes, reticulum endoplasmique lisse, mitochondries) et nucleaire

{ vacuolisation ).

5- Puis un cinguiéme type qui est plutdt 1ié 8 la carcinogénése . Nous
observons pour notre part d'avantage un arrét de 1a multiplication cellulaire
{ condensation chromosomique ) que V'inverse .

On sait que les organismes marins évoluant dans des environnements
contamings , sont capables d'accumuler des taux élevés de métaux lourds



dans les tissus . Cetle tolérance peut étre due en partie & la présence de
métalloprotéine intracellulaire . Lorsgu'on a un niveau eleve de métal en
excés |, Phabileté de 1a cellule 8 synthétiser des métalloprotéines peut étre
dépassée . C'est alors qu'il y aurait correlation entre le développement de la
pathologie et des métaux lourds (Jenkins, &f &/, 1982} .

Aussi U'altération de ces protéines refléterait une disfonction au niveau du
tissu hépatigue car le role du foie est de synthétiser les protéines du
plasma dans lequel le cadmium est apporté par le sang et 1ibéré par le
plasma dans les tissus (Stowe, &7 &/, 1972) . En ce qui concerne le tissu
gonadique, les changements bischimiques peuvent impliquer une nécrose et
une diminution significative de V'activité enzymatigue (Samarawickrama,
1979} .

Au niveau cellulaire et subcellulaire nous avons déja cité pour la truite
mouchetée quelques modifications morphologigues . 11 appert gu'un
traitement au cadmium provoguerait des lésions aux mitochondries gui
deviennent hautement pleiomorphiques et ceci implique une diminution de
Teur efficacité fonctionnelle mais ne cause pas necessairement 1a mort .
Linefficacité mitochondriale entrainerait & son tour un changement au
niveau du métabolisme privilégiant certaines voies meétaboligues plutdt que
d'autres et 'accumulation de certains métabolites (exemple les lipides) .

Dans le réticulum endoplamique, le détachement des ribosomes suggere
initislement que les protéines de synthése sont diminuées avec un

traitement au cadmium et présente comme effet indirect le bris des lipides.

La presence de lysosomes autour de ces organites impligue gue 1es enzymes
de digestion sont présents dans ces mémes organites .

11 arrive qu'il 4 a réattachment des ribosomes; il y aursit reconstitution de
synthese mais de fagon disproportionnée . On retrouverait une grande
proportion de cadmium associé 8 1a fraction particulee de la cellule et ceci
est généralement associé aux lysosomes tertiaires . Le transfert du
cadmium aux lysosomes {Samarawickrama, 1979 ; Vernberg, &7 &/, 1952)
s'effectuerait par autophagie .
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11 semblerait aussi que d'autres protéines telle I'slbumine réagissant avec
les ions métalliques pourraient rendre ta cellule plus accessible a la
pinocytose od les 1ysosomes agissent {webb, 1979a) .

Seion Vernberg, &f &/ (1982}, les cellules pratiguent un certain contrile
des concentrations intracellulaires des métaux dans un animal ; ceci est
effectud par 1a membrane externe des cellules afin de maintenir un gradient
ionigue critigue pour le transport des metabolites et un gradient osmotigue
pour maintenir e volume des cellules . Donc 1a cinétigue d'absortion du
cadmium commence d'abord par la liaison @ une membrane de charge négative
suivie de V'entrée de 1'ion métallique dans la celluie et sa diffusibiiite resie
fonciion de sa concentration (Foulkes et McMullen, 1987).

Le calcium Ca*2 a précisément le role de maintenir dans le cytosol des
concentrations faibles en métal et en particulier pour le cas du muscle .
Selon Ord et Al Atia (1979) le Cd*2 déplacerait les ions Ca*2 de fagon
considérable dans les organites telles les mitochondries .

Aussi comme stratégie alternative de 1a cellule, i1 y aurait storage
intracellulaire dans des vésicules ol les ions sont emmagasines dans le
réticulum sarcoplasmigue du muscle (pour 1a contraction) et dans les
srganites pour contrdle d'énergie, telle la mitochondrie .

Finalement nous constatons que la cellule emploie differentes stratégies
{ métalloprotéines : transport et storage; compartimentation dans des
vasicules intracellulaires ol les pompes membranaires exerceraient un
tampon sur la concentration des metaux) afin de pouvoir s'acclimater aux
contaminants ol elle pourrait faire face .
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| - 11 en ressort que dans une intoxication au cadmium, le foie répond
principalement par ce qui semble 8ire la compiexation avec 3 types de
proteines selon leur poids moléculaire dans 1'ordre de grandeur suivant
=45 000, =28 000 et =15 000 daltons .

- La fraction de 45 000 pourrait représenter les molécules de complexation
primaire avant 1a formation de 1a Mtn

- |1 apparait que dans les situations de contamination subaigué et aigueg, le
foie atteint un niveau de satuyration en ce qui concerne 18 compliexation du
cadmium avec les protéines, ce niveau de saturation etant indigué par une
concentration maximale de méme ordre .

- Le comportement des protéines de poids moléculaire d'environ 28 000
semblent &tre caractérisées par les conditions suivantes selon Ia situation
de contamination :

a) Le cadmium semble saturer des sites sur d'autres molécules que
ta Mtn ou le ligand de zinc

b) Lorsqu'il y a déplacement métallique le zinc s'est combineé &
d'autres particules . '

¢} Cetie molécule pourrait représenter un précurseur de ia
métallothionéine {apo-Mtn) .

- Finalement les molécules de poids moléculaire autour de 15 0G0
pourraient représenter les Min elies-mémes ou les iso-Min .

Ce gui est assez étonnant c'est gue indépendamment de 1a durée d'exposition
{ 8 jours, 1 mois et 5 mois) et de 1a concentration { chronique,subaigué et
aigué ), nous observons que le cadmium est majoritairement associé aux
protéines 4 PME . Nous apportons plus loin une interprétation possible de
cette observation

Tout d'abord e cadmium semble étre capté rapidement mais de par sa
distribution dans les tissus, on ne verrait pas les pics représentant la
synthése maximale de la Mtn associée au cadmium.



La tolérance des tissus lors d'une contamination aux métaux lourds se
réfléte par une stratégie cellulaire consistant & utiliser des protéines
intracellulaires ayant une forte affinité pour les métaux, procurant ainsi
une certaine protection au tissu cible . Lorsque les métaux sont en excaés et
que T'habilité de la cellule & synthétiser de la Min est dépassée, ces métaux
en exces ne seraient pas sequestrés . A ce moment il y aurait déplacement
ou débordement du cadmium {expérience 3 aigie) vers la Mtn et e zinc se
combine 8 d'sutres particules c'est alors que le cadmium se lierait
d'avantage aux protéines a@ PME ou THPM . Ceci correspondrait aussi @
I'atteinte d'un niveau de saturation . 5'il § a cohabitation entre les ions zinc
et cadmium c'est gue nous sommes en situation de contamination sous-
létale (expériences 1) et ce sont les ions Cd*2 libres qui sont toxigues . Les
PME sont aussi favories .

Ainsi 1a distribution des ions métalliques s'effectue entre la Mtn et les
autres sites potentiels de liaison et d'action toxigque dans 1a cellule, ce qui
implique que ces autres interactions avec le meétal pourraient réduire
fortement 'habileté de I'organisme & synthétiser de la Mtn .

Dans 'expérience 2 (Saguenay} la contamination semble assez faible et nous
considérons plutdt cette association au PME comme un état d'équilibre suite
a8 un séjours de cing mois dans ie Saguenay .

{1 - La distribution du cadmium dans 'organisme s'effectue de fagon
g;révijsibie par 1a ségrégation des tissus . Ainsi lors de contamination, le
cadmium produit le patron de ditribution suivant . F » R > Surfaces
d'absorption > M.

Le foie est e tissu le plus touché et le muscle le moins affect® lorsque la
contamination est plutdt faible comme dans le cas de toxicité chronigue en
mitieu naturel . On sait qu'en milieu marin 90% du cadmium est 1ie, ce qui
implique que sa biodisponibilité est plutdt limitée et le rdle du foie se
trouve alors remplacé par le rein et les surfaces d'absorption .

Les gonades peuvent aussi 8tre affectées par le transfert intermédiaire du
cadmium par le foie . Dans les situations expérimentales subaigGe et aigie,
nous avons atteint pour le tissu hépatique un niveau de saturation qui est
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d'aitleurs confirme par le facteur de bioconcentration et permet sussi de
demantrer les organes priorises en situation d'intoxication aux méetaux
lourds .

Un fait intéressant est 1a concentration &levée en zinc retrouvé dans e foie
pour 1es expériences de toxicité subaigué et chronique et la nette déficience
lars de contamination aigué . Ainsi nous obtenons une valeur éguivalente 8
100% du zinc par rapport au zinc contenu dans le témoin pour Vexpérience |,
nous sommes & 60% en zinc du témoin pour 'expérience 2 et 3 128 en zinc
pour V'expérience 3 (aige) . On observe qu'il y a effectivement compétition
pour les mémes sites dinteraction vu la similarité chimigue du zinc et du
cadmium . Dans le cas de 'expérience de DLS0, nous aurions donc dépassé la
tolarance permettant 'acclimatation au métal .

En temps normal 1a Mtn n'est pas liée & tous les ions zinc pour la
detoxification de 'animal . Eile se lie aux métaux lorsqu'ils sont en grandes
quantités et que ceci représente un état d'alerte pour les systémes internes
de 'animal . Toutefois lorsque les métaux sont en exces et que le tissu est
incapable d'en contrdler 1a concentration, i1 risque d'y avoir un débordement
et par ce fait la distribution des métaux s'en trouve modifiée .

Par contre lorsqu'il y a peu de zinc, 1a Mtn se dégraderait rapidement .

I11- Dans V'intoxication au cadmium, les cellules hépatiques manifestent un
réarrangement au niveau des membranes internes (ex : réticulum
endoplasmique) qui pourrait impliguer le systéme endosomique .

L'ultrastructure nous révéle de nombreuses altérations et ces altérations
sont probablement le résultst direct ou indirect d'une contamination
observee . Nous constatons une augmentation du réticulum endoplasmique
lisse, la désorganisation des mitochondries, la réduction des organites
cellulaires, 'accumulation membranaire, 1e réticulum formant des figures
concentriques, 1a vacuolisation de Uhétérochromatine . Dans tous les tests
effectués, nous avons observé ces phénomenes & divers degré . I1s sont plus
marques lors de Vexpérience DL50 et se produisent méme lors de test
chronigue . Ces différences morphologigues peuvent étre dues en partie &
des effets secondaires de la contamination tel 'arrét de I'alimentation .
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& titre indicatif nous avons également remarqué un changement de
comportement alimentaire et de nage . 11 semble que lorsque les animaux
sont nourris, une bonne partie du cadmium s'&liminerait dans les féces. Ceci
a pu contribuer a réduire 1s synthése de ia métallothionéine .

Ces resultats nous ameéne & conciure que :

a} Plusieurs types moléculaires sont impliqués dans la complexation
protéine-cadmium .

b} La distribution du cadmium dans les tissus obéit & un patron bien
pravisible .

c) A guelque situation d'ion libre et de complexe, des effets
cytopathologigues se manifestent apres l'introduction du cadmium .

d) Le mécanisme de transport intracellulaire reste indéterming .
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Acclimatation : Ajustement compensatoire d'un organisme suite & un
changement des conditions du milieu . L'ajustement peut-étre
de nature physiclogique ,biochimique ou comportementale |

Antagoniste : Substance qui réduit 1a toxicite d'une autre
substance chez un organisme .

Bioconcentration : Processus impliguant une netie accumulation d'une
substance dans un organisme . Le taux d'entrée est supérieur au
tauy d'elimination .

Bistransformation : Processus par lequel la transformation d'un
wéncbiotique en un autre composé est catalysee par voies
biologigques

Detoxication : Processus par leguel une substance toxique est @liminée ou
neutralisée .

Dose - Concentration d'une substance dans un organisme donne
{concentration / poids ).

Dose tétale S50 (DL 50} : Dose d'une substance toxique causant 1a mort de 503
de 1a population testée a Vintérieur de 96 heures .

Dose maximale acceptable : C'est 1a concentration maximale acceptable par
poids pour une substance toxigue pour un organisme donné avant
gue se manifestent des effets observables .

Dose - réponse : Relation (le plus souvent exprimée sous forme de courbe)
entre la concentration dans un organisme et ia réponse
observee .

Facteur de bioconcentration ( FBC ) : C'est le rapport de 1a concentration du
toxigue dans les tissus sur la concentration dans V'esau ou dans
I'injection .
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introduction : Processus par lequel une substance toxique est transportée et
accumulée par un organisme .

Métal lourd : Métal de masse atomigue élevee

Métallothionéine { Min ) : C'est une protéine thermostabie, de poids
moléculaire variant de 6 000 & 15 000 daltons et caractérisée
par un contenu élevé en résidus de cystéine / cystine { 308},
une déficience en acide aminé aromatique et une capacité de
complexer 7 atomes de métal par molécule de protéine

Partie par million { ppmj : Concentration unitaire d'une substance dans un
yolume ou dans un poids .
Ex:1mg/1 =1 ppm
tmg/kg =1 ppm

Significatif { statistiquement } : Paramétre {survie, croissance etc ) qui
présente en comparant un groupe & un autre une probabilité
statistique de 95% avec alpha de 0,05

ou 98§ - " 0,01

Témoin : Cest un organisme ou un groupe d'organismes qui a U'interieur des
conditions d'une expérience de toxicitg, ne se distingue des
sujets expérimentaux que par le fait qu'ils ne sont pas soumis &
Vaction du toxique .

Toxicité : Potentiel d'un agent & engendrer des effets adverses temporaires
ou NON Sur un organisme .

Toxicité aigué : Intoxication suffisamment sévere pour induire une reponse
1étale rapide . '

Toxicité chronigue : Toxicité qui agit de fagon persistante pendant une
periode pouvant se prolonger jusqu'a plusieurs années .



L'exposition au toxique dans ce cas induit une réponse
biologique relativement lente et progressive .

Toxicité subaigué ( sous-1étale ) : Se dit de la toxicite au-dessous de Ia
toxicite aigué mais présentant une altération observable

(physiclogique, anatomique etc ).

Toxique : Agent capable de produire des réponses adverses dans un systéme
biologigue .

Unité de toxicité - Unité d'altération d'une substance exprimée comme une
fraction du seuil de la concentration 1gtale

¥énobiotique : Substance étrangere a un organisme donné .
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