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AVANT-PROPOS

Ce projet de maitrise s’inscrit dans le cadre des programmes de recherche de Jonathan
Verreault et de Magali Houde qui visent a mieux comprendre les sources, la
bioaccumulation et les modes d’action des contaminants émergents, ainsi que leurs
impacts sur la santé des espéces aviaires et aquatiques. Fruit d’une collaboration entre
I’Université du Québec a Montréal et Environnement et Changement climatique
Canada, cette étude a eu pour but d’évaluer les effets chroniques liés a I’exposition a
Ieffluent de Montréal sur le métabolisme énergétique du grand brochet, un poisson
prédateur d’importance pour I’écosysteme du fleuve Saint-Laurent. A I’heure
| actuelle, les effluents municipaux représentent toujours une menace pour I’intégrité
des écosystemes aquatiques en raison des nombreux contaminants qu’ils renferment.
Dans un tel contexte, un projet comme celui-ci s’avere tout a fait pertinent et

représente un intérét environnemental certain.

Des recherches antérieures ont suggéré que I’effluent de Montréal était une source
majeure de retardateurs de flamme halogéne’s tels que les polybromodiphényléthers,
c’est pourquoi une emphase particuliere a ét€ mise sur cette classe de contaminants
dont la toxicité est attestée. Ainsi, ’approche adoptée a consisté a mesurer les
réponses physiologiques des brochets exposés a plusieurs niveaux de leur
organisation biologique et a les mettre en relation avec les concentrations tissulaires
de retardateurs de flamme. Cette étude a permis de mettre en lumicre I’existence
d’une perturbation a plusieurs échelles du métabolisme énergétique du grand brochet
qui est liée & ’exposition aux rejets urbains de Montréal. Elle a également révélé le
potentiel d’utilisation des polybromodiphényléthers en tant que traceurs chimiques de
I’exposition a I’effluent de Montréal chez une espece située au sommet de la chaine

alimentaire. Les résultats présentés dans le chapitre 2 de ce mémoire ont fait I’objet

d’un article qui a été accepté pour publicétidn dans la revue Aquatic Toxicology.
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RESUME

Les effluents municipaux sont des sources de contamination environnementale qui
peuvent affecter les organismes des milieux récepteurs a plusieurs niveaux de leur
organisation biologique. L’effluent de Montréal constitue un apport important au
fleuve Saint-Laurent en retardateurs de flamme halogénés (RFH) tels que les
polybromodiphényléthers (PBDE), des composés toxiques, bioaccumulables et
persistants. De fortes concentrations de RFH ont récemment été rapportées chez trois
espéces de poissons échantillonnées en aval du point de déversement des eaux
traitées, ainsi qu’une altération des niveaux de transcription des geénes et une
modification de I’activité d’enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique,
suggérant une perturbation de celui-ci. Ce projet de maitrise a eu pour but d’étudier
les relations entre 1’exposition chronique a cet effluent et de potentiels effets sur le
métabolisme lipidique du grand brochet (Esox lucius), une espece sédentaire située au
sommet de la chaine trophique. Le premier objectif visait a évaluer ’impact de
I’exposition a I’effluent sur 1’expression de certains génes impliqués dans la synthése,
le transport et la dégradation des acides gras, ainsi que sur I’activité I’acyl-coA
oxydase (ACOX), une enzyme clé de leur catabolisme. Le deuxiéme objectif a
consisté a déterminer si I’exposition a I’effluent pouvait altérer les niveaux
d’hormones thyroidiennes circulantes, puisque celles-ci interviennent dans la
régulation de la lipogenése et la lipolyse. Enfin, il s’agissait de déterminer si les
réserves lipidiques hépatiques et la condition générale des brochets exposés pouvaient
étre affectées. Une importante exposition a I’effluent a été confirmée par des
concentrations élevées de PBDE dans le foie des brochets échantillonnés dans le
panache de I’effluent. Chez les males, cette exposition a €té associée avec une
diminution de la transcription des génes acox/ (acyl-coenzyme A oxydase) et fasn
(fatty acid synthase) qui sont respectivement impliqués dans le catabolisme et la
synthése des lipides, ainsi qu’avec une diminution de I’activité¢ de I’ACOX dans le
foie. Une élévation des niveaux de triiodothyronine dans le plasma et une tendance a
I’augmentation du pourcentage de lipides totaux dans le foie a été observée chez les
femelles exposées a I’effluent comparativement au site en amont de la station
d’épuration. Cette étude indique que chez le brochet, I’exposition chronique a
’effluent de Montréal est associée a des effets sur le métabolisme des acides gras qui
sont spécifiques au sexe et qui se manifestent par une diminution de la transcription
(acox et fasn) et de Iactivité (ACOX) d’enzymes lipolytiques et par une altération de
I’homéostasie thyroidienne.
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Mots clés : retardateurs de flamme halogénés; effluents municipaux; métabolisme
lipidique; transcription des génes; hormones thyroidiennes; ACOX; poissons.



INTRODUCTION

Composés d’un mélange complexe et fluctuant de polluants d’origine anthropique,
les effluents municipaux représentent d’importantes sources de contamination
environnementale (Holeton et al., 2011 ; Luo et al., 2014 ; Racz et Goel, 2010). Le
déversement d’eaux usées partiellement traitées constitue un apport continu de
composés biologiques et chimiques potentiellement nuisibles pour les milieux
aquatiques récepteurs. L’exposition chronique des organismes aquatiques a ces eaux
peut induire des effets délétéres qui se manifestent a plusieurs niveaux de
’organisation biologique des individus, ce qui peut éventuellement avoir des

répercussions a I’échelle des populations.

Chez les poissons, I’exposition a des effluents municipaux in situ et en laboratoire a
notamment été associée a des effets cestrogéniques (Liney et al., 2006 ; Vajda et al.,
2011), a une altération des fonctions reproductrices et immunitaires (Aravindakshan
et al., 2004; Ings et al., 2011 ; Ménard et al., 2010 ; Tetreault et al., 2011, 2012 ;
Vajda et al., 2008) et a du stress oxydatif (Houde et al., 2013, 2014a ; Petala et al.,
2009). L’c;bservation de changements dans I’expression des genes reliés au
métabolisme du glucose, du glycogeéne et des lipides (Bahamonde et al., 2015 ;
Hasenbein et al., 2014 ; McElroy et al., 2015 ; Vidal-Dorsch et al., 2013b) suggere
que le métabolisme énergétique des poissons exposés a des effluents urbains peut étre
impacté, ce qui se traduit également au niveau de ’activité¢ de certaines enzymes
impliquées dans ces processus (Houde et al., 2014a ; Ings et al., 2012 ; Rodrigues et
al., 2015). A la différence des mammiféres dont le métabolisme énergétique repose
essentiellement sur les glucides (Bruslé et Quignard, 2005), pour de nombreuses

especes de poissons I'utilisation des lipides représente la principale source d’énergie
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et est indispensable & de nombreux processus physiologiques tels que la croissance, la
reproduction, ou la locomotion (Tocher, 2003). Il est donc essenticl de mieux
comprendre comment I’exposition & des effluents municipaux peut perturber le
métabolisme lipidique des poissons et quelles conséquences cela peut avoir a
I’échelle de I’individus, dans la mesure ou d’autres processus physiologiques tels que

la reproduction peuvent étre indirectement affectés.

Les volumes d’eaux usées traités par la station d’épuration de Montréal en font une
des plus importantes en Amérique du Nord et I’effluent qu’elle génére renferme une
grande variété de contaminants (Marcogliese et al., 2015). 1l a été suggéré que cet
effluent était la source locale principale de polybromodiphényléthers (PBDE) dans le
fleuve Saint-Laurent (Pelletier et Rondeau, 2013; Houde et al., 2014a, 2014b). Peu
d’informations sont disponibles sur la contamination des poissons présents dans le

fleuve a proximité de Montréal et plus particuliérement dans le panache de I’effluent.
“En effet, la plupart des recherches qui se sont intéressées aux effets écologiques des
polluants présents dans le fleuve se sont concentrées sur les lacs fluviaux Saint-

Francois, Saint-Louis et Saint-Pierre (Marcogliese ef al., 2015).

Les retardateurs de flamme halogénés (RFH) — dorit les PBDE font partie — suscitent
I’intérét des chercheurs depuis la fin des années 1980. Utilisés pour en réduire
I’inflammabilité, ces additifs sont incorporés dans une multitude de matériaux
(plastiques, textiles, polyméres synthétiques, produits électroniques, mousses de
rembourrage) (Covaci et al, 2011) et sont maintenant retrouvés dans tous les
compartiments de I’environnement (eau, air, sédiments, biote), y compris dans des
régions trés €loignées des sources de production et d’utilisation (de Wit, 2010). La
persistance, la toxicité et le fort potentiel de bioaccumulation de ces composés sont
préoccupantes tant pour la faune que pour I’étre humain (Law et al., 2014 ; Linares et
al., 2015). C’est le cas des PBDE dont la structure chimique est similaire a celles des
hormones thyroidiennes et qui sont des perturbateurs endocriniens reconnus,

notamment chez les poissons (Noyes et Stapleton, 2014). Métabolisables et



hautement lipophiles, les PBDE sont transférés le long de la chaine trophique, y
compris dans les milieux aquatiques (Kelly et al., 2008; Law et al., 2006 ; Nilsen et
al., 2014 ; Roberts et al., 2011).

D’importantes concentrations de RFH ont été mesurées chez la perchaude (Perca
flavescens), le grand brochet (Esox lucius) et le masquinongé (Esox masquinongy)
échantillonnés en aval du point de déversement de I’effluent de Montréal relativement
a un site de référence en amont (Houde ef al., 2014b). Prédateur opportuniste, le
grand brochet se nourrit a différents niveaux trophiques. Bien que I’essentiel de son
régime alimentaire soit composé de poissons tels que perchaudes, meuniers
(Catostomus spp.), crapets (Lepomis spp.) et cyprinidés, le grand brochet n’est pas
exclusivement piscivore et peut consommer a I’occasion insectes, grenouilles,
rongeurs ou canetons (Bematchez'. et Giroux, 2012). Cette espece est relativement
sédentaire, sauf pendant la fraie, et est abondamment présente dans le fleuve Saint-
Laurent ou elle peut vivre jusqu’a 12 ans. Par son mode de vie et son régime
alimentaire, le brochet qui fréquente les eaux de I’est de 1’lle de Montréal est donc
exposé de maniére chronique a I’effluent de la ville, ce qui en fait un sujet d’étude

particulierement intéressant.

Ce projet a pour objectif de déterminer si I’exposition chronique a I’effluent de
Montréal peut étre associée a des effets sur le métabolisme lipidique du grand
brochet, en adoptant une approche basée sur une comparaison entre un site en amont
et un site en aval de la station d’épuration. Une emphase particuliére a été mise sur les
PBDE dont les concentrations tissulaires ont été utilisées comme traceurs chimiques
de I’exposition a I’effluent. Un ensemble de biomarqueurs allant de la transcription
des génes a la condition générale des individus ont été utilisés dans le but de mieux
comprendre les impacts biologiques de I’exposition a des rejets urbains chez une

espéce située au sommet de la chaine trophique aquatique.

Ce document est présenté sous la forme d’un mémoire par article et se divise en deux

chapitres. Le premier expose 1’état des connaissances actuel de la problématique liée
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aux effluents municipaux et a la perturbation du métabolisme énergétique lipidique
des poissons, ou I’accent sera mis sur le cas de Montréal. Le deuxiéme chapitre,
rédigé en anglais et sous la forme d’un article scientifique, porte sur la variation de
certains marqueurs du métabolisme lipidique du brochet exposé a I’effluent de

Montréal.



CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1  Laproblématique environnementale des effluents municipaux
1.1.1 Limites et pertinence du sujet

Les organismes aquatiques qui vivent dans les écosystémes recevant un apport
d’effluents urbains sont exposés de fagon chronique a des mélanges complexes de
polluants dont les modes d’action peuvent étre trés différents. La problématique des
effluents municipaux est particuliere puisque ces derniers exercent de multiples effets
biologiques qui peuvent parfois se combiner (Liney et al., 2006), ce qui les rend
d’autant plus difficiles a comprendre et a prévoir. En effet, I’'impact individuel d’un
contaminant peut varier selon qu’il fait partie ou non d’un mélange. Bizarro et
collaborateurs (2016) ont exposé des cellules he’patiqués de morue atlantique (Gadus
morhua) & du chlorpyrifos, du phthalate de bis(2-éthylhexyle) (DEHP), de I’acide
perfluorooctanoique (PFOA) et a du 17a-éthinylestradiol (EE;) pendant 24 a 48h, afin
de mesurer les effets de ces contaminants présents dans les effluents municipaux sur
la transcription de geénes intervenant dans différents. processus métaboliques. Les
cellules hépatiques ont été exposées a un seul composé a la fois (chlorpyrifos, DEHP,
PFOA : 0,1-100 uM; EE,: 0,01-10 uM; cohcentrations finales) ou a un mélémge des
4, a la plus faible concentration utilisée lors des tests individuels (EE; 0,01 uM;

chlorpyrifos, DEHP, PFOA 0,1 uM) ou a des concentrations environnementales (EE;



6

0,01 uM; chlorpyrifos 0,1 uM; DEHP et PFOA 1 uM). Les auteurs ont constaté que
lorsque ces composés étaient testés individuellement, seul le EE, avait un effet
significatif sur les niveaux de transcription des genes cyplal, cyp3a, fabp et viga.
L’exposition au mélange de chlorpyrifos, DEHP, PFOA et EE, provoquait un
changement des niveaux de transcription des génes cyp3a, fabp et viga qui suivaient
le méme patron que les résultats obtenus suite a ’exposition au EE; seul, mais a des
concentrations plus faibles de EE,. En revanche, plus aucun effet n’a été observé sur
la transcription de cyplal. De plus, bien que les niveaux de transcription des génes
hmg-CoA et cyp24al n’étaient pas affectés lors des scénarios d’exposition
individuelle, ils I’étaient suite a 1’exposition au mélange de chlorpyrifos, DEHP,
PFOA et EE,. Ainsi, I'exposition a un mélange peut provoquer des effets différents de
ceux qui sont induits par I’action isolée des contaminants qui composent ce mélange,
ce qui est parfois qualifi¢ d’« effet cocktail » (Celander ef al., 2011). Or jusqu’a
présent, il existe encore peu d’information sur les effets des mélanges de
contaminants sur les poissons (Celander et al., 2011; Corcoran ef al., 2010; Overturf
etal., 2015).

Notre compréhension des effets délétéres sur le vivant des contaminants contenus
dans les effluents repose bien souvent sur 1’étude des réponses biologiques observées
dans le cadre d’un scénario d’exposition ponctuel & une substance individuelle. Bien
qu’essentielles, ces études ne sont cependant pas représentatives de la réalité
environnementale dans laquelle les organismes ne sont jamais exposés a un seul
composé. De plus, la complexité des interactions potentielles entre les contaminants
(ex. synergie, additivité, antagonisme) empéche toute extrapolation aux expositions
environnementales. C’est pourquoi, les études in situ ont toute leur importance dans
un contexte d’évaluation de la toxicité des effluents municipaux. En outre, les
caractéristiques physico-chimiques des effluents, la méthode de traitement des eaux
usées et les caractéristiques du milieu récepteur peuvent également influencer

I’impact des effluents sur les organismes aquatiques (Holeton et al., 2011; Luo et al.,
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2014; Petala et al., 2009; Rayne et Ikonomou, 2005; Vidal-Dorsch et al., 2013b) et
doivent donc étre pris en considération. Enfin, établir un lien entre I’exposition a un
effluent et des effets chez 1’organisme exposé représente un défi puisqu’il n’est pas
possible d’attribuer ceux-ci & un contaminant spécifique (Ings et al., 2012) et que
d’autres types de stress peuvent entrer en jeu (ex.: exposition a une plus grande

concentration de micro-organismes pathogénes).

1.1.2 Effets déléteres associ€s a I’exposition aux effluents municipaux chez les
poissons

Les impacts des effluents municipaux sur la santé¢ des poissons sont multiples et
touchent plusieurs systémes physiologiques et ce & différents niveaux de
’organisation biologique. Parmi les impacts qui sont rapportés dans la littérature,
plusieurs études ont établi un lien entre I’exposition chronique a des effluents
municipaux et une altération des fonctions reproductrices chez les poissons. Celles-ci
se manifestent notamment par une diminution de la taille des gonades, une réduction
du nombre de spermatozoides, du succes de la fertilisation et de la survie apres
éclosion, par une élévation des niveaux de vitellogénine dans le plasma et une
féminisation des males (intersexe) chez le meunier noir (Catostomus commersoni), le
méné a grosse téte (Pimephales promelas) et le dard arc-en-ciel (Etheostoma
caeruleum) (Bahamonde et al., 2014, 2015; Fuzzen et al., 2015; Vajda et al. 2008,
2011). L’absence d’expression de certaines caractéristiques sexuelles secondaires
(tubercules nuptiaux, ovipositeur) ainsi qu’une diminution du comportement sexuel
compétitif des males pour la protection du nid ont également été rapportés chez le
méné a grosse téte exposé pendant deux a quatre semaines a des effluents, in situ ou
en conditions controlées (Garcia-Reyero et al., 2011; Vajda et al., 2011; Vidal-
Dorsch et al., 2013b).



L’impact des effluents municipaux se traduit également par des changements au
niveau de la transcription des génes qui indiquent que divers processus
‘physiologiques tels que la reproduction, les réponses immunitaires, la réponse au
stress oxydatif ou le métabolisme des xénobiotiques peuvent étre affectés. Ainsi,
Bahamonde et collaborateurs (2015) ont constaté que les génes impliqués dans
’oogenese et le développement des spermatides étaient respectivement sur- et sous-
régulés dans les gonades des dards arc-en-ciel males collectés en aval des stations
d’épuration de Waterloo, Kitchener et Guelph (Ontario), et présentant un intersexe.
Cette méme étude rapporte également une vsous—régulation des genes impliqués dans
I’éclosion, I’ovulation, le métabolisme des stéroides et les réponses immunitaires et
inflammatoires dans les gonades des femelles. Chez la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) exposée en cage a différentes concentrations d’un effluent
tertiaire pendant 14 jours, Ings et collaborateurs (2011) ont mesuré des changements
dans I’expression hépatique de nombreux genes liés a la réponse au stress, aux
récepteurs hormonaux et aux fonctions immunitaires. Cette réponse transcriptomique
semble varier en fonction du type de traitement des eaux usées qui est appliqué dans
les stations d’épuration. L’analyse du transcriptome hépatique du méné a grosse téte
expos¢€ en laboratoire a 5% d’un effluent primaire avancé ou secondaire pendant 14
jours a révélé que seuls 10% des génes différemment exprimés étaient communs aux
deux groupes (Vidal-Dorsch er al., 2013b). 1l s’agissait principalement de génes
impliqués dans les mécanismes de lutte contre le stress oxydatif, de détoxification des
xénobiotiques, dans la réponse immunitaire et les fonctions endocrines. Dans le
groupe exposé a I’effluent primaire, ce sont surtout des génes impliqués dans le
métabolisme des stéroides et le transport des lipides qui étaient affectés, tandis qu’une
exposition a I’effluent secondaire touchait davantage les voies de signalisation

cellulaire.,

Les réponses induites par I’exposition aux effluents peuvent se manifester rapidement

et varier selon la durée d’exposition. Une exposition & une dilution a 0,5% d’un



effluent secondaire d’une station de recherche pendant 96h était suffisante pour
constater des changements au niveau de I’activité d’enzymes intervenant dans le
métabolisme des glucides (glucose-6-phosphatase, glycogéhe phosphorylase) et dans
les mécanismes de défense anti-oxydante (glutathion S-transférase, superoxyde
dismuatase, catalase) ainsi qu’une altération de la glycémie et de la triglycéridémie
chez le colin de Kerguelen (Nothothenia rosii) et la bocasse a téte massive
(Notothenia coriiceps), deux espéces antarctiques (Rodrigues et al., 2015). Une
diminution du contenu hépatique en glycogéne et un changement d’activité de la
phosphoenolpyruvate carboxykinase (enzyme gluconéogenique), de la pyruVate
kinase et de I’hexokinase (enzymes glycolytiques) qui variait selon la durée
d’exposition (2, 8 ou 14 jours) et le pourcentage de dilution de I’effluent municipal

(0, 20 ou 90%) ont été rapportées chez la truite arc-en-ciel (Ings et al., 2012).

L’impact biologique des effluents municipaux s’exerce donc de différentes maniéres
chez les espéces ichtyologiques et peut varier d’un effluent a 1’autre. L’évaluation du
potentiel toxique d’un effluent nécessite donc une certaine connaissance du milieu
ainsi qu’une caractérisation chimique de ces eaux qui sont déversées dans

I’environnement aquatique avoisinant.

1.2 L’effluent de Montréal : une source de contamination en polluants organiques
et inorganiques pour le fleuve Saint-Laurent

1.2.1 La station d’épuration des eaux usées de Montréal

Avec ses 3,9 millions d’habitants recensés en 2016, la Communauté métropolitaine
de Montréal constitue le centre urbain le plus important le long du fleuve Saint-
Laurent et concentre 48% de la population du Québec (Communauté métropolitaine
de Montréal, [s.d]). A Montréal, le réseau des égouts combine la collecte des eaux

usées domestiques, industrielles et de ruissellement sur 63% du territoire (Boulay ef
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al., 1999). Ces eaux sont acheminées jusqu’a la station d’épuration située a la pointe
est de I’fle. Inaugurée en 1984, il s’agit de la plus grande installation du genre en
Amérique du Nord en termes de volume d’eau traitée (Boulay et al., 1999;
Marcogliese et al., 2015). La station d’épuration de Montréal prend en charge prés de
la moitié du volume des eaux usées de la province. Chaque jour, elle déverse entre
2,5 et 7,6 millions de m> d’eau dans le fleuve Saint-Laurent selon les conditions
météorologiques (Marcogliese ef al., 2009 ; Moreira, 2011), ce qui représente le plus
important volume d’eau traitée rejeté dans cet écosysteme fluvial (Marcogliese et al.,
2015). Au sein de la Communauté métropolitaine de Montréal, les rejets de la station
d’épuration contribuent & eux seuls a 72% de la charge de matiéres en suspension et a

66% de la charge du phosphore total qui sont apportées au fleuve (Moreira, 2011).

Les eaux usées de la ville font I’objet d’un traitement primaire avancé qui a pour
objectif premier d’éliminer les particules en suspension par floculation chimique
grace a ’ajout de sel ferrique et d’un polymeére anionique (Marcogliese et al., 2015).
L’effluent qui en résulte est directement déversé dans le fleuve Saint-Laurent a
environ 4,5 km du rivage via une canalisation souterraine située a 7 m de profondeur
(Fig.1.1) (Pham et Proulx, 1997). Ce type de traitement sert avant tout A retirer la
matiere organique présente dans 1’eau, ce qui permet de réduire les concentrations des
contaminants hydrophobes a faible solubilité dans I’eau (dont les RFH font partie) qui
ont une grande affinité pour les particules en suspension (Pham et Proulx, 1997). En
revanche, il s’avére relativement inefficace (et n’a d’ailleurs pas été congu dans cette
optique) pour éliminer les contaminants tels que les substances pharmaceutiques ou

les hormones (Behera et al., 2011 ; Carballa ef al., 2004).

Une unité de désinfection de 1’eau par ozonation est actuellement en cours
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