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RESUME

On observe depuis plusieurs années une augmentation continue de la prévalence des

troubles neurodéveloppementaux (TNDs). Si divers facteurs environnementaux peuvent
contribuer a ce phénomene, un nombre croissant de données suggere que 1’exposition a
certaines substances toxiques au cours de périodes critiques du développement constitue un
facteur de risque majeur. Parmi celles-ci, les perturbateurs endocriniens (PEs) retiennent
particulierement I’attention en raison de leur omniprésence dans 1’environnement et de leurs
effets potentiels sur le développement cérébral. Néanmoins, les résultats des études portant sur
I’exposition prénatale aux PEs et leurs conséquences neurologiques demeurent inconstants, et
peu de travaux ont examinés les processus cognitifs impactés de maniere approfondie. De plus,
la plupart des recherches considérent les substances toxiques individuellement, sans prendre en
compte leurs effets combinés ni les différences observées entre filles et garcons. Or, une
meilleure compréhension de 1’impact différentiel des PEs selon le sexe pourrait apporter un

¢éclairage essentiel sur les mécanismes sous-jacents au risque de développer un TND.

Cette theése a pour objectif d’examiner 1’effet d’une exposition prénatale a une mixture
de PEs sur le développement cognitif et psychomoteur d’enfants d’age préscolaire. Pour ce
faire, une cohorte prospective de 214 enfants a été constituée a Liege entre 2014 et 2016. Les
concentrations d’un pesticide organochloré, de quatre polychlorobiphényles (PCBs) et de sept
substances per- et polyfluoroalkylées (PFASs) ont ét¢é mesurées dans le sang de cordon
ombilical. A 1’Age de six ans, une partic de ces enfants ont bénéficié d’une évaluation
neuropsychologique approfondie incluant des mesures de ’intelligence, de 1’attention, de la
mémoire et des fonctions exécutives, ainsi que de tests standardisés portant sur la motricité, le
langage et les compétences de calcul. L’impact des expositions a été étudié¢ au moyen de deux
approches statistiques adaptées a I’étude des mélanges, 1’analyse en composantes principales et
la somme des quantiles pondérés, en y intégrant les covariables pertinentes. Les analyses ont
été réalisées sur I’ensemble de la population ainsi que sur les garcons et les filles de maniere

séparée.

Les résultats montrent des associations négatives entre 1’exposition prénatale aux
mélanges de PEs et plusieurs domaines cognitifs et moteurs. Dans la population globale, une
exposition plus élevée était significativement associée a des performances réduites en attention,

motricité et langage. Lorsqu’elles sont stratifiées selon le sexe, les analyses révelent que chez
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les garcons, une exposition accrue est liée a une diminution des performances en cognition
globale, motricité, attention, fonctions exécutives, mémoire a court terme et phonologie. Chez
les filles, les effets déléteres concernent principalement la mémoire a long terme et le langage
sémantique. Ces différences de profils suggerent I’existence de mécanismes
physiopathologiques distincts, possiblement liés a une vulnérabilité accrue du cervelet et du

striatum dopaminergique chez les gargons, et de I’hippocampe chez les filles.

Dans I’ensemble, nos données soutiennent 1’hypothése que les effets cumulatifs des
mélanges de PEs dépassent ceux des expositions isolées et varient selon le sexe. Ces résultats
soulignent I’importance de prendre en considération les expositions combinées et la fenétre
critique du développement prénatal dans I’évaluation des risques. Ils appellent également au
renforcement des politiques de prévention ciblées, afin de protéger le développement cérébral

et de freiner I’augmentation de la prévalence des TNDs dans la population.
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ABSTRACT

Over the past several years, there has been a steady increase in the prevalence of

neurodevelopmental disorders (NDDs). While various environmental factors may contribute to
this trend, a growing body of evidence suggests that exposure to certain toxic substances during
critical periods of development represents a major risk factor. Among these, endocrine
disruptors (EDs) are of particular concern due to their ubiquity in the environment and their
potential effects on brain development. Nevertheless, studies investigating the impact of
prenatal exposure to EDs on neurodevelopmental outcomes have yielded inconsistent findings,
and few have explored cognitive processes in detail. Moreover, most research has focused on
single substances, without considering combined effects or potential differences between boys
and girls. A better understanding of sex-specific susceptibility to ED exposure could provide

crucial insights into the mechanisms underlying NDD risk.

This thesis aimed to assess the impact of prenatal exposure to a mixture of EDs on the
cognitive and psychomotor development of preschool-aged children. A prospective cohort of
214 children was established in Li¢ge between 2014 and 2016. Concentrations of one
organochlorine pesticide, four polychlorobiphenyls (PCBs), and seven per- and polyfluoroalkyl
substances (PFASs) were measured in umbilical cord blood. At six years of age, some of these
children underwent comprehensive neuropsychological testing, including assessments of
intelligence, attention, memory, and executive functions, along with standardized evaluations
of motor skills, language, and mathematical abilities. The impact of exposure was analyzed
using principal component analysis and weighted quantile sum regression, two statistical
approaches suited for mixture analysis, while accounting for relevant covariates and sex

differences.

The results revealed negative associations between prenatal exposure to ED mixtures
and several cognitive and motor domains. In the overall sample, higher prenatal exposure was
significantly associated with lower scores in attention, motor function, and language. Stratified
analyses highlighted sex-specific patterns : in boys, higher exposure was linked to poorer
performance in global cognition, motor skills, attention, executive functions, short-term
memory, and phonology. In girls, adverse effects were mainly observed in long-term memory
and semantic language. These divergent profiles suggest distinct pathophysiological
mechanisms, potentially involving greater vulnerability of the cerebellum and striatal

dopaminergic pathways in boys, and of the hippocampus in girls.
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Overall, our findings support the hypothesis that the cumulative effects of ED mixtures
exceed those of single exposures and vary according to sex. These results underscore the need
to consider combined exposures and the critical prenatal window in risk assessment. They also
call for stronger preventive policies aimed at protecting brain development and mitigating the

rising prevalence of neurodevelopmental disorders in the population.
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INTRODUCTION

NEURODEVELOPPEMENT ET PERTURBATEURS
ENDOCRINIENS : CONTEXTE HISTORIQUE

Au cours de la seconde moiti¢ du XXe siécle, notre compréhension des interactions
entre les substances chimiques environnementales et les systémes biologiques, y compris le

systeme endocrinien chez les vertébrés, s’est considérablement approfondie.

Etant donné que les hormones controlent des aspects fondamentaux du développement
et de ’homéostasie de 1’organisme, une attention particulicre a été portée a 1’étude des
substances chimiques capables d’interférer avec les fonctions endocriniennes, causant

potentiellement des effets délétéres chez les organismes exposés.

Si les premiers signaux d’alerte provenaient de troubles de la reproduction observés
chez les animaux d’¢levage et la faune sauvage, repris notamment dans le célébre ouvrage de
Carson R.L. (1962) (1,2), I’attention s’est tournée vers ’humain aprés la découverte qu’un
cestrogéne pharmaceutique, le diéthylstilbestrol, administré pendant la grossesse, entrainait une

augmentation de I’incidence de I’adénocarcinome vaginal chez les filles exposées in utero (3).

Par la suite, la convergence de plusieurs sources de données, associant des observations
sur la faune, des expérimentations en laboratoire ainsi que des ¢tudes épidémiologiques
humaines, a permis d’élaborer le concept des perturbateurs endocriniens (PEs), terme reconnu
pour la premiére fois par la communauté scientifique en 1991 lors de la conférence Wingspread
(4). Ils étaient alors définis comme « des composés introduits dans 1’environnement par
I’activité humaine qui sont capables d’altérer le systéeme endocrinien des animaux et celui des
humains. La perturbation peut porter sur des aspects essentiels de la santé a cause du role crucial

que jouent les hormones dans le contréle du développement » (5).

En 2012, un rapport exhaustif de 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a
documenté¢ les preuves disponibles sur les PEs (6), tandis que 1’Organisation de coopération et
de développement économiques (OCDE) publiait ses premiéres lignes directrices pour leur

¢valuation (7). Leurs recommandations ont été mises a jour depuis lors (8).
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Outre leurs effets sur la reproduction et le risque cancérigene, de plus en plus d’indices
ont suggéré un effet sur le développement cérébral et cognitif. Dans son livre « Le cerveau
endommagé », Demeneix B. décrit comment la pollution altére notre intelligence et notre santé
mentale (9). La recherche sur les PEs a continué a s’étendre au fil du temps, et une attention
croissante a ¢été accordée aux périodes vulnérables d’exposition, ainsi qu’aux effets
développementaux des PEs, notamment leurs conséquences néfastes sur le développement

cérébral (10).

Nous proposons ci-dessous une bréve revue du développement anatomique et
fonctionnel du systéme nerveux central (SNC), afin de mieux comprendre les bases des voies
physiologiques impliquées ainsi que leurs interactions potentielles dans des contextes
pathologiques. Nous aborderons ensuite plus en détail le concept de PEs et les caractéristiques
des composés analysés dans la présente étude. Enfin, nous examinerons les mécanismes par
lesquels ces PEs peuvent altérer le développement cérébral, les conséquences cliniques mises
en évidence a ce jour, ainsi que les principaux défis méthodologiques rencontrés dans les études

épidémiologiques.

16
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LE NEURODEVELOPPEMENT

LE DEVELOPPEMENT CEREBRAL

Bien que I’étude du cerveau remonte a 1’Antiquité, c’est surtout I’avénement du
microscope au XIXe si¢cle qui a permis de décrire son développement sur les plans anatomique
et physiologique. Les progres de 1’histologie, de la biochimie et de I’immunohistologie ont
ensuite facilité I’identification des différents acteurs cellulaires et biologiques impliqués dans
ce développement, notamment grace a 1’utilisation de marqueurs spécifiques. Plus récemment,
I’essor de la biologie moléculaire, de I’imagerie médicale, de la génétique et de I’épigénétique
a progressivement révélé les subtilités de 1’architectonie cérébrale. Une connaissance
approfondie de I’embryologie et de la physiologie reste indispensable pour comprendre les
processus du développement cérébral normal (Figure 1), avant d’aborder les pathologies

associées

MORPHOGENESE ET MATURATION CEREBRALE

Le SNC commence a se développer dés la troisiéme semaine de gestation, lors de la
neurulation : les bords de la plaque neurale s’élevent et fusionnent pour former le tube neural.
Dés la quatrieme semaine, ce dernier se subdivise en segments spécifiques au niveau du pdle
rostral, qui donneront naissance aux différentes parties du cerveau. A la dixiéme semaine, toutes
les régions cérébrales sont en place. Cette organisation est dirigée par une cascade de genes
exprimés selon des gradients spatio-temporels précis, déterminants pour la spécification des
structures cérébrales. A cette phase de construction succédent les phases de croissance et de
maturation. Toute agression ou anomalie survenant durant cette période embryonnaire peut
entrainer un défaut de fermeture du tube neural (dysraphie) ou des malformations cérébrales

majeures, telles que 1’holoprosencéphalie (11).

La cytogenese et I’histogenéese englobent 1’ensemble des processus conduisant a la mise
en place de cellules différenciées dans le parenchyme cérébral. Elles se déroulent en plusieurs
étapes entre la septieme et la vingt-cinquieme semaine de grossesse (12). La neurogenese
correspond a la production des cellules nerveuses, appelée neuronogenese, et gliales, la

gliogenese, a partir de cellules souches localisées majoritairement dans la « zone ventriculaire

17
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» (VZ), bordant la lumiére du tube neural. Une part de la neurogenése se déroule également
dans la zone sous-ventriculaire (SVZ), plus externe. Ces cellules souches assurent a la fois une
fonction proliférative (division mitotique symétrique), qui constitue un réservoir de cellules
germinatives, et une fonction progénitrice (division mitotique asymétrique). Une altération de
ce processus, comme dans la microcéphalie vera, résulte d’un défaut de production neuronale.
Durant la migration neuronale, les cellules progénitrices issues de la VZ se déplacent par vagues
le long de la glie radiaire, en direction de la surface corticale. Outre les premiers neurones qui
forment la premiére couche corticale et restent en périphérie, les neurones générés par la suite
dépassent ceux produits antérieurement et se disposent superficiellement par rapport a ces
derniers pour former au final les six couches du cortex cérébral. Il est important de réaliser que
la position des neurones au niveau du cortex est prédéterminée par I’endroit ou ils ont été
générés au sein de la zone germinative. Cette derniére au niveau ventriculaire peut étre
considérée comme le plan précurseur (protomap) du futur plan cortical. Ainsi les neurones
générés au méme endroit de la VZ et migrant de maniere radiaire se retrouvent distribués au
sein d’une méme zone corticale correspondante et forment ainsi des colonnes ontogéniques
dont le role fonctionnel sera abordé ultérieurement. Notons qu’une petite partie des neurones
corticaux issus de la SVZ migre d’une fagon tangentielle, perpendiculaire au réseau glial
radiaire. Quel que soit le mode de migration, le plan fonctionnel du cortex est déterminé
principalement par la position originelle des neurones qui le composent. Les affections touchant
ces différentes étapes de I’histogenése sont a I’origine de malformations cérébrales complexes
telles que des troubles de gyration (lissencéphalie) ou de désorganisation corticale (dysplasie).
Enfin, I’axonogen¢se et la synaptogenese permettent 1’établissement de connexions entre les
neurones. Dés le début de leur migration, les neurones émettent un axone qui va croitre de
maniere orientée sous le contrdle de signaux d’attraction-répulsion. Au cours de la croissance,
les fibres axonales établissent un maximum de contact avec leurs cibles potentielles. Ces
connexions suivent également une topologie précise prédéterminée génétiquement. La
migration aboutit donc d’emblée a la formation de faisceaux distincts qui vont influencer la

spécialisation neuronale ultérieure.

18



Introduction

Figure 1: Développement du cortex préfrontal. La neuronogenése et la migration neuronale
surviennent avant la naissance et contribuent a 'augmentation marquée de I’épaisseur corticale.
La gliogenese, la synaptogenése et la myélinisation débutent également en période prénatale et
se poursuivent apres la naissance. La synaptogenese participe a 'augmentation du volume de la
matiere grise, lequel diminue secondairement en raison du phénoméne d’élagage synaptique.
Parallelement, la myélinisation entralne une augmentation progressive du volume de la
substance blanche. Figure inspirée des travaux de Zhu Y. et al. (21) et de Kozlov M. (22).
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Au terme des neuf mois de grossesse, le cerveau est constitu¢ de plus de 100 milliards
de neurones interconnectés (13). Il posseéde les mémes caractéristiques morphologiques que le
cerveau adulte : les deux hémispheéres cérébraux sont clairement différenciés, de méme que
leurs circonvolutions (14). Les neurones ont cessé leur prolifération et migration, menant a la
construction de zones corticales bien spécifiques. Si le cerveau du nouveau-né est
structurellement comparable a celui de 1’adulte, on le considére toutefois comme immature d’un
point de vue anatomique et fonctionnel. Alors qu’il ne pése qu’environ 400 grammes a la
naissance, ne constituant que 35% du volume final, le cerveau va rapidement croitre pour
atteindre 80% de sa taille adulte a 2 ans, puis 95% a 5 ans (15). Le développement cérébral se
poursuit ensuite, plus lentement, jusqu’a I’age adulte. Cette croissance est liée principalement
a la poursuite de la synaptogénese et de la myélinisation a 1’origine de remaniements des
substances blanches et grises (16). Au niveau de la substance blanche, nous I’avons vu, nous
assistons a la poursuite de la myélinisation axonale qui suit cependant un schéma bien
spécifique : les axones liés aux cortex primaires initient et terminent leurs cycles
my¢logénétiques plus tot que les axones qui dépendent des cortex associatifs secondaires et
tertiaires. Les études par imagerie médicale confirment le caractére progressif systématique de
la my¢linisation et sa corrélation avec le volume cérébral : apres un pic atteint a 580 jours, la
maturation cérébrale se poursuit plus lentement, le lobe préfrontal ne parvenant a maturité
biologique que vers I’adolescence (17). Au niveau de la substance grise corticale, I’arborisation
axonale et dendritique se poursuit également durant les premicres années de vie, aboutissant a
une surproduction de connexions synaptiques redondantes. Selon les expériences motrices et
sensorielles, certaines de ces connexions seront privilégiées et stabilisées, les autres seront
¢liminées. Ce phénomene entraine de surcroit une mort cellulaire des neurones qui n’ont pu
maintenir de connexion avec leurs pairs. L’¢lagage synaptique et cellulaire permet une
flexibilité organisationnelle a 1’origine de la plasticité et de la spécialisation fonctionnelle des
aires cérébrales (18,19). Durant cette période, les voies neuronales sont trés sensibles aux
stimuli de 1’environnement qui modelent et optimisent le circuit neuronal. Cette maturation
s’effectue également de maniere progressive et systématique suivant une progression postéro-
antérieure, les aires frontales se développant généralement en dernier. Enfin, notons qu’une
¢limination synaptique aberrante est retrouvée dans certains troubles du neurodéveloppement

et pourrait contribuer a 1’altération de ces réseaux fonctionnels (20).
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CONSIDERATIONS ONTOGENIQUES : ENTRE DETERMINISME
GENETIQUE ET INFLUENCES ENVIRONNEMENTALES

Sur le plan organique, le développement cérébral est un processus fragile et complexe
dans lequel de multiples événements doivent s’orchestrer avec minutie. Les processus de
régionalisation du systeme nerveux dépendent notamment de l’expression régionale de
nombreux geénes de développement et facteurs de régulation qui déterminent 1’identité
positionnelle de chaque segment et jouent un role fondamental dans 1’organisation précoce du
cerveau (23,24). L’analyse du transcriptome révele en effet des signatures spécifiques aux
périodes et aux régions, incluant des voies biologiques cruciales pour la neurogenése, la
synaptogengse et la myélinisation (23). Par ailleurs, différents jeux d’hormones sont également
indispensables a 1’¢laboration du SNC et seront abordés en détail plus loin dans le manuscrit.
Chaque cellule nerveuse posséde ainsi, dés les premicres phases du développement cérébral,
une identité propre qui conditionne sa position future et sa fonction. Par la suite, la maturation
du systéme nerveux central va également s’effectuer selon un schéma bien établi. La séquence
de ces différentes étapes permet de comprendre pour une part la progression du développement
des fonctions psychomotrices et cognitives de [I’enfant au cours duquel on assiste
schématiquement a une maturation des fonctions sensorielles, motrices, associatives, puis
exécutives (14). Toutefois, bien qu’il existe un certain déterminisme génétique des fonctions
que pourront exercer les neurones, celles-ci sont influencées tout au long du développement par
des facteurs extrinseques (17). Les neurones nécessitent en effet divers stimuli rétroactifs pour
pouvoir ¢laborer et stabiliser leurs connexions. Ces stimuli sont présents a tout niveau, aussi
bien microscopique, dans le bain moléculaire qui entoure la cellule, que macroscopique, dans
I’environnement dans lequel évolue I’enfant. Ces stimulations doivent intervenir pendant des
périodes spécifiques afin d’orienter correctement la spécialisation des fonctions cérébrales. Si
le milieu ne fournit pas les stimulations adéquates dans cet intervalle, alors le développement

ne pourra pas se faire, ou ne se fera pas de manicre optimale (25).

Sur le plan fonctionnel, de nombreux auteurs du XIXe siecle ont cherché a modéliser
la dynamique développementale observée chez le jeune enfant. Parmi les précurseurs
incontournables, Gesell A. (1929) décrit ’orientation maturationniste selon laquelle le
développement de I’enfant est fonction de sa maturation qui elle-méme résulte de 1’expression
d’un programme, sous-entendu génétique, propre a I’espece. Il décompose 1’évolution de

I’enfant en « stades » qui représentent des niveaux de maturation différents, propres a une
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«zone d’age ». A I'inverse de Gesell A. pour qui le role de 1’environnement est minimis¢,
Watson J. (1914) ¢élabore la théorie behaviouriste (ou comportementaliste) selon laquelle le
comportement observé est essentiellement conditionné par les mécanismes de réponse réflexe
a un stimulus donné. Par la suite, Piaget J. (1937) développe I’approche constructiviste selon
laquelle I’enfant, par ses interactions permanentes avec 1’environnement, est le constructeur
actif de son intelligence. Cet auteur affine la notion de stades, dont la succession chronologique
obligée, dans les conditions habituelles, surviendrait a des ages relativement fixes, chaque stade
s’appuyant nécessairement sur le précédent. L’évolution se déroule ainsi du plus simple au plus
complexe, du concret vers I’abstrait. Enfin, notons 1’intervention de nombreux autres auteurs
tels que Wallon H. (1941) qui met en exergue I’influence du milieu social, et Vygotsky L.
(1934) qui souligne I’importance des interactions au cours de 1’apprentissage. Finalement, il a
été démontré que certains événements, bien que se succédant toujours dans un ordre immuable,
ne sont pas liés car ils dépendent de la maturation de zones et réseaux cérébraux différents. On
observe ainsi des enfants qui sautent des stades, ou qui présentent a I’inverse un retard isolé
dans une aptitude qui n’impacte pas 1’évolution des autres. Rompant donc avec cette conception
linéaire et figée d’un développement en marches d’escalier, certains auteurs, dont Siegler R.
(26), proposent un développement par vagues. Ils considérent que toute activité cognitive
mobilise simultanément plusieurs stratégies, plusieurs modes de pensée concurrents et non
synchrones. Cette approche dite évolutionniste permet d’expliquer le caractere trés hétérogene
du développement, et d’intégrer de nombreux phénomenes observés dans des domaines aussi

divers que la résolution de problémes ou le raisonnement.

Le développement cérébral s’élabore donc a partir d’un socle génétique et se fagonne
au gré des stimuli environnementaux. Le déterminisme ontogénique permet ainsi la mise en
place de structures anatomiques et donc fonctionnelles innées qui vont maturer progressivement
suivant un schéma bien spécifique. D’autre part, le remodelage synaptique et cellulaire a
I’origine de la plasticité cérébrale va permettre, sous 1’influence de 1’environnement, le
déploiement de nouvelles interconnexions et/ou I’amélioration de I’efficacité de certaines de

ces connexions.
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PLASTICITE, VULNERABILITE ET PERIODES CRITIQUES

Un aspect fascinant du cerveau en développement est sa capacité a redistribuer certaines
fonctions lorsque des zones sont 1ésées. Par exemple, un enfant qui perd 1’audition en bas age
développera de meilleures performances dans les tiches de détection visuelle. A I’inverse, chez
les enfants atteints de cécité congénitale, une partie du cortex visuel est incorporée dans le
réseau du langage (27). Toutefois, cette « réorganisation » est peu observée chez 1’adulte. Selon
les travaux pionniers de Kennard M.A., 1’age, et plus précisément le stade de développement
durant lequel survient une lésion cérébrale, affecte grandement la récupération fonctionnelle.
Ainsi, en cas de lésion précoce, le cerveau immature est capable de s’adapter et de réorganiser
ses cartes corticales dans la région 1ésée (plasticité¢ intramodale) ou dans d’autres régions
cérébrales (plasticité intermodale) afin d’optimiser la récupération fonctionnelle (28,29). A
contrario, d’autres travaux ont démontré que des 1ésions tres précoces et diffuses, ainsi que des
1ésions de régions stratégiques ont un pronostic inverse, ce qui renvoie au principe de Hebb et
a la vulnérabilité du cerveau du trés jeune enfant (30). Typiquement, lors d’anomalies survenant
avant la naissance, ce processus réparateur semble inopérant, probablement en raison d’une
mort neuronale trop conséquente. Il existe également des limites a I’adaptation cérébrale et
celle-ci ne concerne pas toujours les processus les plus complexes, ni I’ensemble des fonctions
cognitives (reconnaissance des visages, mémoire épisodique, fonctions exécutives). Ainsi, la
plasticité peut étre définie comme une souplesse dans 1’organisation cérébrale qui autorise
certains remaniements positifs. Elément essentiel dans I’acquisition des apprentissages, elle
permet également une réorganisation fonctionnelle partielle en cas de 1ésion cérébrale acquise.
Réputée d’autant plus efficace que ’enfant est plus jeune, la plasticité possede néanmoins ses

limites qui sont le sujet de nombreux débats actuellement dans la littérature.

Comme mentionné¢ précédemment, le développement cérébral est un processus
complexe et fragile, qui dépend de nombreux €éléments intrinseques et extrinseques, et qui
s’opere essentiellement durant la grossesse et la petite enfance. Cette période constitue donc
une fenétre de fragilité majeure. Il est par ailleurs admis que toute attaque directe ou indirecte
sous forme de traumatisme, d’infection, d’inflammation, de déréglement métabolique ou
vasculaire, d’exposition toxique ou de carence (en termes d’apports nutritionnels et/ou de
stimuli), est capable d’altérer 1’équilibre indispensable au développement harmonieux du
cerveau (31). De plus, durant cette période, la barriére hémato-encéphalique est plus perméable

et les cellules en croissance sont plus sensibles aux substances toxiques qui peuvent plus
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facilement interférer avec des processus biologiques sensibles tels que la migration neuronale,
la différenciation et la synaptogenése (32). De plus, les feetus et les jeunes enfants présentent
des voies métaboliques immatures, limitant 1’élimination de ces substances (33). Ainsi, les
périodes anté- et périnatales constituent une période critique du développement cérébral durant
laquelle une exposition, méme a faibles concentrations, de substances chimiques peut avoir des
effets délétéres redoutables, alors qu’une exposition similaire n’entraine pas nécessairement

d'effets indésirables chez 1’adulte (34).
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LES FONCTIONS COGNITIVES ET PSYCHOMOTRICES

LA NEUROPSYCHOLOGIE DEVELOPPEMENTALE : UNE
DISCIPLINE A L’ INTERFACE ENTRE LE DEVELOPPEMENT DES
PROCESSUS NEUROBIOLOGIQUES ET FONCTIONNELS

Bien que les maladies neurologiques soient décrites depuis I’ Antiquité, ce n’est qu’a
partir du XIXe si¢cle que Gall F.-J. (1818) évoque un lien unissant les comportements et les
phénoménes psychologiques avec leurs supports organiques, dans une perspective modulaire.
Par la suite, I’étude de patients adultes cérébrolésés a permis 1’essor de la neuropsychologie qui
se structure progressivement en tant que discipline a partir des années 1950, avec notamment
la création d’associations scientifiques et de revues spécialisées. En 1997, Temple C. observe
que certains troubles cognitifs chez I’enfant reflétent des dysfonctionnements analogues a ceux
observés chez D’adulte cérébrolésé. Elle ouvre alors la voie a la neuropsychologie
développementale en transposant 1’approche modulaire de Fodor J. a [D’étude du
neurodéveloppement (35). Toutefois, bien que différents patterns de dissociations aient été
clairement mis en évidence, Bishop D.V.M. considére cette logique mal adaptée au contexte
pédiatrique en raison du caractére dynamique du développement cérébral chez les jeunes. En
effet, une atteinte fonctionnelle identique n’aura généralement pas les mémes conséquences
selon qu’elle survienne chez un adulte ou un enfant : par exemple, chez I’adulte, un déficit isolé
de la boucle phonologique se traduira uniquement par une difficulté a apprendre de nouveaux
mots, tandis que chez I’enfant, cette méme lésion impactera profondément I’ensemble du
développement du langage oral, mais aussi du langage écrit ainsi que des apprentissages, en
raison de ce que 1’on désigne comme un effet « bottom-up ». Inversement, le développement
des processus cognitifs dits de plus haut niveau (par exemple le lexique) peut influencer
positivement la maturation des fonctions plus €élémentaires (comme la phonologie), illustrant
ainsi un effet « top-down ». Ces mécanismes réciproques traduisent une causalité circulaire
dans I’organisation cognitive en développement. Ainsi, méme lorsque 1’atteinte initiale est
localisée a une fonction spécifique, c’est I’ensemble de 1’architecture cognitive qui se trouve
impactée chez I’enfant, du fait notamment de la plasticité cérébrale qui lui est propre. Cette
réorganisation peut induire des remaniements tant structurels que fonctionnels spécifiques. Sans
rejeter pour autant le modele modulaire, Bishop D.V.M. souligne que ces effets en cascade
génerent des profils d’associations de troubles qui revétent une signification théorique dans la
mesure ou ils reflétent les interactions fonctionnelles entre différents types de traitements

cognitifs (36). Enfin, citons 1’apport de Karmiloff-Smith A. (1998) pour qui le développement
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cognitif est fagonné par des contraintes biologiques inscrites dans le patrimoine génétique. Ce
modele neuroconstructiviste, situ¢ entre le nativisme et le constructivisme, postule que seul
I’équipement perceptif est inné, prédisposé a détecter certaines régularités de 1’environnement.
Cet équipement demeure cependant latent tant qu’il n’est pas activé par des stimulations
appropriées : I’enfant est ainsi naturellement attiré par certains types de stimuli en fonction de
son niveau de maturation. En parall¢le, les stimuli percus canalisent le degré d’expression des
contraintes biologiques et orientent le développement de certaines spécificités dans certains
types de processus cognitif. Contrairement a I’approche modulaire de Fodor A., ou les modules
cognitifs sont présents des la naissance, la spécialisation fonctionnelle (modularisation) est ici
progressive et considérée comme le résultat du développement, et non comme son point de
départ (37). Issue de la rencontre entre la psychologie du développement cognitif et I’étude du
développement neurobiologique, la neuropsychologie développementale cherche a comprendre
les mécanismes typiques et atypiques du développement cérébral. Elle offre par ailleurs un
cadre théorique structurant ainsi que des outils méthodologiques rigoureux pour 1’étude des
fonctions cognitives et de leur développement. Dans la suite de ce travail, nous présenterons les
fonctions cérébrales explorées en les inscrivant dans une perspective développementale, et en

décrivant les principaux modeles et outils utilisés dans le cadre de cette étude.
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L’'INTELLIGENCE

Bien qu’il n’existe pas de définition unanime, 1'intelligence est considérée comme une
capacité mentale trés générale qui implique, entre autres, la capacité a raisonner, planifier,
résoudre des problémes, penser de manic¢re abstraite, comprendre des idées complexes,
apprendre rapidement et tirer des legons de l'expérience. Il ne s'agit pas simplement d'un
apprentissage théorique d'une compétence académique restreinte ou d'une aptitude acquise
grace a des tests. Elle refléte plutdt une capacité plus large et plus profonde a comprendre notre
environnement. L'intelligence, ainsi définie, peut étre mesurée, et les tests d'intelligence la

quantifient de manicre efficace (38).

Au début du XXe siecle, Spearman C. observa que les différents tests d’aptitude
cognitive étaient corrélés les uns avec les autres. Il émit I’hypothese de 1’existence d’une
aptitude commune qu’il nomma le facteur général d’intelligence, ou facteur g, qui
interviendrait, a des degrés divers, dans chaque processus cognitif (39). Un peu plus tard, en
1941, Cattell R. a repris la démarche de Spearman C. en effectuant une analyse factorielle dite
de second ordre dans la mesure ou celle-ci n’est pas réalisée entre les tests, mais entre les
facteurs déja extraits. Il met en évidence deux facteurs qu’il nomme I’intelligence cristallisée
(Gc), qui sature principalement les tests verbaux et les tests de connaissance, et I’intelligence
fluide (Gf), qui sature des tests de raisonnement ou les connaissances requises sont minimales
(40). Son disciple, Horn J. a par la suite étendu la théorie en incluant d’autres habiletés basées
sur le traitement visuel et auditif, la mémoire, la vitesse de traitement, le temps de réaction, les
habiletés quantitatives et les habiletés en lecture et écriture (41). Enfin, en 1993, Carroll J. B.
met en évidence une structure factorielle commune a toutes les données des tests d’intelligence
qui obtint un consensus a travers le modele CHC (Cattell-Horn-Caroll). Cette structure
hiérarchique se dispose sur trois niveaux : Le premier niveau (Stratum I) est composé de
facteurs primaires qui correspondent peu ou prou aux différents subtests des épreuves
d’intelligence. Certains sont corrélés entre eux et donnent naissance aux facteurs du 2e niveau.
Ces facteurs de second ordre (Stratum II) représentent les grands domaines de I’intelligence
(intelligence cristallisée, fluide, etc.) et sont aussi corrélés entre eux, ce qui indique 1’existence
d’un facteur général d’intelligence représenté par le troisieme niveau (Stratum III) (Figure 2)

(42).
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Figure 2: Modéele CHC (Cattell-Horn-Caroll) de I'intelligence organisé de maniére hiérarchique
en 3 niveaux (d’apres Carroll, 1993). Le niveau 1 correspond aux facteurs primaires, le niveau 2
aux grands domaines de l'intelligence, et le niveau 3 constitue au facteur général (g).

Niveau 3 facteur g
Niveau 2/// \\
intelligence intelligence :‘:(":‘;Z"ﬂ Perception Perception Capacité de Rapidité Vitesse de
fluide cristallisée ngownm”gc visuelle auditive rappel cognitive traitement
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Les processus cérébraux qui sous-tendent l'intelligence sont encore mal compris.
Historiquement, la taille du cerveau et plus spécifiquement le quotient d’encéphalisation, défini
comme le rapport entre la masse cérébrale observée et la masse cérébrale prédite pour un
mammifere, a été utilisée comme indicateur de I’intelligence entre différentes especes. Plus
récemment, le nombre de neurones corticaux, leur métabolisme et la vitesse de conduction ont

été considérés comme des facteurs plus étroitement corrélés a l'intelligence (43).

Sur le plan clinique, en 1905, Binet A. et Simon T. publient une premiere échelle
d’intelligence a la demande d’une commission gouvernementale chargée de développer des
méthodes de dépistage d’enfants ne pouvant bénéficier du systéme éducatif normal (44). Cette
mesure était composée d’une série de 30 tests, dont la hiérarchie constituait « une échelle
métrique d’intelligence » établie en fonction de I’age de I’enfant. En 1912, Stern W. invente le
quotient intellectuel (QI), rapport entre I’age mental et 1’age chronologique. Ce QI représente
une mesure de la vitesse de développement qui reste, le plus souvent, stable malgré
I’accroissement de I’age des sujets. L’entrée des Etats-Unis dans la Premiére Guerre mondiale
a suscité de nouveaux besoins en matiere de mesure de ’intelligence, afin d’évaluer les recrues.
Toutefois, étant donné que I’age mental ne progresse plus apres 1’adolescence, le calcul du QI
apporté par Stern W. ne peut fonctionner avec les adultes. Dans ce contexte, en 1939, Wechsler
D. abandonne le calcul d’un quotient et innove en créditant alors chaque test réussi de 1 ou 2
points. L’addition des points obtenus permet de déterminer un score total. Ce score est alors

comparé a la moyenne des sujets de la méme tranche d’age pour chaque subtest, ce qui revient
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a convertir la note brute en note standardisée. La sommation des notes standard permet
d’obtenir le QI en référence a la distribution des scores. Le QI est le rang de classement du sujet
parmi les sujets de sa tranche d’age. Afin de respecter les habitudes des praticiens utilisateurs
du QI de Stern W., Wechsler D. fixe la moyenne du QI a 100 et I’écart-type a 15 (en référence
a ce que I’on observait déja dans la Standford-Binet Intelligence Scale). Les besoins d’identifier
et de diagnostiquer la nature des difficultés d’apprentissage des enfants s’accrurent avec la mise
en place des systémes d’éducation spécialisée au cours des années cinquante. L’évaluation de
I’intelligence adopta un point de vue davantage centré sur des aspects plus précis du
fonctionnement cognitif du sujet. Pendant cette période, des progrés dans les techniques
d’analyses factorielles permirent d’évaluer des aptitudes cognitives et d’avancer dans la

compréhension de la nature de I’intelligence.

L’évaluation de I’intelligence nécessite donc le recours a des tests psychométriques
adaptés et validés. Parmi celles-ci, les tests d’intelligence de Wechsler sont 1’'une des plus
universellement utilisées de nos jours. La quatriéme édition de 1’Echelle d’Intelligence de
Wechsler pour la période Préscolaire et Primaire (WPPSI-IV), est un instrument clinique
d’administration individuelle pour 1’évaluation des aptitudes cognitives des jeunes enfants, de
2 ans 6 mois a 7 ans 7 mois. Elle propose une évaluation du fonctionnement intellectuel dans
des domaines cognitifs spécifiques au travers d’Indices principaux et d’ une note composite qui
représente ’aptitude intellectuelle globale, le Quotient Intellectuel Total (QIT) (45). Les
preuves de validité de ’échelle de Wechsler, notamment la WPPSI-IV, sont étayées par des
corrélations avec d’autres mesures d’aptitudes cognitives récentes telles que la KABC-II (46),
la Stanford-Binet Intelligence Scale V (47) ou la Woodcock-Johnson III (48). Les fortes
corrélations entre ces échelles indiquent que ces instruments mesurent des construits similaires.
Le QI est étroitement li¢, probablement plus que tout autre trait humain mesurable, a de
nombreux résultats scolaires, professionnels, économiques et sociaux importants. La validité
écologique de I’intelligence générale est soutenue par les preuves de sa capacité a prédire la
performance dans la réussite et les acquisitions scolaires (49), le travail (50) ainsi que des
¢léments concernant la santé (51). Ainsi, dans notre société, un QI €levé est un atout dans la
vie, car pratiquement toutes les activités requicrent du raisonnement et de la prise de décision.
A linverse, un faible QI est souvent un désavantage, surtout dans les environnements

désorganisés.
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LE DEVELOPPEMENT PSYCHOMOTEUR

Chez le jeune enfant, une évaluation modulaire de I’intelligence, telle que proposée par
les tests psychométriques classiques, n’est pas appropriée. A cet age, I’exploration du monde
s’effectue de maniere globale, a travers I’ensemble des modalités sensorielles et motrices. Les
dimensions motrices, cognitives et émotionnelles sont alors étroitement intriquées et se
développent en interaction permanente avec I’environnement, qu’il soit matériel ou humain.
Cette indissociabilit¢ du corps et de D’esprit constitue le fondement du concept de
psychomotricité, lequel renvoie aux relations dynamiques entre motricité, sensorialité,
cognition et vie psychique, inscrites dans un contexte émotionnel et relationnel. La
psychomotricité se manifeste par 1’expression et la régulation des comportements moteurs et
psychologiques, a travers le corps. Durant les périodes sensorimotrice et préopératoire du
développement de I’intelligence décrites par Piaget J. (1979), I’activité corporelle joue un role
fondamental dans le développement global de I’enfant (52). Selon sa théorie, I’intelligence
sensori-motrice constitue la premicre forme d’intelligence, fondée sur 1’action et
I’expérimentation directe avec I’environnement. C’est a partir de cette forme d’intelligence «
pratique » que se construisent progressivement les structures cognitives permettant la

représentation mentale d’objets, d’actions ou d’événements non présents.

Le développement psychomoteur est ainsi un processus d’évolution interactive entre les
fonctions mentales et motrices. Il concerne tant I’évolution des actions corporelles que
I’organisation des informations pergues par les sens, en lien avec le corps propre, les objets,
I’espace, le temps et le rythme. Ce développement repose sur deux piliers essentiels : la
maturation du systéme nerveux et I’expérience sensorimotrice vécue par I’enfant. C’est de cette
interaction que naissent les habiletés psychomotrices, qui traduisent les transformations
successives du développement par I’acquisition de nouveaux comportements coordonnés. Une
habileté psychomotrice, ou praxie, correspond a un ensemble de mouvements organisé€s en vue
d’un but précis. Elle implique une intention, une programmation gestuelle et une capacité
d’ajustement selon le contexte. On distingue généralement deux types d’habiletés
psychomotrices : les activités phylogénétiques, communes a tous les étres humains (comme la
marche, la course, la préhension), qui apparaissent naturellement au moment opportun, et les
activités ontogénétiques, liées a des contextes culturels ou historiques (comme la pratique d’un
sport ou d’un instrument), qui nécessitent un apprentissage explicite ou du moins une exposition

répétée et la possibilité d’imiter autrui. Enfin, trois qualités fondamentales, 1’économie
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attentionnelle, 1’efficacité gestuelle et la rentabilité énergétique, caractérisent ces habiletés et

structurent les acquisitions qui suivent généralement un ordre similaire chez tous les enfants.

Dés la huitiéme semaine d’aménorrhée, la motricité spontanée apparait chez 1’embryon,
qui se constitue progressivement un répertoire moteur tres riche. Celle-ci est liée a I’activité de
réseaux neuronaux situés dans le tronc cérébral et la moelle épiniére, elle-méme modulée par
Iactivité de I’encéphale. A la naissance, le nourrisson posséde déja un potentiel moteur qu’il
ne peut toutefois pas exprimer pleinement en raison de I’immaturité de son systéme nerveux
central ; ce potentiel peut néanmoins étre mis en évidence par I’exploration de la motricité
libérée de Grenier (53). Par la suite, la maturation cérébrale va permettre une encéphalisation
progressive de la commande motrice, suivant une progression céphalo-caudale (I’enfant
controle d’abord les muscles du cou, puis du tronc, puis des membres inférieurs) et proximo-
distale (I’enfant contrdle d’abord les épaules, puis les bras, les avant-bras, et enfin les mains) :
on assiste alors a une disparition des réflexes archaiques et a une amélioration progressive de
la coordination. Grace a un processus d'apprentissage par exploration continue et par
expérimentation (essais/erreurs), le nourrisson raffine la spécificité des connexions, ce qui lui
permet d’avoir un geste plus précis et plus ajusté aux spécificités de la situation (54).
Progressivement, I’enfant développe ses compétences en motricité globale et fine. La motricité
globale sollicite plusieurs ou I’ensemble des parties du corps pour le maintien des positions et
les déplacements volontaires. Le nourrisson va initialement apprendre les capacités motrices
nécessitant des postures droites, avec leurs prétendus avantages pour l'exploration visuelle et
l'interaction sociale : la station assise est généralement maintenue entre 6 et 9 mois, et la station
debout entre 12 et 18 mois. Bien que I’apprentissage moteur se poursuive tout au long de la vie,
il est admis que c’est durant I’enfance que se développent principalement le contrdle postural,
la souplesse, la vitesse et la coordination, tandis que 1’endurance et la force se constituent
majoritairement pendant 1’adolescence (55,56). La motricité fine concerne 1’acquisition et le
contrdle de petits gestes, et nécessite I’intégration des informations visuelles qui permettent un
recalibrage des mouvements des membres supérieurs. La progression du développement visuel
ainsi que le maintien de la téte alignée avec le tronc facilitent les capacités de saisie du
nourrisson des 3 a 4 mois de vie. Par la suite, ’enfant apprend a adapter les mouvements des
bras, des mains et des doigts aux contraintes de la situation. Typiquement, I’échange bimanuelle
est présent dés 6 mois, la pince pouce-index vers 9 a 12 mois, la construction d’une tour de 3

cubes vers 18 a 21 mois, la réalisation d’anneaux sécants avec les doigts vers 5 ans, etc. La
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maturation lente mais progressive de I’axe corticospinal explique pourquoi il faut de
nombreuses années avant que la motricité atteigne une configuration adulte. Cela est

particulierement vrai pour les capacités de manipulation (54).

Durant les premiéres semaines de vie, I'évaluation neurologique repose principalement
sur l'analyse du tonus musculaire actif et passif. Il est établi que les nourrissons présentant un
phénotype hypotonique ont tendance a présenter un développement psychomoteur plus faible a
I’age de 2 a 3 ans (57). Chez I’enfant plus agé, on identifie classiquement sept composantes du
développement psychomoteur, qui, bien que distinctes, interagissent constamment : la motricité
globale, la motricité fine, le schéma corporel, la latéralité, 1’organisation perceptive,
’organisation spatiale, I’organisation temporelle et le sens du rythme. Chez les nourrissons et
les jeunes enfants, étant donné que les activités mentales et motrices restent étroitement liées et
évoluent en interdépendance, les compétences psychomotrices sont généralement évaluées de
concert avec d’autres compétences sensorielles, cognitives ou comportementales via des
échelles développementales (Gesell, Brunet-Lézine, Bayley, McCarthy, Griffith, etc.). Ces
¢chelles permettent d’obtenir un quotient de développement (QD), indicateur du niveau de
développement global d’un enfant par rapport a son age chronologique, ainsi qu’un profil
développemental détaillant ses points forts et ses fragilités. Ces outils sont utiles pour repérer
précocement les enfants vulnérables, a risque de développer un TND. Néanmoins, bien qu’ils
offrent des éléments prédictifs quant aux compétences futures, ces échelles ne permettent pas
une analyse fine des fonctions motrices, intellectuelles ou cognitives, telles qu’elles sont

évaluées plus tard dans I’enfance (58).

Chez les enfants d'age scolaire, les habiletés motrices interviennent dans les soins
personnels quotidiens, la réussite scolaire et les activités sportives (59). Par conséquent, de
faibles performances motrices entrainent souvent une participation réduite aux activités
¢ducatives et une diminution des capacités d'apprentissage, ce qui peut avoir des conséquences
néfastes a long terme sur la confiance en soi et la réussite scolaire (60,61). Dans ce contexte,
une évaluation neuromotrice visant a détecter un dysfonctionnement neurologique mineur
(DNM) a été systématiquement mise en place dans certains pays, dont la Belgique, afin
d'identifier le plus tot possible les enfants a risque de développer des troubles du développement
moteur et, plus largement, du neurodéveloppement (62—64). Le DNM est défini comme un
dysfonctionnement neurologique, tel qu'une dyskinésie choréiforme, une hypotonie diffuse

légere ou une discrete altération de la capacité de manipulation fine, non imputable a une lésion
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cérébrale avérée telle qu une paralysie cérébrale (65). Comme il est largement admis que les
performances au début de 1'école primaire prédisent en partie la scolarité ultérieure, cette
¢valuation a généralement lieu avant 1’entrée en école primaire. Bien qu’il n’existe pas de
consensus en Belgique sur les outils a utiliser pour cette évaluation neuromotrice obligatoire
chez les enfants d’age préscolaire, un protocole standardisé a été spécifiquement développé par
I’équipe de Willems G. (66). Celui-ci propose un examen médical complet permettant
d’identifier les enfants a risque de développer des troubles moteurs ou des troubles des
apprentissages. Une évaluation plus fine des fonctions motrices peut également étre réalisée a
I’aide d’autres outils, tels que la Batterie d'Evaluation du Mouvement chez I’Enfant (MABC-
2), un test standardisé largement utilisé pour évaluer la motricité fine, la maitrise du ballon et

1'équilibre statique et dynamique chez les enfants de 4 a 12 ans (67).
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LES FONCTIONS ATTENTIONNELLES ET EXECUTIVES

Les fonctions attentionnelles (FAs) désignent un ensemble de processus cognitifs
permettant de sélectionner et de se concentrer sur les stimuli pertinents. Elles facilitent le
traitement efficace de 1’information en aidant a éviter les distractions, a se focaliser sur des
taches spécifiques et a former des souvenirs durables (68,69). Les FAs sont étroitement liées
aux fonctions exécutives (FEs), qui regroupent des processus neurocognitifs de haut niveau,
tels que I’inhibition, la mémoire de travail (MT) et la flexibilité cognitive (70). Les FEs sont
mobilisées dans les situations nouvelles ou complexes, lorsque les réponses automatisées ou les
schémas d’action habituels ne suffisent plus a atteindre les objectifs fixés (71). Les fonctions
attentionnelles et exécutives jouent un rdle central dans de nombreux aspects de la vie
quotidienne : a I’école, dans les relations interpersonnelles, au travail, ou encore dans la gestion
des émotions. Elles sont fondamentales pour le développement cognitif, social et
psychologique, et sont associées a la réussite personnelle, scolaire, ainsi qu’a la santé mentale
et physique (72-74). Ces fonctions constituent également des piliers essentiels de la régulation

comportementale et émotionnelle (75).

LES FONCTIONS ATTENTIONNELLES

L’attention peut étre définie comme la capacité a se concentrer et a sélectionner les
informations pertinentes a un moment et dans un contexte donnés. Elle est souvent comparée a
un phare mental permettant au cerveau de se focaliser et de traiter les informations issues du
monde extérieur, mais aussi de nos propres pensées. L’attention opere en hiérarchisant les
informations en fonction de leur pertinence pour les objectifs en cours, une sélection nécessaire
en raison des capacités limitées de traitement du cerveau. Les différentes informations entrent
donc en compétition pour accéder aux ressources cognitives, et 1’attention oriente cette

compétition en faveur des €léments les plus utiles.

L’attention est conceptualisée comme une architecture complexe composée de plusieurs
processus, sollicités selon les taches. En clinique, la taxonomie la plus utilisée est celle de van
Zomeren A.H. et Brouwer W.H. (1994) (Figure 3) (68), qui distingue cinq grands types
d’attention, répartis selon deux axes principaux : I’intensité et la sélectivité. L’axe de I’intensité
concerne la force et la durée de ’attention. Il inclut 1’alerte, définie comme un état général de
réactivité. Cette alerte peut étre tonique, soit un état d’éveil physiologique involontaire fluctuant
selon le moment de la journée, ou phasique, soit la capacité a réagir rapidement a un stimulus

lorsqu’on est averti de son apparition. L’alerte se mesure par des taches de temps de réaction
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simples ; des temps trop ¢€levés indiquent une diminution de la vitesse de traitement. La
vigilance, quant a elle, correspond a la capacité a maintenir 1’attention sur de longues périodes
avec des stimuli peu fréquents, ses troubles se traduisant par des fluctuations attentionnelles ou
des ratés. L attention soutenue, proche de la vigilance, implique une fréquence élevée de stimuli
a traiter en continu et se mesure avec des tiches de durée minimale de 15 minutes. Les déficits
dans ce domaine induisent une fatigabilité et une baisse de performance progressive. L’axe de
la sélectivité comprend 1’attention sélective et 1’attention divisée. L’attention sélective désigne
la capacité a filtrer les informations pertinentes parmi des distracteurs. Elle repose sur un double
mécanisme d’activation des cibles pertinentes et d’inhibition des distracteurs, illustrant
I’interaction entre attention et fonctions exécutives. Elle peut étre volontaire (endogéne) ou
déclenchée par I’environnement (exogeéne), et se mesure avec des tiches ou coexistent des
cibles et des distracteurs, souvent dans des modalités auditives ou visuelles (68). L’attention
divisée est sollicitée lorsque plusieurs taches doivent étre réalisées simultanément. Elle
implique une répartition des ressources attentionnelles, moins efficace que dans des taches
simples, et est évaluée par des épreuves en double tiche. A ces deux axes s’ajoute le contrdle
attentionnel, qui module I’intensité et la sélectivité via la flexibilité cognitive, soit la capacité a
déplacer volontairement les ressources attentionnelles.

Figure 3: Modeéle de 1”attention de Van Zomeren A.H. et Brouwer W.H. (1994) qui distingue cinq
grands types d’attention répartis selon deux axes principaux : I'intensité et la sélectivité.
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. . Attention Attention Attention
Vigilance

soutenue sélective divisée
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Sur le plan neuroscientifique, le modele de Posner M.I. et Petersen S.E. (2012) (76)
distingue trois réseaux attentionnels : le systéme d’alerte impliquant le thalamus ; le systéme
d’orientation, associé a 1’attention sélective et sollicitant les régions pariétales via deux sous-
réseaux (un réseau dorsal orientant 1’attention vers 1’extérieur, et un réseau ventral régulant les
alternances entre le réseau dorsal et le réseau du mode par défaut, centré sur les pensées
internes) ; et enfin, le contréle exécutif, géré par les aires préfrontales, qui résout les conflits
attentionnels en activant les structures liées aux objectifs et en inhibant les distracteurs. Les
processus attentionnels nécessitent une coordination entre les cortex frontal et pariétal, ainsi
que des structures du tronc cérébral, ce qui en fait 'un des systémes neuronaux les plus
complexes (77) (Figure 4).

Figure 4: Réseaux attentionnels selon le modele de Posner M.I. et Petersen S.E. (2012) décrivant

un systeme d’alerte impliquant, un systeme d’orientation et un controle exécutif. Figure inspirée
de Posner M.I. et al. 2007 (78)
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Les études génétiques, en particulier celles menées chez les jumeaux, mettent en
¢vidence une forte héritabilit¢ des troubles attentionnels (= 0,78) ainsi qu’une grande
hétérogénéité¢ des geénes impliqués (79). Les études longitudinales, montrant une stabilité
marquée des différences interindividuelles au cours du temps, renforcent également I”’hypothése
d’une base génétique solide de ces troubles (80). Ces facteurs génétiques contribuent a un
développement cérébral atypique touchant plusieurs régions clés, notamment le réseau cingulo-
fronto-pariétal, le striatum et le cervelet, qui interagissent étroitement pour soutenir la
cognition, ’attention et les processus de contréle moteur (81,82). Sur le plan moléculaire,
certains genes affectent le transport et le métabolisme de neurotransmetteurs clés comme la
dopamine, la norépinéphrine et I’acétylcholine, qui sont par ailleurs la cible thérapeutique de
nombreux médicaments dans le trouble déficitaire de 1’attention avec/sans hyperactivité
(TDAH) (83,84). Au-dela du facteur génétique, divers facteurs environnementaux augmentent
le risque de développer un trouble attentionnel : complications obstétricales, faible poids de
naissance (< 1500g), exposition prénatale a des substances tératogeénes telles que le tabac et
I’alcool, ou a des conditions adverses postnatales (négligence, trauma, etc.). Dans ce cadre, les
PEs sont également considérés comme facteurs de risque émergents (85—88). Enfin, une des
rares études d’association épigénétique suggere que le génome d’enfant TDAH ayant été exposé
a des influences tératogeénes lors de la grossesse présente des particularités au niveau de la
méthylation, ce qui supporte I’influence de ce processus dans la pathologie (89). Enfin, notons
que la prévalence des troubles attentionnels est plus importante chez les gar¢ons que chez les
filles. Il a été rapporté que la testostérone pourrait favoriser ce risque en agissant directement
sur le développement prénatal des circuits neuronaux dopaminergiques dans le noyau
accumbens, le striatum et le cortex préfrontal via leurs effets masculinisants, ou en ralentissant
les processus de maturation a ce niveau, rendant les composants dopaminergiques du cerveau

vulnérables pendant une période prolongée au cours du développement prénatal (90).

Le développement de 1’attention suit un schéma évolutif précis. Une attention réflexe
est présente des la naissance, déclenchée par des stimuli exogeénes comme les visages. Chez les
nourrissons, les FAs évoluent en trois phases selon le modéle de Courage M.L. et al. (91) : la
premiére (0—8 semaines) se manifeste par un allongement de la fixation et ’émergence de
I’alerte ; la deuxiéme (14-26 semaines) par une réduction des temps de fixation, reflet du
désengagement et de la flexibilité attentionnelle via le réseau postérieur ; la troisieme (3—6

mois) voit ’amélioration du controle attentionnel, grace aux progreés visuels et au
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développement des aires préfrontales. Par la suite, ces fonctions gagnent en endurance,
flexibilité et efficacité. L’attention sélective se développe jusqu’au début de 1’adolescence.
L’attention soutenue suit deux pics rapides (vers 5—6 ans et 8-9 ans) et mdrit également jusqu’a
I’adolescence. L’ attention divisée, trés dépendante des fonctions exécutives, se développe plus
tardivement, jusqu’a la fin de ’adolescence (92). Le facteur majeur du développement
attentionnel est la maturation des régions préfrontales, qui atteint sa pleine maturité a 1’age
adulte. Elle améliore la vitesse de traitement, I’ inhibition et la capacité de stockage en mémoire.
D’autres facteurs influents sont le développement du langage et de la pensée symbolique, la

régulation émotionnelle, et la compréhension des intentions.

LES FONCTIONS EXECUTIVES

Les FEs regroupent un ensemble d’habiletés de haut niveau nécessaires a la réalisation
d’un comportement dirigé vers un objectif (72). Elles ont pour fonction de faciliter 1’adaptation
aux situations nouvelles, notamment en régulant le comportement et en facilitant la prise de
décision. Les travaux de Stuss D. T. et Benson D. F. (93) décrivent un ensemble de capacités
interdépendantes permettant de résoudre intentionnellement un probléme, incluant
I’anticipation, la sélection des objectifs, la planification, le contréle et 1’utilisation de feed-
backs. Leur modele hiérarchique met en avant des aspects supérieurs de la cognition tels que
I’anticipation, le jugement, la conscience de soi et la prise de décision. Les sous-domaines
spécifiques incluent I’aptitude a initier un comportement, a inhiber des actions ou des stimuli
concurrents, a sélectionner les objectifs pertinents, a organiser et planifier la résolution de
problémes complexes, a faire preuve de flexibilité stratégique, et a évaluer et ajuster son
comportement. La mémoire de travail, qui permet de maintenir et manipuler activement des
informations pour résoudre des tdches complexes, constitue également un pilier central du
fonctionnement exécutif (94). Par ailleurs, les fonctions exécutives ne se limitent pas au

controle cognitif : elles englobent également la régulation émotionnelle et comportementale.

Le mode¢le intégratif proposé par Diamond A. (2013) (72) structure le développement
des FEs chez I’enfant autour de trois compétences fondamentales : la mémoire de travail, le
controle inhibiteur et la flexibilité cognitive (Figure 5). Le contrdle inhibiteur correspond a la
capacité de gérer son attention, ses comportements, ses pensées et ses émotions. La mémoire
de travail, verbale et non verbale, permet de stocker et manipuler temporairement des
informations et peut étre mise en évidence dés les premiers mois de vie (95). La flexibilité

cognitive, qui se développe plus tardivement, permet de changer de tdche ou de stratégie et
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d’adopter différentes perspectives. Ces fonctions fondamentales permettent 1’émergence
d’habiletés supérieures comme la planification et la résolution de problémes, qui englobent la
formulation d’hypothéses, 1’organisation des idées, la planification d’actions et la mise en
ceuvre de stratégies pour atteindre un but.

Figure 5: Modele des fonctions exécutives proposé par Diamond A. (2013) structurant les

fonctions exécutives autour de trois compétences fondamentales : la mémoire de travail, le
contrdle inhibiteur et la flexibilité cognitive. Figure inspirée de Diamond A. 2013 (72)
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Le développement des FEs se prolonge durant I’enfance et I’adolescence, en parallele a
la maturation des réseaux frontaux. Le cortex préfrontal, connecté au systéme limbique, au tronc
cérébral, au cortex associatif postérieur et aux aires motrices frontales, joue un rdle central dans
la régulation des systémes cérébraux postérieurs et sous-corticaux (96). Bien que des
comportements intentionnels puissent déja étre observés chez le nourrisson et les jeunes enfants
a des fins de résolution de problémes orientés vers un but, ces compétences d’autocontrole
exécutif sont fragiles a cet age précoce et s’améliorent progressivement (96,97). Certaines
variables sociodémographiques sont susceptibles de jouer un role déterminant dans le
développement des FEs. Parmi celles-ci, le genre de I’enfant a été étudié€ a plusieurs reprises
avec des résultats hétérogénes en faveur des filles (98) ou des gargons (99). Cette diversité serait
culture-dépendante et influencée par les sous-domaines étudiés. Le niveau d’éducation
parentale a également un effet sur le développement des FEs (98). Enfin, plusieurs études
suggerent une sensibilité particuliere des FEs a 1’exposition prénatale a certains PEs, dont les
PCBs (100). La planification, la mémoire de travail, la flexibilité cognitive et surtout

I’inhibition semblent particulierement affectées a mesure que les niveaux d’exposition
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augmentent. Une hypothese physiopathologique met en cause 1’altération du développement du
cortex préfrontal, appuyée par des données animales montrant une baisse de la dopamine dans

cette région chez les rats exposés in utero (101).

Sur le plan de I’évaluation, les FEs peuvent étre abordées selon deux dimensions : le
versant « froid », 1ié a des processus logiques sans implication émotionnelle (régions
préfrontales dorso-latérales), et le versant « chaud », 1i¢ a des situations impliquant émotions et
motivation (régions orbitaires et ventro-médianes) (102,103). Le premier concerne des
habiletés comme la planification, 1’inhibition, la flexibilit¢ mentale et la mémoire de travail,
tandis que le second est mobilisé dans la prise de décision émotionnelle et 1’autorégulation
affective. L’évaluation des FEs demeure complexe pour plusieurs raisons. D’une part, elles
résultent de I’activation conjointe et dynamique de multiples réseaux neuronaux, dont la
maturation s’effectue progressivement au fil du développement (104). D’autre part, bien que
les outils neuropsychologiques visent a explorer distinctement les différents sous-domaines des
FEs, reflétant le caractére multidimensionnel de la fonction, ceux-ci sont interdépendants et
fonctionnent en étroite corrélation, surtout chez le jeune enfant. D’un point de vue
développemental, les études suggérent que FEs apparaissent initialement comme un construit
global ou indifférencié, puis se spécialisent et se différencient au cours du développement de
I’enfant (70,105). Enfin, certaines compétences exécutives sont difficilement mesurables dans
un cadre standardisé (106), rendant ainsi particulierement utiles les observations écologiques et
les questionnaires comportementaux. Parmi ceux-ci, L'inventaire d'évaluation du
comportement des fonctions exécutives (BRIEF) constitue un questionnaire parental validé qui
évalue les manifestations des FEs dans la vie quotidienne de I’enfant (103). Il comprend huit
sous-échelles regroupées en deux indices : la régulation comportementale (inhibition,
flexibilité, contrdle émotionnel) et la métacognition (initiation, mémoire de travail,
planification/organisation, organisation du matériel, controle). Ces deux indices fournissent un
score composite global. La régulation comportementale refléte la capacité a ajuster ses
€motions et son comportement, tandis que la métacognition évalue la capacité a gérer des taches
de manicre autonome. Les FEs peuvent également étre mesurées a 1’aide d’épreuves cognitives
spécifiques telles que le Stroop Fruits (107) et la tiche Go-NoGo (108), évaluant la flexibilité
et I’inhibition. Enfin, certaines batteries intégrent des tests distincts intéressants. C’est ainsi que
nous avons choisi d’utiliser I’épreuve Spatial Planning issue de la que la K-ABC-2 (109) pour

évaluer la planification dans le cadre de notre étude.
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LA MEMOIRE

Le courant cognitiviste classique regroupe sous le terme de mémoire les processus
d'encodage, de stockage et de récupération des informations. En neuropsychologie, la mémoire
est congue non pas comme une entit€é homogene, mais comme un ensemble de systémes
distincts, bien que fortement interconnectés. Historiquement, le modele modal d’Atkinson R.
et Shiffrin R. (1968) est I’un des plus influents parmi les modéles structuraux de la mémoire. I1
distingue trois sous-systémes : le registre sensoriel, la mémoire a court terme et la mémoire a
long terme (110). Le registre sensoriel conserve briévement une trace mnésique immeédiate des
stimuli sensoriels. Une partie de ces informations est transférée vers la mémoire a court terme,
caractérisée par une capacité limitée et une durée de rétention de quelques secondes,
prolongeable par la répétition mentale. Enfin, la mémoire a long terme assure le stockage

durable et le rappel des connaissances et souvenirs accumulés au fil du temps.

Face aux limites explicatives de ce modele, notamment pour rendre compte des
propriétés dynamiques de la mémoire a court terme, Baddeley A. et ses collégues ont proposé
un modele plus précis de I’organisation des processus de traitement en mémoire de travail,
défini comme un systéme de capacité limitée permettant le stockage temporaire et, surtout, la
manipulation des informations nécessaires a la réalisation des tiches cognitives complexes
telles que la compréhension, l'apprentissage et le raisonnement (111). La mémoire de travail
comprend un module de contrdle exécutif, connu sous le nom de I’administrateur central, qui
gere les ressources attentionnelles et supervise deux sous-systeémes auxiliaires de mémoire a
court terme : la boucle phonologique, responsable du traitement et du stockage des informations
langagieres (verbales et auditives), et le calepin visuo-spatial, impliqué dans la manipulation
des images mentales (visuelles, spatiales et kinesthésiques). Un quatriéme composant, le buffer
épisodique, congu comme un espace de stockage intégré a capacité limitée, regroupe les
informations issues des divers systemes et permet 1’interaction avec la mémoire a long terme
(112). Sur le plan anatomique, la mémoire de travail sollicite principalement le réseau fronto-
pariétal, le cortex cingulaire antérieur ainsi que le cortex pariétal, bien que des études récentes
suggerent également I’implication du mésencéphale et du cervelet (113). Elle est également en
lien avec de nombreuses fonctions cognitives telles que les représentations lexico-sémantiques
du langage, le contrdle attentionnel et les fonctions exécutives (114—117). Par ailleurs, elle
s’avere déficitaire dans de nombreux troubles mentaux, développementaux ou neurologiques

(113). Diverses taches neuropsychologiques ont été développées pour évaluer les capacités de
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mémoire de travail verbale et visuo-spatiale. Elles incluent des taches de stockage (ex. : empan
de chiffres, répétition de non-mots, tache de Corsi) ainsi que de manipulation (ex. : empan de

chiffres a rebours, empan alphabétique, empan catégoriel).

La mémoire a long terme a, quant a elle, été subdivisée en quatre systémes distincts : le
systeme de représentation perceptive, la mémoire sémantique, la mémoire épisodique et la
mémoire procédurale. Le modéle SPI (Sériel, Parallele, Indépendant) de Tulving E. (118)
postule une organisation hiérarchique de ces fonctions. L’encodage s’effectue de maniere
sérielle, chaque systéme dépendant du précédent pour I’enregistrement des informations. Le
stockage s’opére en parallele dans les différents systémes, tandis que la récupération est
indépendante d’un systeme a Dl’autre. La mémoire perceptive conserve les afférences
sensorielles. La mémoire sémantique se rapporte aux connaissances générales sur le monde,
tandis que la mémoire épisodique encode, stocke et permet la récupération des souvenirs
d’événements vécus, situés dans leur contexte spatio-temporel d’acquisition. La récupération
repose sur une perspective constructiviste dans laquelle I’indice de rappel se combine a la trace
pour former 1’expérience consciente du souvenir (119). Sur le plan neuroanatomique, la
mémoire sémantique serait dépendante des régions corticales périhippocampiques, tandis que
la mémoire épisodique implique 1’hippocampe et les lobes frontaux (120). Chez ’humain, la
neurogenese hippocampique débute entre les semaines 16 et 18 de gestation et le
développement volumétrique de 1’hippocampe se poursuit jusqu’a 1’age de 2 ans (121).
Anatomiquement, I’hippocampe comprend la corne d’Ammon, le gyrus denté et le subiculum.
Sur le plan fonctionnel, la région antérieure de 1’hippocampe serait impliquée dans 1’encodage
et le rappel flexible des représentations, tandis que sa portion postérieure contribuerait
davantage a la formation de représentations perceptives détaillées. En outre, I’hippocampe
dorsal est principalement associ¢ a la mémoire déclarative, tandis que 1’hippocampe ventral
semble davantage impliqué dans les réponses émotionnelles (122). Ces différentes subdivisions
s’intégrent dans des réseaux neuronaux qui reposent essentiellement sur la transmission
cholinergique. Ce systéme, étroitement lié aux fonctions cognitives, connait une phase de
développement rapide durant le troisieme trimestre de la grossesse ainsi que dans les deux
premicres années de vie (123). Par ailleurs, le développement embryonnaire de 1’hippocampe
est également modulé par le systéme endocrinien, en particulier par les hormones thyroidiennes
et les stéroides sexuels. Leurs récepteurs y sont exprimés précocement, dés la 8¢ semaine de

grossesse et la 15e respectivement, et leur activation influence des processus clés tels que la
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prolifération cellulaire, la morphogenése dendritique et la synaptogenese (124,125). Enfin, la
mémoire procédurale concerne [’acquisition, le stockage et I’exécution automatique
d’habiletés, souvent difficilement verbalisables. Elle repose sur un apprentissage par répétition
et met en jeu plusieurs circuits cérébraux, dont les noyaux de la base (126) et le cervelet (127).
Tous ces ¢éléments sont intégrés dans le Modele NéoStructural InterSystémique (MNESIS)
proposé par Eustache F., Viard A. et Desgranges B. (128) (Figure 6).

Figure 6: Modele NéoStructural InterSystémique (MNESIS) proposé par Eustache F., Viard A. et

Desgranges B. qui integre les éléments de la mémoire a court et a long terme. Figure inspirée de
Eustache F. et al. 2016 (128).
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Longtemps, les études sur le développement mnésique de 1’enfant se sont focalisées sur
la mémoire épisodique chez des enfants relativement agés. Toutefois, des recherches plus
récentes montrent que, des le plus jeune age, des compétences de reconnaissance et de mémoire
associative ou procédurale peuvent étre observées (129-131). La mémoire épisodique, au sens
strict, connait un développement significatif entre 4 et 7 ans, les souvenirs de nature épisodique
demeurant fragiles et instables avant cet age (132,133), tandis que I’apprentissage procédural
apparait dés les premiers mois de vie et se renforce au fil du développement (134). Les
composantes de la mémoire de travail sont également présentes précocement, bien que

I’organisation compléte décrite par Baddeley ne se stabilise qu’a partir de 6 ans (112).
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L’amélioration des fonctions mnésiques est en lien avec la maturation cérébrale, notamment

celle de I’hippocampe qui présente une maturation relativement tardive (135).

Concernant 1’évaluation, un écart persiste entre I’avancée théorique et les outils
cliniques disponibles. La mémoire épisodique est le plus souvent explorée par des taches
explicites de rappel ou de reconnaissance. Le rappel libre fait appel a des processus stratégiques
de récupération, tandis que la reconnaissance engage a la fois la détection de familiarité et le
rappel du contexte d’encodage (136). Toutefois, de nombreux tests utilisés chez 1’enfant sont
anciens, peu normés ou culturellement biaisés (ex. : Figure de Rey, Batterie d’Efficience
Mnésique, NEPSY-II). Bien que I’épreuve des Histoires de la Children Memory Scale (CMS)
ait ét¢ simplement traduite sans adaptation culturelle, elle fournit une évaluation compléte de
la mémoire chez les enfants et adolescents de 5 a 16 ans en mesurant les fonctions mnésiques
auditives/verbales, visuelles/non verbales et [’attention/concentration (137). Elle permet
d’évaluer I’apprentissage immédiat, le rappel différé et la reconnaissance. Dans le cadre de
notre ¢tude, seuls les subtests Histoires et Nombres ont ét¢ administrés : le premier évalue la
mémoire verbale a court et long terme, et le second, la mémoire de travail verbale via la boucle

phonologique.
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LE LANGAGE

Au cours des dernicres décennies, I’é¢tude du développement du langage chez I’enfant a
connu une progression remarquable (138). Historiquement, deux grandes orientations
théoriques étaient identifié¢es : I’innéisme et le générativisme. Selon I’approche béhavioriste de
Skinner B.F. (1957), I’acquisition du langage est assimilée a un comportement parmi d’autres,
modelé par les renforcements de 1’environnement et les expériences vécues. A I’inverse, la
théorie générativiste, introduite par Chomsky N. (1959), défend I’idée que I’étre humain
posseéde une grammaire universelle innée, c’est-a-dire un ensemble de principes et de
contraintes guidant la construction de la grammaire propre a chaque langue. Ces deux courants
abordent différemment, et parfois de maniére complémentaire, le role respectif des facteurs
biologiques et de 1’environnement dans l’acquisition du langage, ainsi que la nature des
mécanismes impliqués dans ce processus. Depuis cette vision dichotomique, d’autres
perspectives théoriques ont vu le jour, visant & mieux articuler les influences biologiques et
expérientielles. Selon I’approche constructiviste, décrite historiquement par Piaget J. (1979) et
affinée plus récemment dans les théories contemporaines de 1’acquisition du langage (139), les
enfants construisent activement des systémes symboliques complexes, tels que le langage, a
partir de I’interaction continue entre des informations ascendantes issues de I’environnement
multimodal et des informations descendantes provenant de 1’état actuel de leurs connaissances.
Les représentations linguistiques émergent ainsi de mécanismes d’apprentissage contraints,
orientés vers la construction de structures qui permettent a la fois d’intégrer les nouvelles
informations issues de 1’input aux connaissances existantes, et d’ajuster ces connaissances en
fonction de I’expérience; 1’apprentissage repose dés lors sur un processus dynamique ou
I’information circule dans le systeme selon des boucles de rétroaction et d’anticipation qui, au
fil du développement, soutiennent I’émergences de représentations linguistiques de plus en plus
complexes. Ainsi, le systeme linguistique est de plus en plus envisagé comme un systéme
complexe et interactif, dont I’acquisition est étroitement liée au développement d’autres
compétences non langagicres (tels que le développement moteur, la MT et les FEs (140,141))
(Figure 7), nous renvoyant a 1’hypothése néoconstructiviste. Un intérét croissant s’est
également porté sur les dimensions sociales et interactionnelles de 1’apprentissage du langage.
Ainsi, de nombreuses approches actuelles soulignent 1’interdépendance entre facteurs internes,
cognitifs ou spécifiques au traitement langagier, des facteurs externes tels que 1’apport des

échanges avec son environnement social, et des éléments a I’interface entre les deux tels que la

45



Introduction

capacité a se saisir des €léments saillants et fréquents dans I’environnement linguistique. Tous

ces ¢léments jouant un role déterminant a différentes étapes de son développement (142).

Figure 7: Processus d'acquisition du langage. Les informations recues par l'enfant lors de son
apprentissage actif au sein de I'environnement multimodal sont intégrées a ses mécanismes de
structuration (apprentissage et traitement), qui construisent des représentations des
connaissances. De nouvelles représentations sont construites itérativement a partir de
représentations antérieures plus simples, via des boucles de rétroaction au fil du
développement. Ainsi, les connaissances de 1'enfant au moment de l'apprentissage influencent
dynamiquement la nature des informations multimodales, son adaptation a son environnement
d'apprentissage et la construction de nouvelles représentations linguistiques. Figure inspirée
de Rowland C. et al. 2026 (139)
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En 1861, Broca P. identifie une zone localisée dans la partie inférieure de la troisiéme

circonvolution frontale de ’hémisphére gauche, responsable de la production du langage oral.
Dix ans plus tard, Wernicke C. met en évidence une autre région, dans le lobe temporal gauche,
impliquée dans la compréhension du langage. Depuis, 1’avancée des techniques d’imagerie a
permis de préciser I’organisation anatomique des systémes et sous-systémes langagiers, ainsi
que la dynamique de leur activité lors de taches linguistiques (143). Lors de I’écoute de la
parole, le signal auditif chemine depuis le tronc cérébral jusqu’aux corps genouillés médians
du thalamus, puis vers le cortex auditif primaire situ¢ dans le gyrus de Heschl, au sein de la
scissure de Sylvius. Le traitement du langage montre une forte latéralisation hémisphérique
gauche, plus marquée que pour d’autres sons complexes tels que la musique. D’apreés Wise R.J.
et al., deux voies principales assurent le traitement auditif du langage (144): une voie ventrale
antérieure, impliquée dans I’identification des sons de la parole, qui engage le gyrus temporal

supérieur antérieur et le sillon temporal supérieur, et une voie dorsale postérieure, incluant I’aire
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de Wernicke, le planum temporale et le gyrus supramarginal gauche. Cette dernicre segmente
les informations en unités phonologiques, les traite en mémoire phonologique a court terme, et
s’active face aux mots nouveaux ou rares. Les taches de compréhension sémantique sollicitent
le cortex temporal inférieur et postérieur, le gyrus angulaire, ainsi que les régions frontales
associatives. Le gyrus temporal inférieur postérieur contribuerait a la catégorisation
conceptuelle, tandis que les lobes temporaux antérieurs jouent un role clé dans le traitement
sémantique. L.’organisation syntaxique, essentielle a la production et a la compréhension des
phrases, implique 1’opercule rolandique antérieur gauche pour la production, et le gyrus
temporal moyen gauche et le gyrus frontal inférieur gauche pour la compréhension et
I’intégration syntaxique. Le traitement sémantique des métaphores sollicite bilatéralement le
gyrus frontal inférieur, le gyrus angulaire gauche, le cortex cingulaire antérieur et les régions
préfrontales. Le sillon temporal supérieur droit serait impliqué dans D’interprétation des
intentions du locuteur. La production orale du langage comporte plusieurs étapes, du message
conceptuel jusqu’a I’articulation. La recherche lexicale mobilise le gyrus frontal moyen, le
gyrus frontal inférieur gauche incluant I’aire de Broca, et le sillon frontal inférieur. L’exécution
motrice engage bilatéralement les cortex moteur et prémoteur, I’aire motrice supplémentaire, le
gyrus temporal supérieur, le cervelet, I’insula antérieure, le cortex temporo-pariétal gauche et
le putamen gauche (Figure 8).

Figure 8: Localisation anatomique des principales régions de I'hémisphere gauche impliquées
dans les fonctions du langage. Les zones bleues-vertes sont responsables du versant réceptif

comprenant I'aire de Wernicke, tandis que les zones jaunes-rouges comprenant l’aire de Broca
sont utilisée pour la fonction expressive. Figure issue de Planton S. et al. 2013 (143)
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Sur le plan fonctionnel, I’enfant présente dés les premiers stades de la vie des
prédispositions qui facilitent le développement du langage. On reconnait notamment les
prérequis formels qui reposent sur des mécanismes statistiques d’apprentissage permettant au
nourrisson de traiter les indices acoustiques des langues, puis de développer les représentations
de sa langue maternelle a partir de la prosodie. Ainsi, deés le troisiéme trimestre de la grossesse,
le foetus pergoit déja les voyelles et les rythmes prosodiques de la langue (145,146). A la
naissance, les nourrissons sont sensibles a 1’ensemble des langues, mais manifestent une
préférence pour celle entendue in utero, acquise par imprégnation auditive prénatale (147,148).
Au fil des mois, ils perdent la capacité a distinguer les sons absents de leur environnement
linguistique, renforcant leur efficacité a discriminer les sons pertinents pour leur propre langue
(149). Apres 6 mois, I’enfant commence a analyser le flux de parole en unités plus petites. Vers
7 mois et demi, il est capable de segmenter les mots. Dés 12 mois, il maitrise certaines régles
d’ordre des mots et les applique de manicre généralisée, son vocabulaire réceptif varie alors de
25 a 200 mots (150). Sur le plan de la production, les premiers indices apparaissent deés le stade
de la phonation, vers 2 mois. Aux alentours de 8 mois, grace notamment a la maturation des
compétences oro-motrices, le babillage se met en place et évolue progressivement vers la
production des premiers mots, en moyenne autour du premier anniversaire. Entre 18 mois et 3-
4 ans, on observe une « explosion lexicale » influencée par I’environnement linguistique mais
aussi par des facteurs endogenes, tels que le développement des capacités mnésiques et de
catégorisation (151). Ce premier lexique se construit d’abord dans les interactions sociales
avant d’étre enrichi par des apprentissages plus formels, au sein de la famille et de 1’école. Si
les écarts interindividuels peuvent €tre importants dans les premicres années, ils tendent a
s’atténuer des 1’age de 3 ans (150). L’acquisition de la morphologie et de la syntaxe repose sur
I’exposition répétée aux structures de la langue parlée. L’enfant en extrait les reégles implicites
selon la fréquence des formes rencontrées. Entre 15 et 24 mois, il associe généralement 2 mots
; a partir de 2 ans et demi, il produit des phrases de 3 mots ou plus, intégrant des éléments
syntaxiques tels que la négation ou le pluriel. L intégration syntaxique se poursuit jusqu’a 1’age
de 7 ans, accompagnée d’un allongement progressif des énoncés. Sur le plan pragmatique,
I’enfant s’engage trés tot dans des routines interactives et des synchronies relationnelles,
constituant des prérequis sociocognitifs essentiels au développement de la communication
verbale et non verbale (152,153). Dés les premiéres semaines, il manifeste ses compétences
socio-communicatives par le regard, les mimiques, le sourire ou la posture. Vers 7 mois et demi,

il est capable de segmenter les mots tout en portant une attention accrue aux indices sociaux,
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participant activement a des situations d’attention conjointe. A 12 mois, il s’implique davantage
dans la coordination sociale. Les compétences pragmatiques (intentionnalité, gestion de
I’échange, adaptation au contexte, organisation du discours) se développent ensuite de maniére
continue, leur progression restant difficile a modéliser car influencée par de nombreux facteurs
tels que le style relationnel, la personnalité, le niveau de langage, les capacités de raisonnement
ou I’acces a la théorie de I’esprit (154). Enfin, le développement du langage oral est également

un prédicteur majeur du langage écrit dont il représente 1’une des bases fondamentales (155).

Le développement langagier résulte d’une interaction complexe entre la biologie et
I’expérience. L’ importante héritabilité des troubles du langage souligne le poids de la génétique
(156). Par ailleurs, le développement langagier pendant les premicres années de vie varie
fortement selon les individus. Cette variabilité souligne le réle crucial des périodes prénatales
tardives et postnatales précoces. Toute atteinte neurologique pendant cette phase critique peut
entrainer des conséquences durables sur les capacités langagiéres. Parmi les facteurs
biologiques influencant ce développement figurent 1'age gestationnel, le poids a la naissance, le
sexe, ainsi que les antécédents familiaux (157). L'environnement joue également un role
fondamental : 1'acquisition du langage repose sur une exposition linguistique riche et répétée
(158). Ainsi, le niveau socio-€conomique, et notamment le niveau d’éducation maternel,
impacte significativement le développement langagier (159). De nombreuses études ont
¢galement mis en évidence les effets néfastes d'une exposition prénatale et postnatale précoce
a certains toxiques (agents anesthésiques, plomb, méthylmercure, biphényles polychlorés) sur

'acquisition du langage (160).

Le développement du langage oral constitue un socle fondamental pour les
apprentissages scolaires, en particulier pour I’acquisition du langage écrit. Les altérations des
composantes phonologique, lexicale et morphosyntaxique entrainent des conséquences
spécifiques mais étroitement interconnectées sur les trajectoires développementales et
académiques de I’enfant. Les compétences phonologiques sont considérées comme les
prédicteurs les plus robustes de ’apprentissage de la lecture. Un trouble phonologique précoce
altere la capacité de I’enfant a percevoir, segmenter et manipuler les unités sonores du langage,
compromettant ainsi 1’acquisition du principe alphabétique et la mise en place des
correspondances graphéme-phonéme. Ces difficultés se traduisent généralement par un retard
ou un trouble du décodage, caractéristique des tableaux de dyslexie développementale. De

nombreuses études ont mis en évidence le role central de la conscience phonologique dans
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I’apprentissage de la lecture (161). Les compétences lexicales jouent, quant a elles, un role
déterminant dans la compréhension orale et écrite. Un vocabulaire limité ou un accés lexical
inefficace entraine une surcharge cognitive lors du traitement du langage, limitant la capacité
de I’enfant a construire une représentation cohérente des énoncés ou des textes. Ces difficultés
affectent non seulement la compréhension en lecture, mais également 1’ensemble des
apprentissages scolaires nécessitant I’acces au sens, comme la compréhension des consignes ou
I’acquisition de connaissances dans les différentes disciplines (162). Les compétences
morphosyntaxiques sont essentielles pour la structuration du langage et la compréhension des
relations entre les ¢léments d’un énoncé. Un trouble dans ce domaine se manifeste par des
difficultés a comprendre et produire des phrases grammaticalement complexes, ce qui impacte
directement la compréhension en lecture, notamment pour les textes plus élaborés. En
production écrite, ces difficultés se traduisent par des erreurs grammaticales persistantes et une
organisation syntaxique déficiente (36). Enfin, le développement du langage est par ailleurs
dépendant de 1’évolution d’autres fonctions cognitives telles que les interactions sociales,
I’intelligence, la mémoire et les fonctions exécutives (163). Par exemple, la mémoire
sémantique, qui dépend essentiellement du lobe temporal, est essentielle a la constitution des
réseaux lexico-sémantiques qui permettent de stocker et d’accéder au sens des mots, tandis que
la mémoire procédurale, qui fait appel au striatum, est nécessaire a 1’apprentissage
phonologique et grammatical (164). Le langage est un aspect crucial du développement global
de I’enfant (153,165). Une altération de celui-ci peut avoir des conséquences considérables,
notamment sur la réussite scolaire et I’intégration socio-professionnelle (166,167). Le pronostic
est moins favorable chez les enfants présentant un retard a la fois expressif et réceptif,
comparativement a ceux présentant uniquement un retard expressif (168). La méta-analyse de
Fisher E. indique que la compréhension est le prédicteur le plus puissant du niveau de langage

a 4 ans, devant la taille du vocabulaire expressif et le statut socio-économique (169).

Au cours des deux premieres années de vie, l’évaluation du langage repose
principalement sur 1’appréciation des compétences lexicales via des questionnaires parentaux
tels que I’Inventaire Francais du Développement Communicatif ou I’échelle du Développement
du Langage de Production en Francais. Chez les enfants plus 4gés, de nombreux outils
permettent d’explorer les différentes dimensions du langage (phonologie, sémantique,
morphosyntaxe, pragmatique et discours), tant sur le versant réceptif qu’expressif (165). Parmi

ceux-ci, les batteries N-EEL (Nouvelles Epreuves pour 1’Examen du Langage) (170), EVALO
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(Evaluation du Langage Oral) (171) et ELO (Evaluation du Langage Oral) (172) sont validées
et utilisées pour I’évaluation du langage chez les enfants francophones de troisiéme maternelle.
Enfin, il n’existe pas, a ce jour, de test validé permettant d’évaluer le langage écrit chez les
enfants de cet age. Il est toutefois possible de se focaliser sur certains prérequis, en particulier
la conscience phonologique, compétence essentielle pour effectuer correctement les
conversions graphéme-phonéme. Plusieurs études confirment d’ailleurs le caractére prédictif
des mesures de conscience phonologique réalisées en maternelle sur les performances

ultérieures en lecture, notamment durant la premicre année de 1’enseignement primaire (173).
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LA COGNITION NUMERIQUE

La cognition numérique désigne 1’étude des opérations mentales impliquées dans le
traitement des nombres et la réalisation d’opérations numériques. Il s’agit d’'une compétence
complexe qui repose sur l'intégration de multiples habiletés étroitement intriquées, se
construisant de manicre progressive et hiérarchique, les apprentissages précoces constituant le
socle des acquisitions ultérieures. Ainsi, un déficit affectant des processus de bas niveau peut
entrainer des répercussions en cascade sur ’ensemble des apprentissages mathématiques
ultérieurs. A I’instar du langage, la recherche consacrée & la cognition numérique connait un
essor important depuis les années 1980. Dans cette section seront présentés les principaux
concepts théoriques relatifs au développement de la cognition numérique tels qu’ils sont évalués

dans le cadre de la présente thése.

Dans la perspective piagétienne (1967), le raisonnement logico-mathématique désignait
initialement 1’ensemble des opérations mentales permettant a 1’enfant de manipuler des
quantités discrétes a travers des taches telles que la classification, la sériation, 1’inclusion ou
encore la conservation du nombre (174). Selon Piaget J., ces opérations deviennent accessibles
au stade des opérations concréetes, aux alentours de 1’age de 7 ans, et constituent le socle de la
pensée abstraite a partir duquel 1’enfant élabore progressivement les concepts numériques. A
partir des années 1980, ce modele a toutefois été remis en question, notamment a la lumicre
d’observations réalisées chez les nourrissons. De nombreuses études ont alors montré que le
bébé est capable de discriminer les numérosités de grands ensembles et méme d’effectuer des
additions et des soustractions simples sur de petites collections d’éléments (175). Ces travaux
ont contribué¢ a démontrer que I’enfant nait avec une forme primitive de représentation des
quantités. C’est sur la base de cette représentation précoce que les symboles numériques, qu’ils
soient verbaux ou arabes, acquicrent progressivement leur signification. Cette représentation
analogique des quantités constitue ’une des trois composantes fondamentales du modele du
Triple Code proposé par Dehaene S. et Cohen L. en 1995 (176). Issu de travaux menés aupres
de patients cérébrolésés (177), ce modele postule I’existence de trois systémes de représentation
a I’origine des compétences arithmétiques : un systéme de représentation visuelle permettant le
traitement des symboles numériques écrits (chiffres arabes), un systeéme verbal sous-tendant les
aspects langagiers des traitements numériques, comme la récupération des faits arithmétiques
en mémoire (tables d’addition et de multiplication), et un systéme analogique par lequel les

nombres sont représentés de maniere non symbolique (Figure 9). Chaque tdiche numérique peut

52



Introduction

mobiliser un ou plusieurs de ces composantes, des procédures de transcodage assurant le
passage de I'un a I’autre. Si ce modele met en évidence 1’existence de systémes cognitifs
spécifiquement dédiés au traitement numérique, il est aujourd’hui admis que les apprentissages
mathématiques reposent €également sur I’interaction de nombreuses autres fonctions cognitives.
Celles-ci incluent notamment le langage, le raisonnement visuo-spatial, la vitesse de traitement,
les capacités de déduction et de raisonnement transitif, la MT ainsi que les FEs (178).

Figure 9: Vue externe de I'implémentation neuroanatomique du modéle du triple code, basée
sur les travaux de Dehaene S. et Cohen L. (1995). Les fléches illustrent la diffusion de

I'information entre les différents codes et d'un hémisphére a I'autre, plutét que le réseau réel
de fibres neuronales. IPS = Sillons intrapariétaux. Figure inspirée de Faye A. et al. 2019 (179)
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Sur le plan anatomique, chaque type de représentation du Triple Code peut étre associé
a des structures cérébrales spécifiques (179). La représentation des quantités numériques du
code analogique implique les régions pariétales des deux hémispheres. Pour le systéme verbal,
les gyrus angulaire et temporal moyen gauches interviennent dans I’identification et la
compréhension des chiffres arabes via une connexion avec la mémoire a long terme. Le lien
entre compétences phonologiques et faits arithmétiques a été clairement établi dans la
littérature. Plus précisément, les faits arithmétiques pourraient étre stockés sous une forme
phonologique, en raison de leur apprentissage par coeur durant ’enfance. Ainsi, chez les
enfants, de faibles compétences phonologiques pourraient expliquer les difficultés de
récupération des faits arithmétiques (180). Les régions occipito-temporales gauche et droite
sont essentielles pour le code arabe du systéme visuel. De plus, des études de neuroimagerie
ont également montré une activation bilatérale des aires motrices et prémotrices, quelle que soit

la condition expérimentale. Compte tenu de I’importance de ces aires dans les mouvements des
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mains et des doigts, cette activation pourrait notamment refléter les stratégies de comptage sur
les doigts développées durant 1’enfance et I’influence des gnosies digitales dans les

apprentissages des mathématiques (181).

Sur le plan fonctionnel, la représentation analogique des quantités serait présente dés la
naissance. Les quantités seraient représentées mentalement sous forme d’une ligne numérique
mentale orientée, permettant notamment I’estimation ou la comparaison de quantités (182). Aux
alentours de 2-3 ans, I’enfant entre dans I’univers symbolique des nombres par I’acquisition des
premiers mots-nombres oraux. Progressivement, il pourra réciter ces nombres selon 1’ordre
conventionnel (183). La maitrise de la chaine numérique verbale va permettre le dénombrement
de collections afin de déterminer de maniére précise leur cardinal. Dés 5-6 ans, il se familiarise
avec les nombres arabes et apprend a établir des correspondances entre ce code écrit et le code
verbal. Pour la grande majorité des enfants, le systéme numérique arabe et le transcodage sont
maitrisés vers I’age de 9 ans. Les activités de dénombrement soutiennent 1’entrée dans
I’arithmétique et seront également utilisées spontanément par les jeunes enfants pour résoudre
des opérations arithmétiques simples. Progressivement, 1’enfant va encoder en mémoire a long
terme la réponse a des calculs, comme les doubles en addition et les tables de multiplication
durant la scolarité primaire. A partir de ces faits arithmétiques mémorisés, de nouvelles
stratégies de décomposition pourront apparaitre pour résoudre des problemes de plus en plus
complexes. Par la suite, I’enfant ira de plus en plus loin dans la découverte des nombres, des
opérations et des algorithmes. Il devra également découvrir les notions de mesure, de poids,

ainsi que les conversions d’un systeéme métrique a un autre, etc.

Le développement des compétences arithmétiques repose a la fois sur un enseignement
structuré et sur la qualité des stimulations offertes par 1’environnement. Des travaux de
recherche ont notamment mis en évidence une corrélation entre les capacités numériques des
enfants et certaines caractéristiques de leur milieu familial (184). Par ailleurs, 1’identification
de différents syndromes associés a des difficultés d’apprentissage en mathématiques (185,186),
ainsi que la mise en évidence d’une héritabilité de la dyscalculie (187), suggérent qu’une
composante génétique pourrait contribuer a ce trouble. Enfin, une exposition précoce a certains
agents neurotoxiques, dont des PEs, a ¢galement été identifiée comme un facteur de risque
pouvant affecter le développement des apprentissages scolaires, y compris dans le domaine des
mathématiques (188,189). Sur le plan du développement atypique de la cognition numérique,

plusieurs profils de trouble d’apprentissage en mathématiques ont été décrits. Chez certains
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enfants, les difficultés concernent spécifiquement la compréhension du « sens du nombre »
(190). D’autres présentent des altérations au niveau des représentations symboliques, ce qui se
traduit par des difficultés dans la compréhension et la production des nombres, aussi bien en
code verbal (oral ou écrit) qu’en code arabe (191). L’acquisition des compétences arithmétiques
implique en outre 1’efficacité de multiples systémes cognitifs ; un dysfonctionnement dans 1’un
d’eux peut engendrer des troubles dans I’apprentissage des mathématiques. Une méta-analyse
récente indique ainsi que les personnes présentant des difficultés en mathématiques montrent
des déficits dans au moins un des domaines suivants : vitesse de traitement, mémoire a court
terme, FAs, FEs ou compétences visuo-spatiales (192). Ces déficits peuvent influencer de
maniére significative la manicre dont 1’enfant assimile les concepts mathématiques, freiner le
développement des compétences numériques de base et, par effet cumulatif, limiter ses
capacités a suivre les apprentissages ultérieurs. Ce processus peut conduire a des tableaux
cliniques complexes et multifactoriels, susceptibles d’affecter durablement la réussite scolaire,
le parcours professionnel et la qualité de vie a 1’age adulte (178). Pour aider au diagnostic et a
I’orientation de la prise en charge, en complément des évaluations intellectuelles globales et
des compétences cognitives spécifiques (voir supra), plusieurs batteries standardisées ont été
développées afin de mesurer spécifiquement les compétences numériques. Parmi elles, le Tedi-
Math permet d’identifier les difficultés d’apprentissage chez les éléves du primaire et d’évaluer
les prérequis (193). 1l couvre cinq domaines de la cognition numérique : les opérations logiques
sur les nombres, le comptage et le dénombrement, les systémes numériques, la sémantique des
nombres et I’arithmétique. D’autres outils, comme le Numerical, le Zareki-R ou I’Examath 8-
15, sont également validés et normés, mais ils n’évaluent pas spécifiquement les prérequis aux

apprentissages mathématiques (194,195).
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L’ INFLUENCE DES HORMONES DANS LE DEVELOPPEMENT
CEREBRAL

LES HORMONES THYROIDIENNES

Les hormones thyroidiennes (HTs) modulent une vaste gamme de fonctions
métaboliques en réponse aux exigences de I’environnement (196). Dans le cerveau, un équilibre
thyroidien optimal est particuliérement crucial pour le développement prénatal et postnatal ainsi
que pour la régulation de processus cellulaires fondamentaux (197). 11 est donc établi que la
production des HTs et I’activation de leurs récepteurs (THRs) sont indispensables a une
maturation cérébrale normale. Ces processus sont soumis a une régulation spatio-temporelle
précise au cours du développement, permettant de contrdler 1I’expression génique et d’organiser
I’architecture cérébrale. Une orchestration rigoureuse de la signalisation thyroidienne pendant
les périodes critiques de plasticité cérébrale est particulierement déterminante : toute
perturbation de cet axe peut entrainer des altérations cognitives profondes et durables, comme
celles historiquement décrites dans les formes séveres de déficience intellectuelle associées a

I’hypothyroidie congénitale, appelées crétinisme (198) (Figure 10).

La synthése des HTs se déroule dans le colloide de la glande thyroide et repose sur la
disponibilité de I’iode sous forme d’ions iodure (I). Au sein de la thyroide, cet iodure se lie a la
tyrosine pour produire la thyroxine (T4) et la triitodothyronine (T3). Ce processus est finement
régulé par 1’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien : I’hypothalamus sécréte la thyréolibérine
(TRH), qui stimule a son tour la sécrétion de thyréostimuline (TSH) par ’hypophyse antérieure.
La TSH, libérée dans la circulation, se fixe sur les récepteurs des cellules folliculaires
thyroidiennes, facilitant I’entrée des iodures via un symport sodium/iodure (NIS). Une fois
oxyd¢ par la thyroperoxydase (TPO), I’iodure est incorporé a la thyroglobuline (Tg), une étape
essentielle, appelée organification, dans la formation des précurseurs hormonaux, stockés
ensuite dans le colloide thyroidien (199). En réponse a la stimulation des thyrocytes par la TSH,
la Tg iodée est internalisée par micro- ou macropinocytose. Les vésicules ainsi formées
fusionnent avec des lysosomes, entrainant le clivage de la Tg en acides aminés et la libération
des hormones T4 et T3. Ces hormones sécrétées exercent ensuite un rétrocontrole négatif au
niveau de I’hypothalamus et de I’hypophyse : leur augmentation inhibe la sécrétion de TRH et
de TSH, tandis qu’une baisse la stimule en régulant I’expression des genes correspondants

(200).
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Figure 10: Synthese et actions des hormones thyroidienne. L’hypothalamus sécrete la TRH qui
va stimuler I’hypophyse a produire la TSH. La TSH stimule la thyroide a produire des hormones
thyroidiennes T3 et T4 qui, en retour, exercent un rétrocontrole négatif sur la sécrétion de TRH
et de TSH. Dans la circulation sanguine, les hormones thyroidiennes sont liées a des molécules
de transport. Elles interagissent avec les récepteurs nucléaires des neurones feetaux et

favorisent le développement cérébral.
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Chez le feetus humain, les THRs sont exprimés dans 1’ensemble du systéme nerveux
central dés la huitiéme semaine de gestation, alors que la glande thyroide feetale ne devient
fonctionnelle qu’au second trimestre (125). Ainsi, durant la premicre moitié de la grossesse,
I’apport en HTs maternelles est primordial pour le développement cérébral. Chez la femme
enceinte, la production de T4 et de T3 augmente sous I’influence de I’hormone chorionique
gonadotrope (HCG), qui a une structure proche de la TSH et peut activer les mémes récepteurs
(201). La contribution de la thyroide feetale croit progressivement, mais méme a terme, 30 a 50

% de la T4 présente dans le sang néonatal provient encore de la mére (202).

Dans la circulation sanguine, les HTs sont presque entiérement liées a des protéines de
transport sériques. Moins de 0,001 % de la T4 et de la T3 circulantes sont présentes sous forme
libre, et ce sont ces formes libres qui pénétrent dans les cellules via des transporteurs
transmembranaires. Le reste des HTs est li¢ a 1a globuline liant la thyroxine (TBG), a I’albumine
ou a la transthyrétine (TTR). Bien que cette derniére transporte une part minoritaire des
hormones, elle semble jouer un role crucial dans leur passage a travers les barri¢res placentaire

et hémato-encéphalique (201).

Dans le cerveau, la concentration de T3 est régulée par les désiodinases (DIO). Dans les
astrocytes et les tanycytes, la désiodinase de type 2 (DIO2) convertit localement la T4 en T3,
tandis que dans les neurones, la désiodinase de type 3 (DIO3) réduit les niveaux cellulaires de
T3. Les niveaux respectifs de DIO2 et DIO3 permettent ainsi d’ajuster finement la disponibilité

de T3 a des moments clés du développement cérébral (203).

Les HTs exercent leur action via les récepteurs des hormones thyroidiennes. Ces
récepteurs, appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires, présentent une affinité 10 a
15 fois supérieure pour la T3 que pour la T4. Il existe deux types de récepteurs : THRa et THR].
Le THRa est largement exprimé dans le cerveau, tandis que le THRP est surtout présent dans
les régions sous-corticales. L’épissage alternatif génére deux variantes de THRa : al et a2. La
transcription dépendante de la T3 est assurée par THRal. En revanche, THRo2 ne se lie pas a
la T3 et agit comme un répresseur de la transcription T3-dépendante (196). La signalisation
thyroidienne pendant les périodes critiques peut donc étre modulée selon les niveaux relatifs de
THRal et THRa2 (203). De plus, des co-régulateurs transcriptionnels (activateurs ou

répresseurs) influencent cette régulation. Le co-répresseur nucléaire 1 (NCOR1) inhibe I’action

58



Introduction

de la T3, tandis que MED1 (médiateur de la sous-unité 1 de la transcription ARN polymérase
IT) la favorise. Ainsi, I’induction de DIO2, THRal et MED1 durant les périodes critiques du
développement renforce I’action locale des HTs. En revanche, une régulation positive de DIO3,
THRa2 et NCORI1 en fin de période critique peut freiner les effets thyroidiens et les

changements d’expression génique associés (203).

Les HTs influencent des processus fondamentaux du développement cérébral tels que
la prolifération des cellules progénitrices, la migration cellulaire, la différenciation neuronale
et gliale, la synaptogenese et la my¢élinisation (125,204-206). Bien qu’un exces d’hormones
thyroidiennes puisse entraver le bon développement cérébral (207), de nombreuses études
épidémiologiques et expérimentales montrent que ¢’est surtout 1’hypothyroxinémie maternelle
précoce qui constitue le principal facteur de risque de troubles neurologiques chez la

progéniture, indépendamment des taux de TSH (208).

Apres la naissance, les HTs continuent a jouer un role essentiel dans 1’homéostasie
cérébrale, notamment en modulant le métabolisme basal, les réseaux GABAergiques et
cholinergiques, le stress oxydatif et la maturation neuronale (203). Une hypothyroidie
subclinique chez I’enfant et I’adolescent est par ailleurs associée a divers troubles cognitifs,

notamment les troubles attentionnels (209).
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LES HORMONES SEXUELLES

La sécrétion différentielle d'hormones sexuelles gonadiques est considérée comme la
principale source de différences entre les sexes (210,211). Alors que les gonades sont
initialement indifférenciées, l'expression prénatale précoce du géne SRY (Sex-determining
Region of Y) chez les individus XY déclenche généralement le développement des testicules.
Ces derniers sécrétent ensuite 1’hormone antimiillérienne, une protéine qui supprime le
développement des voies reproductives féminines, et la testostérone (T), qui favorise le

développement des voies reproductives masculines et des organes génitaux externes masculins.

Il existe plusieurs catégories d'hormones sexuelles. Deux d'entre elles sont
particuliérement pertinentes pour la discussion des effets hormonaux sur le développement
cérébral : les androgenes et les cestrogénes. Les androgénes, ou hormones stéroides de type
C19, appelés « hormones sexuelles males » en raison de leurs effets masculinisants,
comprennent la T, I'androsténedione, la 5a- et 5B-dihydrotestostérone et la
déhydroépiandrostérone. Les cestrogenes, ou hormones stéroides de type C18, appelés «
hormones sexuelles femelles », sont issues de 1’aromatisation des androgénes et comprennent
le 17B-estradiol (E2), l'estrone et l'estriol. Ces hormones jouent un réle crucial tout au long du
développement et exercent diverses fonctions physiologiques dans I'organisme, notamment
dans le cerveau (Figure 11). La différenciation sexuelle du cerveau est un processus dynamique
initié avant la naissance mais qui se poursuit durant la période postnatale grace a l'interaction
entre les hormones gonadiques, les chromosomes sexuels et I'environnement. (212-214). Les
recherches menées sur des modeles animaux ont été essentielles pour formuler les questions
relatives a ’origine des différences sexuelles dans le cerveau humain. Chez les rongeurs, de
nombreuses données montrent que la masculinisation du cerveau (c’est-a-dire le
développement de caractéristiques structurelles et comportementales typiquement masculines)
est principalement médiée par I’E2 produit localement a partir de la T circulante sécrétée par
les testicules ; en 1’absence de T circulante, des caractéristiques neurales et comportementales
typiquement féminins se développent (215). Par ailleurs, des femelles exposées in utero a la
testostérone présentent une altération permanente des comportements reproductifs femelles a
1’age adulte, alors qu’un traitement a la testostérone a I’age adulte n’a que des effets transitoires,
voire inexistants, sur ces comportements (216). Cependant, chez les especes de primates non
humains, il existe peu de preuves d’un tel role masculinisant de I’E2 (217). De méme, chez

I’étre humain, ce sont les androgenes, et non les cestrogeénes, qui semblent étre les principaux
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Figure 11:: Sécrétion des hormones sexuelles et leur action sur le tissu cérébral. Durant la vie
foetale, la testostérone est produite chez les garcons par les testicules, tandis que les cestrogenes
maternels sont séquestrés dans la circulation sanguine par l’alpha-feetoprotéine. Dans le
cerveau feetal, la testostérone peut étre aromatisée en cestrogéne ; ces deux hormones agissent
sur les neurones via une voie génomique impliquant les récepteurs nucléaires, ou via une voie
non génomique faisant intervenir des récepteurs membranaires.
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agents de la masculinisation (214,218). La mise en place du dimorphisme sexuel cérébral
s’inscrit dans une fenétre développementale sensible, débutant approximativement a partir de
la 8 semaine post-conceptionnelle et se prolongeant au moins jusqu’a la 24¢ semaine de
gestation. Cette période est caractérisée par des différences hormonales marquées entre les
sexes, notamment par des concentrations de T plus ¢levées chez les foetus masculins
comparativement aux feetus féminins. Néanmoins, les processus de différenciation sexuelle du
cerveau ne semblent pas se limiter a la période prénatale. En effet, la période postnatale précoce
est associée a une ¢lévation transitoire de la T chez les gargons, atteignant un maximum autour
de I’age de 3 mois, ainsi que par des niveaux accrus d’E2 chez les filles qui diminuent plus
progressivement pendant les 2 premiéres années de vie (214). Outre la conversion de la T
périphérique par les neurones, les cestrogenes intracérébraux peuvent également provenir d’une
synthese locale assurée par les astrocytes (219). Le cerveau feetal est relativement protégé des
cestrogeénes circulants, d’origine maternelle ou ovarienne, par l'alpha-feetoprotéine (AFP) qui
les séquestre (220). L’AFP est également retrouvée dans le cerveau, mais avec des
concentrations variables selon les régions : elle est exprimée a des niveaux ¢élevés dans les
cellules gliales radiales, et a des niveaux plus faibles par les progéniteurs intermédiaires. Ainsi,
des taux ¢levés d'AFP dans la zone ventriculaire pourraient inhiber la prolifération induite par
I’E2, tandis que de faibles niveaux dans la zone sous-ventriculaire permettraient une action plus
marquée de I’E2 sur ces cellules (221). Les taux sériques de T et d’E2 resteront relativement
faibles les premieres années de vie et augmenteront sensiblement lors de la puberté qui constitue
une seconde période clé du développement, marquée par un remodelage hormonal des circuits
neuronaux aboutissant a 1’établissement des fonctions cérébrales dimorphiques de 1’adulte
(222). Toutefois, cette période ne concerne pas la population d’intérét de la présente étude et

ne sera donc pas abordée ici.

Les hormones sexuelles agissent principalement via des récepteurs aux cestrogenes (ERs) et des
récepteurs aux androgenes (ARs) selon deux modalités : une voie génomique classique et une
voie non génomique. Les effets les mieux caractérisés sont génomiques, impliquant la
régulation de la transcription de génes cibles via la fixation du ER/AR et de ses co-régulateurs
sur les sites spécifiques de ’ADN. En parallele, les hormones sexuelles peuvent initier des
effets rapides par I’activation de voies alternatives via des récepteurs membranaires (223). Ce
processus semble influencer le comportement et I’acquisition de différents apprentissages

(224,225). Notons que les récepteurs aux hormones sexuelles sont exprimés des les premieres
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phases du développement embryonnaire dans diverses régions, notamment I'hippocampe, le
tronc cérébral, la moelle épiniére, le cervelet et le cortex (226). Leur présence devient plus
proéminente durant la période périnatale, qui constitue ainsi une fenétre critique (227). Notons
que chez les primates, une latéralisation d’expression des ARs est observée précocement au
niveau frontal et temporal, mais uniquement chez les males (228). Cette expression précoce et
sa distribution corticale spécifique pourraient ainsi influencer la différenciation fonctionnelle
du cerveau de manicre sexuellement dimorphe (229). Les hormones sexuelles fagconnent les
différences spécifiques au sexe dans les régions cérébrales impliquées dans le comportement,
'apprentissage, la mémoire, I'humeur et la socialisation (227,230). Tant les androgénes que les
cestrogénes stimulent la prolifération des progéniteurs dans le cortex et 1'hippocampe.
Cependant, il a ét¢é démontré que dans I'hippocampe, les androgeénes favorisent
préférentiellement la neurogenese, tandis que les cestrogenes favorisent la gliogenese (231). Les
hormones sexuelles modulent également I’apoptose cellulaire, I’induisant dans certaines
structures et la prévenant dans d’autres, ce qui conduit a des différences de taille entre structures
cérébrales chez les males et les femelles (232). Les cestrogenes et les androgénes aromatisables
régulent la croissance dendritique, la fonction synaptique et la neurotransmission. La T peut
¢galement induire une population neuronale a libérer des molécules chimio-attractives
responsables d’un schéma d’innervation sexuellement dimorphe (233). Elle modifie notamment
’activité de la dopamine dans le striatum avant la naissance (90). L'E2 augmente la réponse
dépolarisante du GABA dans les neurones hippocampiques en développement et retarde la
maturation, et donc le changement de réponse (excitatrice vers inhibitrice) des récepteurs
GABA, ce qui influence le développement du cerveau (234). Enfin, les cestrogenes, les
progestatifs et les androgenes présentent des effets neuroprotecteurs par le biais de mécanismes
génomiques et non génomiques. Ces effets neuroprotecteurs impliquent la régulation positive
des facteurs anti-apoptotiques et des enzymes antioxydantes, ainsi que la régulation négative
des cytokines pro-inflammatoires (230,235-237). Compte tenu de I’importance de cet axe
stéroidien dans le développement cérébral, toute perturbation de celui-ci pourrait entrainer des
modifications fonctionnelles a long terme. Par ailleurs, la différence d’incidence des TDNs
entre filles et garcons et le caractére sexuellement dimorphe de ces troubles pourraient étre
partiellement liés a I’action de certains PEs sur cet axe hormonal (238). Dans cette perspective,
il apparait essentiel d’analyser de maniere distincte les effets d’une exposition précoce aux

substances toxiques chez les filles et chez les garcons.
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DIFFERENCES CEREBRALES ENTRE LES SEXES

Chez I’étre humain, les différences neurobiologiques entre les filles et les gargons se
manifestent a divers niveaux d’analyse, allant de 1’anatomie cérébrale globale aux circuits

neuronaux, jusqu’aux mécanismes moléculaires sous-jacents (239).

Sur le plan anatomique, plusieurs études ont montré que les volumes cérébraux globaux,
rapportés au poids ou a la taille corporelle, sont plus élevés chez les hommes que chez les
femmes (240). De plus, certaines structures impliquées dans I’apprentissage et la mémoire
présentent des variations sexuées spécifiques : en proportion de la taille du cerveau, les femmes
ont des volumes plus importants dans 1’hippocampe, le noyau caudé, le gyrus cingulaire
antérieur, le cortex préfrontal dorsolatéral et le planum temporale. En revanche, les hommes
présentent des volumes relatifs plus élevés au niveau de I’amygdale et du gyrus paracingulaire.
Ces différences sont corrélées a I’expression différentielle des récepteurs aux stéroides sexuels
durant le développement (241), suggérant un rdle des hormones sexuelles dans 1’organisation
cérébrale. Par ailleurs, la maturation des substances grise et blanche suit des trajectoires
différentes selon le sexe, avec des pics de développement plus précoces chez les filles pour la
substance grise, et une croissance plus prolongée de la substance blanche chez les garcons a

I’adolescence (90,242).

Au niveau moléculaire, des différences d'expression génique liées au sexe ont €té
identifiées, notamment dans les genes impliqués dans les TNDs (23). De plus, il existe des
différences significatives entre les sexes dans le métabolisme de plusieurs neurotransmetteurs
impliqués dans la cognition. Plusieurs études montrent que la disponibilité des transporteurs de
dopamine, qui régulent les niveaux de dopamine synaptique, est significativement plus élevée
chez les femmes que chez les hommes (243). De méme, dans le striatum, une structure bien
connue pour son implication dans les apprentissages, les niveaux de dopamine présynaptique
sont plus élevés chez les femmes que chez les hommes du méme age (244). Les taux
plasmatiques de sérotonine sont également plus élevés chez les femmes que chez les hommes,
bien que les données d'imagerie suggérent que les hommes synthétisent la sérotonine plus
rapidement et expriment un plus grand nombre de récepteurs sérotoninergiques, principalement
dans les cortex frontal et cingulaire. Enfin, la spectroscopie par résonance magnétique indique
des taux de GABA plus ¢levés chez les femmes que chez les hommes dans 1I’ensemble du cortex

(90,245).
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Des différences entre les sexes existent également au niveau des circuits neuronaux.
Dans les modeles animaux, alors que les males présentent une potentialisation a long terme
dans I’hippocampe en réponse a une stimulation tétanique espacée ou continue, les femelles ne
réagissent qu’a une stimulation continue. Ces différences semblent étre médiées par les
cestrogenes (246). En effet, le blocage du récepteur cestrogénique alpha (ERa) par un
antagoniste perturbe le potentialisation a long terme exclusivement chez les femelles, avec des
répercussions sur I’acquisition d’informations spatiales et les processus d’apprentissage (247).
Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté des modeles d’activation neuronale significativement
distincts entre les sexes lors de la réalisation de taches de mémoire spatiale et verbale, bien que

les performances soient équivalentes (248).

Sur le plan fonctionnel, les premicres mesures objectives de I’intelligence, réalisées au
début du XXe siecle a I’aide des tests de Binet, donnaient un avantage aux filles jusqu’a I’age
de 14 ans, aprés quoi leur courbe passait en dessous de celle des garcons (249). A I’inverse, les
premicres batteries d’intelligence de Wechsler indiquaient un avantage statistiquement
significatif en faveur des hommes, comparativement aux femmes, 1égérement plus marquée
chez les adultes que chez les enfants. Cet avantage masculin n’a pas toutefois été
systématiquement retrouvé avec ’utilisation d’autres batteries de tests mesurant également un
facteur g, issu de la compilation de plusieurs épreuves cognitives, certaines révélant méme de
meilleures performances chez les femmes. En 1992, Feingold A. a avancé I’hypothése selon
laquelle des scores moyens identiques chez les hommes et les femmes masqueraient des
différences de variance (250). Cette hypothése n’est pas nouvelle. Elle avait déja été¢ formulée
au XIXe siecle par Ellis, pour tenter d’expliquer la surreprésentation masculine a la fois dans
les institutions pour personnes atteintes de déficience mentale et parmi les personnalités
intellectuelles éminentes. Selon cette hypothese, la courbe de distribution des performances
intellectuelles des hommes serait plus étendue que celle des femmes, entrainant une
surreprésentation masculine aux deux extrémités de la courbe, sans différence notable au niveau
des moyennes. Quelques études ont mis cette hypothese a I’épreuve des faits, avec des résultats
variables (250-252). Pour certains auteurs, cette variance pourrait s’expliquer en partie par la
présence de genes situés sur le chromosome X, associés a la fois a des troubles syndromiques
impliquant un retard mental et a des variations normales de ’intelligence générale (253). Lynn
R., quant a lui, a proposé une autre hypothese : I’absence de différence entre hommes et femmes

en matiere d’intelligence générale masquerait en réalité des écarts qui varient avec 1’age. Selon
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lui, aucune différence significative ne serait observable avant 1’age de 14-15 ans, car la
maturation plus précoce des filles compenserait des différences potentielles liées au sexe. En
revanche, au-dela de 14-15 ans, la poursuite de la maturation chez les garcons ferait apparaitre
un avantage en intelligence générale en leur faveur (254). Aujourd’hui, avec 1’évolution des
différentes échelles, notamment celles de Wechsler appelées WISC (Wechsler Intelligence
Scale for Children), il est bien établi qu’en moyenne, les hommes et les femmes ne présentent
pas de différences significatives du point de vue de leur intelligence générale (255,256). Par
ailleurs, dans sa 5°™ et derniére édition (WISC V), la variance est identique pour les deux sexes,

ce qui contredit directement I’hypothése formulée par Feingold A. (256).

De nombreux auteurs ont observé, au sein des batteries d’épreuves utilisées pour
mesurer le QI, des différences de performance selon le type de tache, certaines étant mieux
réussies par les garcons et d’autres par les filles (257). Terman L. et Wechsler D. avaient déja
montré, a leur époque, que les hommes obtenaient de meilleurs scores aux tests de calcul mental
et de raisonnement spatial, tandis que les femmes surpassaient les hommes dans certains tests
verbaux, en mémoire immédiate et en vitesse de perception. Ces variations observées entre les
différentes composantes de I’intelligence générale sont suffisantes pour expliquer les écarts de
résultats retrouvés a travers les nombreuses batteries de tests (258,259). D’ailleurs, les données
d’étalonnage de la WISC V révelent toujours quelques disparités entre les deux sexes. Chez les
filles, en particulier a I’adolescence, on observe de meilleures performances dans les taches de
vitesse de traitement, qui sollicitent fortement le controle de I’attention et la coordination
oculomotrice. Cet avantage a également été observé dans les versions précédentes du WISC, ce
qui rend ce phénomene particulierement robuste. De meilleures performances sont également
constatées aux subtests Compréhension et Mémoire des images, bien qu’aucun effet significatif
ne soit retrouvé au niveau des indices de Compréhension Verbale et de Mémoire de Travalil,
respectivement. A 1’inverse, on note une supériorité persistante des garcons aux subtests
Balances et Arithmétique, qui mobilisent des compétences numériques, la encore sans

différence significative au niveau de I’indice de Raisonnement Fluide (256).

Plus spécifiquement, des preuves substantielles indiquent une différence marquée entre
les sexes, en faveur des hommes, dans les performances aux taches de rotation mentale. Cette
observation ne semble toutefois pas liée a une différence de mémoire de travail spatiale entre
les sexes (260). Les études sur la navigation spatiale montrent également des écarts constants

entre les sexes, qui semblent corrélés aux capacités de rotation mentale, suggérant que des
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processus spatiaux similaires sont mobilisés dans les deux taches, du moins chez les hommes.
Des données probantes indiquent 1’utilisation de stratégies cognitives différentes entre les
hommes et les femmes : les hommes s’appuient principalement sur des directions euclidiennes,
tandis que les femmes privilégient 1’utilisation de points de repere. Par ailleurs, les femmes
surpassent les hommes dans plusieurs études portant sur la mémoire de localisation d’objets,
bien que d’autres n’aient révélé aucune différence significative entre les sexes. L’avantage
féminin dans ce type de tache ne serait pas attribuable a une supériorité spatiale et ne contredit

donc pas les résultats montrant un avantage masculin dans d’autres taches spatiales.

De nombreuses recherches montrent que les filles présentent un développement
psychomoteur plus précoce que les gargons (99). Cette différence tend a s’estomper vers 2 a 3
ans pour la motricité globale, tandis qu’elle semble persister plus longtemps pour la motricité
fine (261,262). Ces différences ne s’expliqueraient pas par une exposition environnementale

différenciée, ni par des écarts dans le fonctionnement émotionnel, comportemental ou social

(261).

Des différences de performance entre les sexes ont été observées dans un large éventail
de taches impliquant le langage. L'avantage global des filles dans les taches langagic¢res semble
apparaitre tres tot. Dans une étude menée aupres de nourrissons agés de 16 a 24 mois, les filles
présentaient un vocabulaire plus étendu que les garcons. Dans une autre étude portant sur des
enfants un peu plus agés, agés de 2 a 4 ans, les filles utilisaient des énoncés plus longs et plus
complexes que les gargons. Cet avantage semble se maintenir a I’école primaire, avec de
meilleurs résultats obtenus par les filles aux tests de compréhension de lecture et d’orthographe

(138).

Chez I’adulte, les femmes présentent de meilleures performances que les hommes dans
les taches de mémoire épisodique, en particulier pour un large éventail d’éléments verbaux.
Bien que plusieurs études suggerent une latéralisation gauche du langage plus marquée chez les
hommes que chez les femmes, d’autres n'ont révélé aucune différence significative entre les
sexes en matiere de latéralisation. Une autre hypothese suggere que les femmes bénéficieraient
d’un avantage en matiére de mémoire déclarative, en partie modulée par 1’exposition aux
cestrogenes. Cet avantage pourrait contribuer a expliquer un large éventail de résultats
empiriques, notamment les meilleures performances féminines dans diverses taches langagieres

(213).
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Des preuves substantielles indiquent un avantage féminin dans les tests de mémoire
verbale, mesurée a la fois par le rappel de mots et la fluidité verbale. Cet avantage a été observé
tout au long de la vie et ne semble pas li¢ aux taux d’hormones sexuelles circulantes, bien que
les tests de fluidit¢ semblent davantage influencés par 1’age que les tests de rappel. De
nombreuses études suggerent que cette différence de performance entre les sexes pourrait étre
médiée par une stratégie cognitive propre aux femmes, davantage axée sur le regroupement des
¢léments a mémoriser en catégories sémantiques et phonologiques. Conformément a cette
hypothese, des études neuropsychologiques et de neuroimagerie indiquent des différences entre
les sexes dans les réseaux neuronaux impliqués dans la fonction langagiére, avec une
participation bilatérale plus importante au traitement du langage chez les femmes que chez les
hommes. Cependant, en neuroimagerie, cette différence entre les sexes n’est mise en évidence
que pour certaines tdches langagiéres, et peu d’études abordent directement I’encodage verbal

(239).

Des méta-analyses portant sur les performances aux tests standardisés ont mis en
évidence des différences entre les sexes, en faveur des hommes dans les domaines des
mathématiques (263) et des sciences (259), tandis qu’elles ont montré un avantage des femmes
en compréhension de lecture (259,264). Toutefois, lorsqu’on évalue les résultats a travers les
notes scolaires, les filles semblent présenter un avantage constant dans 1’ensemble des
disciplines (260). 1l est difficile d’expliquer de manicre formelle les différences observées entre
les sexes dans les apprentissages scolaires, car ceux-ci mobilisent un large éventail de
compétences cognitives simultanées. Par ailleurs, ces différences varient selon les pays, en

fonction des systémes éducatifs et des pratiques pédagogiques (263).
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LES TROUBLES DU NEURODEVELOPPEMENT

Les TNDs sont un groupe d'affections complexes caractérisées par une altération des
compétences sociales et/ou cognitives apparue au cours de la période de développement. Selon
les dernicres classifications internationales, ils incluent le trouble du développement
intellectuel, les troubles de la communication, les troubles du spectre autistique (TSA), le
TDAH, les troubles spécifiques des apprentissages et les troubles du développement moteur
(265,266). Les TNDs ont un impact majeur sur 1’adaptation et le fonctionnement des individus
tout au long de leur vie qui se traduit par un lourd tribut tant sur le plan de la réussite
académique/professionnelle que sur la qualité¢ de vie. En fonction du diagnostic, de la gravité
des symptomes, des comorbidités et du contexte, 1'éventail clinique varie de la limitation trés

spécifique aux déficiences globales associées a un mauvais pronostic a long terme (267).

On observe depuis les années 90 une majoration de la prévalence de ces troubles qui est
passée de 13 & 18% entre 1997 et 2017 (268). Plus spécifiquement, aux Etats-Unis, le nombre
d’enfants atteints de TSA est passé de 0,66% a 3,20% entre 2002 et 2022 (269,270). De méme,
la prévalence du TDAH chez les enfants de 3 a 17 ans a également augmenté de 67% entre
1997 et 2016, passant ainsi de 6,1% a 10,2% (271). Les raisons de I’incidence croissante des
TNDs restent controversées. Les hypothéses incluent des changements dans les critéres
diagnostiques, ainsi qu’une meilleure sensibilisation du public et du corps médical ; toutefois,
ces changements n’expliquent a eux seuls que 66% de I'augmentation de la prévalence observée

(272).

Par ailleurs, 1'étiologie présumée de ces troubles est complexe. D’une part, de
nombreuses anomalies génétiques sont reconnues comme néfastes pour le développement
cérébral. D’autre part, les facteurs environnementaux ont également une influence indéniable,
notamment chez le foetus ou ils peuvent affecter le risque de maladies chroniques a I’age adulte
(273). Ainsi, 1l est admis que de nombreux événements anté- et périnataux, tels que la
prématurité, une carence en acide folique chez la meére ou la présence d’un stress maternel
durant la grossesse, augmentent le risque pour I’enfant de développer un trouble neurologique
(274,275). Par ailleurs, de plus en plus de données suggerent que l'exposition a des produits
chimiques toxiques pendant des périodes critiques du développement augmente le risque de

TND chez les enfants (32,33,276).
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C’est pourquoi il est indispensable de poursuivre I’exploration des mécanismes
complexes qui sous-tendent le développement cérébral, afin d’identifier les facteurs de risque
impliqués dans 1’émergence des TNDs. Il est désormais admis que le cortex cérébral est
d’autant plus vulnérable qu’il se trouve dans une phase de maturation inachevée. Les périodes
anté- et périnatales, ainsi que la petite enfance, constituent ainsi des fenétres de vulnérabilité
particulierement critiques (277). Compte tenu du role central des hormones thyroidiennes et
sexuelles au cours de ces périodes, il est 1égitime de considérer que toute perturbation, méme
modérée, affectant I’un ou I’autre de ces axes hormonaux pourrait avoir des répercussions
déléteres sur le développement cérébral. Le chapitre suivant sera consacré a la notion de
perturbation endocrinienne et présentera les caractéristiques ainsi que les mécanismes d’action

reconnus des différents PEs étudiés dans le cadre de cette thése.
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PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

DEFINITION ET CONCEPTS ASSOCIES

Le systéme endocrinien est compos¢ de I'ensemble des glandes endocrines ayant la
capacité de sécréter des hormones dans la circulation sanguine. En agissant sur une multitude
d’organes a distance, le systéme endocrinien régule de nombreux processus physiologiques tels
que la croissance, la reproduction, le métabolisme et le développement cérébral. Les hormones
sécrétées dans le sang agissent sur les tissus cibles de 1’organisme a des concentrations
extrémement faibles. Le systéme endocrinien comprend également les protéines plasmatiques
qui distribuent les hormones, les enzymes impliquées dans la synthese, l'activation et
l'inactivation des hormones, les transporteurs membranaires permettant I'entrée des hormones
dans les cellules cibles et les récepteurs hormonaux eux-mémes présents soit sur la membrane

cellulaire, soit dans le cytoplasme ou dans le noyau.

Des substances chimiques exogenes peuvent perturber par inadvertance ce systéme de
communication complexe et avoir des effets néfastes sur la santé. Tout au long de leur vie, les
humains et les autres animaux sont exposés a un large éventail de ces toxiques appelés
« perturbateurs endocriniens ». Dans son premier rapport de 2002, ’OMS définit plus
précisément le PE comme « une substance ou un mélange exogene capables d’interagir avec le
systetme endocrinien et d’entrainer des effets déléteres chez des organismes intacts, leur
progéniture ou des (sous-)populations enticres » (278). Cette définition a également été retenue
par la Commission Européenne alors que I’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
(EFSA) utilise le terme de substances actives sur le systéme endocrinien (SASE) pour décrire
« toute substance chimique qui peut interagir ou interférer avec le systéme endocrinien et par
conséquent entrainer un effet sur le systétme endocrinien, des organes cibles ou des tissus »
(279). Enfin, la définition donnée par I’Endocrine Society en 2012 est plus large puisqu’elle
définit un PE comme « une substance exogeéne ou un mélange qui interfére avec n’importe quel

aspect de 1’action hormonale » (280).

Des centaines de substances peuvent répondre aux critéres de définition des PEs. La
plupart de ces substances sont des composés synthétiques, a I’exception des phyto-cestrogenes
qui sont des composés naturels d’origine végétale, et des dioxines qui peuvent également étre
libérés dans 1’atmosphére lors de grands incendies notamment de forét. Les substances

synthétiques ne se limitent pas aux médicaments, mais incluent notamment des pesticides, des
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composés utilisés dans I’industrie plastique, des produits industriels et des polluants. Les PEs
sont omniprésents dans 1’environnement, 1’alimentation et les produits de consommation
courante, ce qui entraine une exposition fréquente et largement généralisée de la population a

ces substances potentiellement toxiques. (281).

L’exposition humaine aux PEs se fait principalement par voie orale a travers la
consommation d’aliments ou d’eau contaminés. Elle peut aussi se faire par voie transdermique
(application de produits cosmétiques) ou par inhalation de poussiéres contaminées (282). Enfin,
le feetus ou le jeune enfant peuvent étre exposés aux PEs respectivement aprés un passage
transplacentaire ou par ingurgitation de lait maternel (283). Contrairement a la croyance
populaire selon laquelle le placenta constitue une armure protectrice imperméable, il est
aujourd’hui largement admis que la plupart des médicaments et des produits chimiques
traversent la barriére placentaire pour atteindre le feetus. Dans ce contexte, des PEs ont été
identifiés au niveau du liquide amniotique et du sang de cordon (284,285) et ont démontré leur
capacité a atteindre le cerveau feetal (286). En plus de leur grande dépendance par rapport au
climat hormonal dans lequel ils évoluent, le nouveau-né et le jeune enfant constituent également
une population particulierement sensible aux effets de 1’exposition aux PEs en raison de

I’immaturité de leurs systémes de métabolisation (287).
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PRINCIPAUX MECANISMES D’ACTION

Par définition, les PEs peuvent interagir a tous les niveaux de la signalisation hormonale
(288). Le mécanisme d’action le mieux caractéris€¢ repose sur leur interaction avec les
récepteurs hormonaux. En raison de leur structure chimique souvent similaire a celle des
hormones endogenes, les PEs sont capables de se lier a un ou plusieurs récepteurs hormonaux
spécifiques. Cette liaison peut entrainer soit un effet agoniste, en activant de manicre
inappropriée les récepteurs, soit un effet antagoniste, en bloquant ou en inhibant 1’action des
hormones naturelles. Contrairement aux hormones endogenes, qui agissent via des récepteurs
dédiés et hautement spécifiques, les PEs interagissent généralement avec plusieurs types de

récepteurs hormonaux, selon des affinités variables.

En plus de leur action directe sur les récepteurs, les PEs peuvent exercer leurs effets a
différents niveaux de la signalisation hormonale, aussi bien en amont qu’en aval. En amont, ils
peuvent perturber la synthése des hormones, modifier leur distribution ou leurs concentrations
circulantes, et interférer avec leur transport sanguin. En aval, ils peuvent altérer la transduction
du signal hormonal au sein des cellules cibles, notamment par des modifications de I’expression
génique et protéique, par des modifications post-traductionnelles, ou encore par des
perturbations du flux ionique. Ils peuvent également modifier I’expression des récepteurs
hormonaux eux-mémes, en stimulant leur dégradation ou en affectant leur transcription,
perturber les mécanismes de rétrocontrole hormonaux, ou affecter directement le devenir des
cellules productrices ou sensibles aux hormones, en influengant leur fonction, leur prolifération
ou leur survie. Parallélement a ces effets, il est désormais reconnu que certains PEs peuvent
induire des altérations épigénétiques, influengant durablement 1’expression des genes

indépendamment de toute interaction hormonale directe.

Les actions des hormones, comme celles des PEs, dépendent fortement du contexte
cellulaire et tissulaire, mais aussi des rythmes circadiens, des variations saisonnieres, du sexe
et du stade de vie (280). Le risque d’effets néfastes a long terme est particulierement ¢€levé
lorsque I’exposition aux PEs coincide avec les périodes critiques de développement, notamment
au cours de la formation et de la différenciation des systemes organiques (288). La diversité et
la complexité des mécanismes d’action des PEs rendent leur impact sur les systeémes hormonaux
difficile a évaluer, d’autant plus que les effets peuvent €tre transitoires ou différés, et qu’ils

varient en fonction de la dose, de la durée et du moment de I’exposition. L’ensemble de ces
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perturbations peut entrainer des conséquences déléteres notamment sur le développement et la
croissance, les fonctions cérébrales et comportementales, ainsi que sur le métabolisme et la

régulation de 1’équilibre énergétique.

LES POLLUANTS ORGANIQUES PERSISTANTS

Parmi les PEs, certains appartiennent également a la catégorie des polluants organiques
persistants (POPs), reconnus et réglementés par la Convention de Stockholm, dont la derniére
révision remonte a 2023 (289). Les POPs regroupent des substances chimiques organiques,
c’est-a-dire a base de carbone, qui présentent quatre propriétés essentielles : une forte
persistance, une capacité de bioaccumulation, une toxicité avérée et une grande mobilité. Ainsi,
une fois libérés dans I’environnement, les POPs demeurent intacts pendant de trés longues
périodes (plusieurs années), se dispersent largement via des processus naturels impliquant le
sol, I’eau et 1’air, s’accumulent dans les organismes vivants, y compris chez I’étre humain, et
atteignent des concentrations de plus en plus élevées a mesure que 1’on progresse dans la chaine
alimentaire. De plus, ils sont toxiques tant pour les étres humains que pour la faune sauvage.
En raison des rejets massifs dans I’environnement au cours des dernieres décennies, notamment
liés aux activités anthropiques, les POPs sont désormais omniprésents, y compris dans des
régions ou ils n’ont jamais été utilisés. Pour certains d’entre eux, leur présence est aujourd’hui
de portée mondiale. Cette contamination généralisée des milieux naturels et des organismes
vivants touche de nombreux aliments et a entrainé une exposition prolongée de multiples
especes, y compris 1’étre humain, sur plusieurs générations, avec des effets toxiques a la fois
aigus et chroniques. Certaines substances chimiques présentent donc la double particularité
d’étre a la fois des PEs et des POPs. Parmi celles-ci figurent des pesticides organochlorés
comme le 4,4’-dichlorodiphényldichloroéthyléne (4,4’-DDE), plusieurs polychlorobiphényles
(PCBs) ainsi que des substances per- et polyfluoroalkylées (PFASs) qui font 1’objet du présent
mémoire (Tableau 1). Les principales caractéristiques de ces composés sont présentées ci-

dessous.
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Tableau 1: Structures et principales utilisations des perturbateurs endocriniens repris dans notre étude

PE Structure Utilisations principales
4.4- 4,4’-dichlorodiphényl Insecticide (métabolite du DDT) utilisé
DDE dichloroéthéne massivement entre les années 1940 et 1960
cl ﬁ cl
ccl,
PCB 3 2 3 PCB-138:2,2'3,4,4'5'- Substances largement utilisés dans
Hexachloro-1,1'-biphényle l’industrie & partir des années 1930 :
4 4 P . e
~ Matériel électrique : fluides isolants dans
~ ~~ PCB-153 :2.2'4.4'5.5'- les transformateurs électriques et les
Cly 5 6 6 5 ClX > 1'5.5 5'
Hexachloro-1,1'-biphényle condensateurs

Systéme industriels : lubrifiants pour les
turbines et les pompes, ainsi que dans les
systémes de transfert de chaleur

PCB-180:2,2'3,4,4'5,5'"- . .. ot
Additifs chimiques : dans la fabrication de

heptachlorobiphenyl . )
peintures, d’adhésifs, d’encres et de
plastiques
PFAS FE F FE F F F PFHxS : acide Produit synthétisé industriellement depuis
s \c/ \c/ \c/ o perfluorohexanesulfonique les années 1940 et utilisés dans différents
\c/ N g \s/ domaines :
“ N I\ A
F OH
l £ E / Textiles et matériaux : imperméabilisant
o S pour vétements et traitements antitaches
i / i F\ / J F\ / d | perﬂuo'rsglthno'fque pour tapis
F c c c c Cuisine : revétement antiadhésifs des
I s WP e W Gl W S
. /T /C\ /C\ /C\ OH poéles et casseroles (type Téflon)
; f ¥ F ¥ F F Emballages alimentaires : papiers et
cartons résistants aux graisses
F S B s BE e D PENA : acide Mousses anti-incendi.e
F\| NE NS NS | perfluorononanoique Cosmétiques et hygiéne : vernis a ongles,
I W o W W e fils dentaires, shampoings
N N SN AN . Produits ipdustriels : .lub.riﬁants, .
= ECR OE R CRE R peintures, vernis, mousses ignifuges, cires
pour sols, composants ¢électroniques
R F R R F PFOS : acide
R \c/ \c/ \ / \ ! /0 perfluorooctanesulfonique
™y c/ M C/ R, \S
ol Y .1 PANT A 0//\ou
F
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LES PESTICIDES ORGANOCHLORES

Les produits phytosanitaires sont utilisés depuis de nombreuses années pour lutter
contre les ravageurs nuisibles et les organismes pathogenes, notamment les insectes, les
champignons et les plantes indésirables. Un tournant majeur s’est opéré a la fin des années
1940, marquant le passage des pesticides inorganiques vers des produits chimiques organiques
de synthése. Parmi ces derniers, les pesticides organochlorés, des composés a base
d’hydrocarbures chlorés, ont été massivement utilisés a 1’échelle mondiale entre les années
1940 et 1960. Ils constituent la premiére génération de pesticides synthétiques a large spectre,
dont le représentant le plus emblématique est le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) (290).
Le DDT et ses métabolites, le 4,4’-DDE et le DDD (dichlorodiphényldichloroéthane), ont été
largement employés par les armées et les populations civiles américaines pendant la Seconde
Guerre mondiale pour lutter contre le paludisme, le typhus et d’autres maladies transmises par
les insectes. Grace a son efficacité et a son faible cott, le DDT a ensuite été intensivement
utilisé en agriculture pour protéger les cultures et le bétail, ainsi que dans les habitations et les
jardins. Dans les années 1950, la production annuelle aux Etats-Unis atteignait 100.000 tonnes.
Cependant, cette utilisation massive s’est rapidement accompagnée de 1’apparition de
résistances chez les insectes ciblés, poussant les industriels a développer d’autres composés
similaires tels que 1’aldrine, I’endrine, le chlordane, I’endosulfan ou encore la chlordécone. Ces
substances possédent toutes une structure moléculaire comportant au moins un noyau

aromatique et plusieurs liaisons chlore-carbone.

Ces pesticides présentent les caractéristiques des POPs : forte résistance a la
dégradation, capacité a se disperser sur de longues distances via 1’air, accumulation dans les
tissus adipeux des organismes vivants, et toxicité avérée pour I’environnement et la santé
humaine. En 1962, la biologiste Carson R. alerte I’opinion publique sur les dangers des
pesticides dans son ouvrage Printemps silencieux, ce qui conduit a la création de 1’Agence
américaine de protection de I’environnement (EPA) en 1970, puis, peu de temps apres, a
I’interdiction progressive de nombreux pesticides organochlorés a usage agricole. En Europe,
’utilisation du DDT a été restreinte dés 1981, puis interdite en 1986 dans le cadre de la directive
79/117/CEE (291). La Belgique, quant a elle, avait déja interdit cette substance en 1974. En
2001, la Convention de Stockholm a identifi¢ douze composés comme POPs, dont neuf étaient
des pesticides organochlorés. Bien qu’interdit dans la majorité des pays occidentaux, le DDT

demeure encore largement utilisé dans certains pays, notamment en Inde et en Afrique, pour la
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lutte contre les insectes vecteurs de maladies telles que le paludisme, la leishmaniose, la dengue

ou encore la maladie de Chagas (282).

Dans sa structure chimique, le DDT comprend deux cycles aromatiques et plusieurs
liaisons chlore-carbone, ce qui lui confeére une grande résistance aux dégradations chimiques,
biologiques et photolytiques. Le DDT reste stable dans I’environnement pendant de longues
périodes, avec des temps de demi-vie dans le sol pouvant atteindre jusqu’a 30 ans (292). 1l
contamine le sol et 1’eau, mais est également capable de pénétrer dans I’atmosphére par
émission ou volatilisation, ce qui a favoris¢ sa dispersion a I’échelle mondiale. Dans
I’environnement, le DDT se dégrade progressivement en 4,4’-DDE, forme sous laquelle il est
le plus persistant. Le couple DDT/4,4’-DDE est fortement liposoluble. Cette lipophilie,
combinée a une demi-vie biologique extrémement longue, explique sa forte bioconcentration
dans les organismes (293). La majorité des personnes y sont exposées par le biais de leur
alimentation : eau, viande, poisson (notamment les poissons gras), volaille, ceufs, fromage,
beurre et lait. Son absorption par inhalation ou par voie transcutanée est également significative
en cas de contact direct avec le toxique (294). Dans le systéme digestif, 70 a 90 % du DDT est
absorb¢ et se retrouve dans les systémes lymphatique et sanguin. Le DDT/4,4’-DDE est ensuite
stocké principalement dans les tissus adipeux, ou sa demi-vie varie de 4 a 10 ans (295). 11 est
lentement métabolisé et excrété dans les selles, et dans une moindre mesure, dans les urines.
Enfin, il est important de noter que le DDT/4,4°-DDE traverse la barriére placentaire (296) et
s’accumule dans le lait maternel (297). Dans ce contexte, une forte corrélation positive a été
observée entre la concentration de 4,4’-DDE chez I’enfant, la concentration sérique maternelle
et la durée de I’allaitement (298). Depuis leur réglementation dans les années 1970, les
concentrations sériques de DDT/4,4’-DDE ont tendance a diminuer progressivement a travers
le monde. Toutefois, ce pesticide reste ubiquitaire a travers le globe, avec une concentration
moyenne inférieure a 1 pg/g de lipides sériques (299). En Belgique, une étude récente menée
au CHU de Liege sur une population adulte (n = 252), agée de 18 a 76 ans et recrutée en 2015,
a réveéle la présence de 4,4’-DDE chez 48 % des participants (300).

Bien que le 4,4’-DDE soit historiquement reconnu pour ses effets déléteres sur la
reproduction (2), domaine largement exploré chez ’animal comme chez 1’étre humain, des
données croissantes suggerent qu’il pourrait également étre impliqué dans 1’augmentation du
risque de certains cancers, dans le développement de 1’obésité, dans des altérations de la

croissance et de I’immunité, ainsi que dans des perturbations du neurodéveloppement (301).
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LES BIPHENYLES POLYCHLORES

Les biphényles polychlorés (PCBs) sont des composés chimiques produits a partir des
années 1920 jusqu’a la fin des années 1970. Il existe 209 congénéres différents, définis par le
nombre d'atomes de chlore (de 1 a 10) et leur positionnement sur les cycles biphényles. Ces
congéneres différent considérablement dans leur structure, mais également dans leurs modes
d'action. Les PCBs sont classés de maniere heuristique en deux catégories selon leur structure
: les PCBs coplanaires, dont les cycles biphényles ne comportent aucun atome de chlore en
position ortho, et les PCBs non coplanaires, qui présentent de un a quatre atomes de chlore en
position ortho. Les 12 PCBs coplanaires sont ¢galement appelés PCBs de type dioxine (DL-
PCBs), en raison de leur capacité a se lier au récepteur des hydrocarbures d’aryl (AhR), qui
régule la transcription d’un grand nombre de génes sensibles a la dioxine (302). A I’inverse, les
PCBs non-dioxine-like (NDL-PCBs) ont une faible affinité pour I’AhR. Les PCBs peuvent
¢galement étre métabolisés sous forme hydroxylée ou sulfonée, et chaque énantiomére ou
métabolite peut interagir différemment avec des cibles biologiques, contribuant a
I’hétérogénéité de la neurotoxicité globale des PCBs (303). Les PCBs ont été commercialisés
dans le monde entier sous forme de mélanges techniques, notamment Aroclor®, Clophen® et
Phenclor®. En raison de leurs propriétés physico-chimiques (ininflammabilité, stabilité
chimique, point d’ébullition élevé, faible conductivité thermique et constantes diélectriques
élevées), ils ont été largement utilisés dans de nombreuses applications industrielles et
commerciales : fluides di€lectriques pour transformateurs et condensateurs, lubrifiants
hydrauliques, fluides caloporteurs, retardateurs de flamme, mastics, plastifiants, solvants pour

pesticides, et papier autocopiant (304).

Les PCBs ont été identifiés comme contaminants environnementaux par Jensen S. en
1966 (305). Les préoccupations relatives a leurs effets sur la santé ont conduit a des restrictions
industrielles, puis a I’arrét de leur production a la fin des années 1980. Par la suite, les PCBs
ont été classés parmi les POPs, dont la production et I’utilisation sont restreintes par la
Convention de Stockholm (289). Malgré ces efforts réglementaires, les PCBs persistent dans
I’environnement et dans les tissus humains, ou ils sont encore fréquemment détectés,

représentant toujours un risque sanitaire notable, en particulier pour les populations vulnérables.

Bien que la fabrication, la transformation et la distribution des PCBs soient interdites
dans la quasi-totalité des pays industrialisés depuis la fin des années 1980, leur libération dans

I’environnement se poursuit, notamment en raison de pratiques d’élimination inappropriées ou
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de fuites provenant d’équipements ¢électriques et de systemes hydrauliques encore en usage
(306). A I’instar des pesticides organochlorés, ce sont les cycles aromatiques et les liaisons
chlore-carbone qui conférent aux PCBs les propriétés typiques des POPs. Leur temps de demi-
vie dans le sol et les sédiments est compris entre 3 et 38 ans (307). Les PCBs circulent a I’échelle
mondiale par transport atmosphérique et se retrouvent ainsi dans tous les compartiments
environnementaux. Une fois relachés dans I’environnement, les congénéres individuels peuvent
subir une biodégradation ou une photodégradation, modifiant leur profil par rapport aux
mélanges initiaux. Cette altération est encore plus marquée lorsque les PCBs sont absorbés par
les animaux, notamment les mammiféres, y compris 1’étre humain. Alors que certains
congéneres faiblement chlorés sont rapidement métabolisés, les plus fortement chlorés sont plus
stables et s’accumulent dans la chaine alimentaire, principalement dans les tissus adipeux. Les
PCBs peuvent également étre transférés dans le lait et les ceufs (303). Chez 1’étre humain, plus
de 90 % de I’exposition aux PCBs dans la population générale provient de la consommation
d’aliments contaminés, sauf dans les cas d’exposition professionnelle ou accidentelle.
L’inhalation, I’absorption transcutanée et 1’ingestion de sol contaminé sont possibles, mais
beaucoup moins fréquentes. Dans le systeme digestif, les PCBs sont absorbés par diffusion
passive et circulent dans le sang en se liant aux lipides, principalement les triglycérides (308),
avant d’étre stockés dans les tissus adipeux. Certains congénéres sont métabolisés et éliminés
sous forme hydroxylée dans les selles et, dans une moindre mesure, dans les urines. Les
congéneres hautement chlorés (tels que PCB-138, -153, -170, -180) ne sont pas métabolisés et
possédent des demi-vies pouvant aller jusqu’a 32 ans (303). Les PCBs qui s’accumulent dans
les tissus maternels traversent efficacement le placenta par diffusion passive pendant la
grossesse (309), et peuvent étre transférés au nourrisson par le lait maternel (310). Ils sont
également capables de franchir la barriecre hémato-encéphalique, ce qui les rend
particulierement préoccupants pour le systéme nerveux central en développement, notamment
durant la grossesse et les premiers mois de vie (311). Chez I’étre humain, les concentrations
sériques de PCBs sont corrélées au niveau de revenu du ménage, au tabagisme, et a la masse
grasse (312). Des niveaux plus élevés de PCBs ont également été associés a la nulliparité, tandis
que des concentrations plus faibles sont observées avec une parité croissante, probablement en
raison du transfert placentaire lors des grossesses et de 1’élimination de ces substances
persistantes via le lait maternel (312). La contribution des différents congénéres a la charge
corporelle totale varie selon les pays. Trois congéneres (PCB-138, -153 et -180) représentent

généralement a eux seuls environ 50 % de la teneur totale en PCBs (313-315). Parmi eux, le
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PCB-153 est le plus fréquemment retrouvé dans la majorité des études (303). En raison de sa
forte corrélation avec la somme des PCBs totaux mesurés, il est considéré comme un marqueur
fiable de I’exposition globale aux PCBs (316). En Europe, une baisse progressive des niveaux
de PCBs est observée depuis la fin des années 1980 (303). En Belgique, bien que leur utilisation
soit interdite depuis 1986, une étude récente menée sur un échantillon de la population liégeoise
a révélé la présence de PCBs a des niveaux mesurables dans 83 % des prélévements analysés

(300).

Les effets nocifs des PCBs chez I’étre humain ont été mis en évidence a la suite
d’intoxications accidentelles majeures, notamment lors des épisodes de Yusho au Japon en
1968 et de Yu-Cheng a Taiwan en 1979 (317) : en plus des atteintes cutanées, oculaires et
hépatiques observées chez les individus exposés, les enfants nés de meres contaminées
présentaient un faible poids de naissance, une hyperpigmentation cutanée ainsi que diverses
altérations du neurodéveloppement. Depuis ces événements, les PCBs sont classés comme
cancérogenes probables pour ’homme et sont reconnus pour leurs effets délétéres sur de
nombreux systémes biologiques, incluant les systémes endocrinien, reproducteur,

cardiovasculaire, immunitaire et nerveux (318).
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LES SUBSTANCES PER- ET POLYFLUOROALKYLES

Les PFASs représentent un large groupe de plus de 4.000 composés synthétiques,
définis comme « des substances fluorées contenant au moins un atome de carbone méthyle ou
méthyléne enticrement fluoré » (319). Les PFASs sont caractérisés par une chaine
fluorocarbonée plus ou moins longue, terminée par une fonction acide, soit carboxylique (pour
les acides perfluoroalkyl carboxyliques), soit sulfonique (pour les acides perfluoroalkyl
sulfoniques). Utilisés depuis les années 1950 pour leurs propriétés hydrofuges et répulsives, on
les retrouve dans une multitude de produits : agents anti-incendie, solvants, cosmétiques,
textiles, herbicides, ustensiles de cuisine (Teflon), emballages alimentaires, etc. (320,321). Leur
forte liaison fluor-carbone rend les PFASs extrémement résistants a la dégradation thermique,
chimique et biologique. Les PFASs a chaine longue (6 carbones ou plus pour les composés
sulfoniques, 8 carbones ou plus pour les carboxyliques) ont une demi-vie plus longue que ceux
a chaine courte. Dans [’environnement, les PFASs existent principalement sous forme
anionique, ce qui facilite leur accumulation a la surface des eaux. Actuellement, le PFOA (acide
perfluorooctanoique) et le PFOS (acide perfluorooctane sulfonique) sont les plus couramment
détectés dans I’environnement et les organismes vivants. Leur prévalence et leur migration a
longue distance sont attestées par leur présence dans le sol, 'air (y compris arctique), les eaux

souterraines, la neige (méme en Antarctique), les eaux pluviales et de surface (322).

La présence de fluor organique dans le sang humain a été détectée pour la premiere fois
par Taves D. R. dans les années 1960 (323), mais les données sur des composés spécifiques tels
que le PFOS et le PFOA n'ont émergé qu’en 1990, révélant un décalage de plus de deux
décennies entre les données industrielles et les recherches universitaires ou actions
réglementaires (324). Les inquiétudes sanitaires internationales ont pris de ’ampleur au début
des années 2000, quand du PFOS a été retrouvé dans le sang d’ours polaires et d’animaux
sauvages dans des zones ¢€loignées (325), incitant les fabricants a réduire progressivement la
production de ces substances (326). En 2006, le SCHER (Scientific Committee of Health and
Environmental Risks) classifie le PFOS parmi les polluants organiques persistants. En 2009, ils
sont inclus dans la liste B de la Convention de Stockholm. Le PFOA a ensuite été désigné
comme une substance extrémement préoccupante par le réglement européen relatif a
l'enregistrement, 1'évaluation et I'autorisation des substances chimiques (REACH). Bien qu’une
diminution générale des concentrations de PFOS et de PFOA soit observée depuis leur

interdiction de production et de commercialisation dans I'Union européenne (327), une
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augmentation des "nouveaux" PFASs comme le PFHxS (acide perfluorohexanesulfonique) est
observée, notamment chez les femmes enceintes (328). Ces composés émergents sont souvent

non réglementés et pourraient étre aussi dangereux que leurs prédécesseurs (327).

Les principales voies d’exposition sont I’ingestion d’eau ou d’aliments contaminés
(poisson, ceufs, lait), avec une contribution moindre de I’inhalation de poussiéres ou de
I’absorption cutanée (329,330). A la fois hydrophobes et lipophobes, les PFASs s’accumulent
en se liant aux protéines, principalement dans le plasma, le foie, les reins et les poumons, sans
métabolisation notable (331). Ils sont €liminés surtout dans la bile, partiellement dans 1'urine et
le lait maternel. Une biorétention plus élevée chez les hommes que chez les femmes a été
observée (332,333). Aux Etats-Unis, 98 % de la population présente des PFASs dans le sang
(334). Chez I’étre humain, des niveaux plus élevés sont associés a 'dge, un faible indice de
masse corporelle, la présence de moquette, un niveau socio-économique €levé, la nulliparité, le
tabagisme et le pays de naissance (312,335,336). Les PFASs traversent la barriére placentaire.
Leur transfert dépend de leur affinité protéique, de la longueur de chaine, de la ramification et
du groupe fonctionnel (337,338). Des études ont confirmé 1’accumulation des PFASs dans le
cerveau (339) avec des concentrations 2 a 3 fois inférieures a celles du plasma mais une demi-
vie plus longue (340,341). Dans le SNC humain, les PFASs s'accumulent notamment dans

I’hypothalamus, le noyau caudé, le cervelet, le noyau lenticulaire et I’hippocampe (342,343)..

Les effets des PFASs sur la sant¢ ont fait I’objet de nombreuses études
épidémiologiques. Si leurs impacts sur le développement, la reproduction et la régulation du
poids corporel ont été les plus largement documentés, un nombre croissant de travaux suggere
¢galement des associations défavorables entre I’exposition aux PFASs et la survenue de
diverses pathologies. Celles-ci incluent notamment certains cancers, des atteintes hépatiques et
cardiovasculaires, ainsi que des perturbations des systémes endocrinien, immunitaire et

nerveux, notamment sur le plan du neurodéveloppement (344,345).
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LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS ET LE
CERVEAU EN DEVELOPPEMENT

PERTURBATION DU DEVELOPPEMENT CEREBRAL

En raison de leur extréme persistance dans l'environnement, de leur capacité a
contaminer le foetus et des dommages cérébraux qu’ils peuvent induire, les POPs sont
aujourd’hui considérés comme 1’une des préoccupations majeures en matiere de santé publique.
Depuis la fin des années 1990, de nombreuses recherches ont été entreprises pour évaluer les
conséquences d’une exposition précoce a ces substances. Parallélement, divers mod¢les
physiopathologiques ont été développés afin de mieux comprendre comment ces composés
toxiques perturbent le développement neurologique. Nous résumons ici les principaux
mécanismes d’action des PEs étudiés (4,4’-DDE, PCBs et PFASs) ainsi que leurs effets

cliniques observés chez 1’animal et chez 1’étre humain.

EFFETS SUR LES SYSTEMES HORMONAUX

EFFETS SUR LE SYSTEME THYROIDIEN
Demeneix B. avait souligné I’importance des hormones thyroidiennes dans le
développement cérébral ainsi que 1’effet de la pollution sur celles-ci (9). Depuis lors, de
nombreuses études, réalisées dans une variété d'espeéces, sont venues compléter ses observations

en démontrant une altération de I’axe thyréotrope suite a une exposition aux PEs (Figure 12).

Bien que les résultats de différentes études ne soient pas toujours concordants, le 4,4’-
DDE semble avoir un effet principalement anti-thyroidien en exercant un effet antagoniste sur
les récepteurs a la TSH, en régulant positivement les enzymes hépatiques impliquées dans la
clairance de la T4 et en entrant en compétition avec la T4 pour les sites de liaison de la TTR

(293,346).

Une relation inverse entre I’exposition aux PCBs et les concentrations sériques de T4
est généralement rapportée dans les modeles animaux. Plusieurs mécanismes ont été proposés
pour expliquer cette diminution de la T4, notamment un effet antagoniste sur les récepteurs de
la TSH (347), une liaison compétitive des PCBs a la TTR (204), ainsi qu’une augmentation de

la clairance hépatique liée a I’induction d’enzymes de biotransformation (348). Les
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concentrations sériques de T3 semblent en revanche moins systématiquement affectées.
Certaines études mettent toutefois en évidence une diminution de ’activité des désiodinases
périphériques apres exposition aux PCBs (348), tandis que d’autres montrent, a I’inverse, une
augmentation de 1’activité de la DIO2 dans le cerveau feetal de rat exposé (206). Les PCBs
peuvent également perturber I’action des hormones thyroidiennes au niveau cellulaire et
tissulaire (206,348). Ces effets varient selon les congénéres, en fonction notamment du nombre
et de la position des substituants halogénés sur la structure moléculaire. Dans des modéeles
murins, 1’exposition a des certains mélanges commerciaux de PCBs induit des profils
d’expression génique similaires a ceux observés aprés stimulation thyroidienne ; a I’inverse,
certains métabolites hydroxylés des PCBs inhibent 1’activation des récepteurs aux hormones
thyroidiennes par la T3, altérant ainsi la croissance neuronale dans des cultures de neurones
corticaux primaires et dans des lignées cellulaires GH3 (282). Les mécanismes précis restent
encore imparfaitement élucidés, d’autant plus que peu de PCBs ont été identifiés comme ligands
directs des récepteurs thyroidiens (349). Ces perturbations sont associées a des altérations du
développement cortical et cérébelleux, ainsi qu’a des effets ototoxiques dépendants de la
signalisation thyroidienne (350,351). Chez I’humain, I’impact des PCBs sur I’axe thyroidien
demeure plus controversé, en raison de résultats parfois discordants. Plusieurs études rapportent
une diminution de la T4 sérique sans modification concomitante de la TSH, associée
paradoxalement a une augmentation de 1’expression de certains genes régulés par la thyroide
(352). Selon le type de congéneére et le niveau d’exposition, les PCBs peuvent ainsi exercer des
effets a la fois pro- ou anti-thyroidiens, bien que des interactions moléculaires directes avec les

THRs n’aient pas été démontrées de manicre convaincante a ce jour (86).

Les études in vitro démontrent qu’une exposition aux PFASs a des effets variés sur les
cellules thyroidiennes (353). Celle-ci est capable de diminuer ’activité des enzymes TPO et
d’inhiber la capture de I’iode par les thyrocytes en agissant sur le transporteur NIS. Différentes
études ont également démontré une diminution de la prolifération cellulaire en lien
principalement a une augmentation de I’apoptose des thyrocytes. Sur les mod¢les animaux, les
PFASSs entrent en compétition avec la T4 pour les sites de liaison de la TTR (354) et entrainent
une majoration de la glucuronidation hépatique de la T4 (355). Ces effets combinés engendrent
une diminution de la concentration des hormones thyroidiennes circulantes sans modification
des niveaux de TSH mises en évidence (353). Chez I’étre humain, bien que les résultats soient

contradictoires, une méta-analyse récente a révélé une corrélation positive entre le niveau de
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Figure 12: Action des différents PEs étudiés sur ’axe thyréotrope. Au niveau de la thyroide, les
DDE et PCBs exercent un effet antagoniste sur le récepteur a la TSH, tandis que les PFASs alterent
la synthése des hormones thyroidiennes. Ces trois toxiques entrent en compétition avec les
protéines de transport des hormones thyroidiennes et augmentent leur clairance hépatique.
Enfin, les PCBs et les PFASs modulent I’action des hormones thyroidiennes sur le cerveau feetal,

entrainant des effets pro- et/ou anti-thyroidiens.
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PFOS et la T4 libre, tandis que le PFHXS montrait une corrélation négative avec la T4 totale
(356). Les effets des PFASs sur 'homéostasie thyroidienne semblent également différents selon
le sexe, avec des associations plus fortes chez les femmes (357,358). Enfin, les PFASs sont
capables d’interagir directement avec les THRs (359). Des travaux expérimentaux ont montré
que le PFOS peut activer ces récepteurs dans des mode¢les cellulaires, en se liant avec une forte
affinité aux domaines de liaison au ligand de THRa et THRJ. Par ailleurs, une surexpression
de THRa et THRP a été observée chez le poisson-zebre et le médaka apres exposition au PFOS,
au PFOA et au PFHxA, tandis qu’une exposition au PFDoA entraine au contraire une

diminution de leur expression.

EFFETS SUR LES HORMONES SEXUELLES
Le role des stéroides sexuels dans le systéme nerveux central dépasse largement le
contréle neuroendocrinien de la reproduction. Ils constituent en effet des acteurs clés du
développement, du fonctionnement et de la survie neuronale, mais leur homéostasie peut étre

altérée par une exposition précoce a divers PEs (Figure 12).

Le DDT exerce une activité cestrogénique et est capable de se lier aux récepteurs ERa
et ERB (360,361), stimulant ainsi 1’activation transcriptionnelle et la prolifération cestrogéno-
dépendante chez diverses especes, y compris chez I’étre humain (362). Son métabolite, le 4,4°-
DDE, présente plutot une activité anti-androgénique, en agissant comme antagoniste des ARs

(363,364).

De nombreux PCBs sont capables d’agir comme agonistes ou antagonistes des
récepteurs des hormones stéroidiennes sexuelles (365,366). Des études computationnelles ont
montré que les PCBs peuvent établir des interactions non covalentes avec les ARs et les ERs
lorsqu’ils adoptent une conformation agoniste, suggérant une activation inappropriée de ces
récepteurs nucléaires. A ’inverse, certains congénéres sont également capables de se lier a ces
mémes récepteurs dans leur conformation antagoniste, empéchant ainsi la fixation des ligands
endogenes, qu’il s’agisse des androgénes ou des cestrogenes, chez 1’étre humain. Le fort degré
de similarité observé entre les résidus d’acides aminés impliqués dans la stabilisation des
complexes protéine—ligand formés par les PCBs et ceux observés avec les ligands hormonaux
co-cristallisés renforce 1’hypothese selon laquelle les PCBs peuvent mimer ou inhiber 1’action

des hormones stéroidiennes par des interactions non covalentes avec leurs récepteurs
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spécifiques (367). Les études in vitro montrent que les mélanges de PCBs, ainsi que certains
congéneres fréquemment rencontrés tels que les PCB-138, PCB-153 et PCB-180, exercent
principalement des effets anti-androgéniques, en inhibant 1’activation des ARs (368).
Concernant I’axe cestrogénique, les PCBs de type dioxine-like et les congénéres faiblement
chlorés présentent une activité cestrogénique, tandis que les congénéres plus fortement chlorés,
parmi lesquels figurent les PCB-138, PCB-153 et PCB-180, se comportent majoritairement
comme des anti-cestrogeénes par une action antagoniste sur les ERs (369). L’intensité de ces
effets dépend étroitement de la structure moléculaire du congénére ainsi que du génotype du
récepteur impliqué (365). Par ailleurs, les PCBs peuvent moduler I’expression cellulaire de
différents récepteurs hormonaux sexuels (370). Ils subissent également des processus de
biotransformation chez I’étre humain et chez d’autres organismes, conduisant a la formation de
métabolites stables capables a leur tour d’activer ou d’inhiber les récepteurs stéroidiens (367).
Enfin, des travaux antérieurs ont montré que certains congéneres, tels que le PCB-28 et le PCB-
105, ainsi que leurs métabolites hydroxylés, peuvent inhiber in vitro 1’activité de I’aromatase
humaine, une enzyme clé de la biosynthése des cestrogeénes (371,372).

Figure 13: Modulation de l'action intracérébrale des hormones sexuelles par les différents PEs
étudiés. Le DDE, les PCBs et les PFASs exercent un effet anti-androgénique par effet antagoniste

sur les récepteurs aux androgenes. Les PCBs et les PFASs sont également capables de se lier aux
récepteurs oestrogéniques. Enfin, les PCBs sont capables d’inhiber 'aromatase.
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De nombreuses ¢études in vitro et in vivo ont démontré que les PFASs peuvent perturber
la synthése et la sécrétion des hormones sexuelles, notamment en perturbant le métabolisme du
cholestérol par activation du PPARa (322,353). Chez I’humain, une exposition prénatale aux
PFASSs est associée, chez les filles, a une diminution significative du taux sérique d’E2 et de
déhydroépiandrostérone (DHEA), un précurseur important des hormones androgenes et
cestrogenes. De telles corrélations n’ont toutefois pas été observées chez les nourrissons de sexe
masculin, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que les femmes dépendent davantage de la
production surrénalienne d’androgénes que les hommes (373). Les PFASs sont également
capables d’interagir directement avec les récepteurs hormonaux, avec des effets agonistes sur

les ERs (374) et antagonistes sur les ARs (322).
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EFFETS DIRECTS SUR LES NEURONES

Au-dela de I’interférence hormonale, les PEs peuvent altérer le développement cérébral
en perturbant ’homéostasie neuronale, la myélinisation et la neurotransmission (375-377)

(Figure 14).

Le 4,4’-DDE agit sur le systéme nerveux en perturbant I’échange ionique au sein des
axones. Il induit une dépolarisation membranaire, provoquant une hyperexcitation neuronale et
une libération accrue de neurotransmetteurs, tels que ’aspartate, le glutamate et la dopamine.
Bien que les canaux sodiques voltage-dépendants soient considérés comme les principales
cibles, les mécanismes d’action précis restent multiples et encore incomplétement élucidés
(378,379). Des études animales ont mis en évidence une réduction significative de la densité
des récepteurs cholinergiques muscariniques apres une exposition néonatale au 4,4’-DDE. Ces
récepteurs, essentiellement cholinergiques, jouent un rdle central dans 1’excitation et
I’inhibition neuronale (380). Une augmentation du 5-HIAA, sans élévation concomitante de la
sérotonine, a aussi été rapportée dans le tronc cérébral, I’hypothalamus et le striatum de rats
exposés (381). Enfin, le 4,4’-DDE est capable d’induire in vitro 1’apoptose des cellules
neuronales par activation de la voie du TNFa (382), par stimulation des voies de signalisation
intracellulaires médiées par les récepteurs X rétinoides (383), ou encore via 1’activation des
AhR et des récepteurs constitutifs des androstanes (383). D’autres études ont montré que
I’apoptose induite par le 4,4’-DDE dans les cellules neuronales embryonnaires de souris est un
processus dépendant de la caspase-9, de la caspase-3 et de la GSK-3p, et qu’elle implique une

action spécifique au niveau des ERs (384).

En ce qui concerne les PCBs, nous nous concentrons ici sur les effets des congéneres
non dioxine-like étudiés dans le cadre de cette these. Dans les études in vitro et in vivo chez la
souris et le singe, I’exposition aux NDL-PCBs perturbe significativement et durablement les
concentrations de dopamine dans les noyaux gris, en diminuant 1’activit¢ de la tyrosine
hydroxylase, en inhibant le transporteur vésiculaire de la monoamine et le transporteur
membranaire de la dopamine (385-387). Une altération de la voie glutamate-NO-cGMP (388)
ainsi que des systémes cholinergiques (389) et sérotoninergiques (390) ont également été
rapportées. Diverses approches biochimiques, biophysiques et cellulaires dans de nombreux
laboratoires ont montré que les NDL-PCBs modifient I’homéostasie calcique intracellulaire
(391), et perturbent la distribution et 1’activité de la protéine kinase C (392). Cette ¢lévation du

calcium intracellulaire est due a différents mécanismes : activation des canaux calciques
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voltage-dépendants de type L et des récepteurs NMDA, et libération de calcium depuis les
réserves intracellulaires par activation des récepteurs a la ryanodine (RyR) et a I’inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3R). Cela conduit & une modulation de la croissance dendritique et de la
synaptogenese, une production accrue d’especes réactives de 1’oxygene, et une activation des
voies apoptotiques via les caspases (393). Les PCBs peuvent également avoir un effet direct

sur la my¢élinisation (394)

Dans le SNC humain, les PFASs s'accumulent principalement dans I’hypothalamus, le
noyau caudé, le cervelet, le noyau lenticulaire et I’hippocampe (342,343). Leur action
neurotoxique prédomine sur les cellules de 1’hippocampe et de Purkinje présents dans le
cervelet. Au niveau cellulaire, les études in vitro ont démontré une diminution de la
prolifération des précurseurs neuronaux, une altération de la différenciation des neurones et des
cellules gliales, une modification de la morphologie cellulaire et de la mise en place du réseau
neuronal (353). Sur le plan moléculaire, les PFASs sont capables d’impacter la
neurotransmission en agissant sur la syntheése, le métabolisme et le transport des
neurotransmetteurs, sur le métabolisme calcique, ainsi que sur I’expression et la fonction de
différents récepteurs et protéines synaptiques. Ces modifications peuvent varier d’une région a
I’autre du cerveau (339,395-397). Concernant le récepteur au glutamate, le PFOS a un effet
activateur a faible dose, mais inhibiteur a forte dose, illustrant une relation dose-réponse non
monotone. Les PFASs peuvent également provoquer une diminution de l'activité de la
glutamine synthase, une altération des transporteurs de glutamine ainsi qu’une modification de
I’expression des sous-unités des récepteurs glutamatergiques pouvant mener a la mort
cellulaire, surtout dans I’hippocampe. Une exposition au PFASs entraine une perturbation du
systtme cholinergique cérébral par diminution de la transcription du geéne de
I’acétylcholinestérase et du récepteur de 1’acétylcholine, principalement dans le cortex frontal.
Les PFASs inhibent la neurotransmission GABAergique, en agissant comme antagonistes non
compétitifs du récepteur GABAA. Il a été récemment démontré qu’une exposition aux PFASs
a un impact négatif sur le développement des neurones dopaminergiques et qu’elle entraine une
perturbation de I’expression du transporteur membranaire de la dopamine et de la tyrosine
hydroxylase, modifiant les concentrations de dopamine et leur action. Les PFASs peuvent
également agir sur le métabolisme calcique par action directe sur les canaux calciques
membranaires et par stimulation des récepteurs glutamatergiques avec activation secondaire

des RyR et IP3R entrainant une libération du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique
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(339). Cette ¢lévation du calcium intracellulaire provoque des effets neurotoxiques irréversibles
par perturbation de I’homéostasie neuro-calcique, le calcium cérébral jouant un role clé dans la
libération des neurotransmetteurs, le développement neuronal, la plasticité synaptique et
I’apoptose (395). Enfin, les PFASs altérent 1’activité de nombreuses protéines essentielles au
fonctionnement cérébral telles que CaMKII, GAP43, synaptophysine, et tau (398). Une
réduction de la longueur des neurites a été observée dans des cultures de neurones traités au
PFOS, avec des impacts sur plusieurs protéines impliquées dans le développement cérébral et
la plasticit¢ synaptique (395). Ces effets semblent particuliecrement marqués dans
I’hippocampe, ou la potentialisation a long terme et la plasticité synaptique pourraient étre
compromises (399). Enfin, les PFASs peuvent induire 1'apoptose neuronale et gliale de
plusieurs maniéres : stimulation de la voie de signalisation BDNF, dommages oxydatifs,
activation de la voie ERK médiée par les récepteurs NMDA, augmentation de l'expression de
la protéine caspase-3 et diminution de l'expression de Bcl-2, Bel-XL et de la protéine survivine
(395).

Figure 14: Action des différents PEs étudiés sur la neurotransmission. Les DDE, PCBs et PFASs
peuvent moduler la neurotransmission en agissant sur la synthese, le transport, la
métabolisation ou la sécrétion de divers neurotransmetteurs. Les PCBs et les PFASs perturbent

également le métabolisme calcique intracellulaire pouvant engendrer notamment un effet pro-
apoptotique.
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AUTRES EFFETS

La barriére hémato-encéphalique (BHE) est une interface semi-perméable hautement
sélective créée par les cellules endothéliales interagissant avec d'autres cellules des unités
neurovasculaires. Elle limite le passage des substances présentes dans la circulation sanguine
vers le liquide extracellulaire du cerveau. Cette barriére joue un rdle crucial dans la régulation
de I'entrée des nutriments, des toxiques et des cellules dans le SNC. Les protéines des jonctions
serrées endothéliales, notamment 1'occludine, la zonula occludens et les claudines, les
extrémités des astrocytes, la lame basale et les péricytes, sont toutes responsables de 1'intégrité
de la BHE (400). En ce sens, les cellules endothéliales qui forment la BHE présentent une
perméabilité hautement sélective, avec de faibles niveaux de transcytose et plusieurs protéines
de transport endogénes qui permettent l'absorption sélective des nutriments nécessaires ou
limitent 'apport cérébral de xénobiotiques potentiellement toxiques. Le traitement métabolique
des substances étrangeres constitue une défense de la BHE, ou les cellules endothéliales, les
péricytes et les cellules gliales présentent diverses activités enzymatiques métaboliques, telles
que le cytochrome P450 (401). Au niveau des cellules endothéliales, I'exposition aux PCBs
ainsi qu’a certains PFASs engendrent une altération de I'expression des protéines des jonctions
serrées, en particulier 1'occludine et la claudine-5, ainsi qu’une augmentation de la production
locale d'especes réactives de I'oxygene qui entrainent des modifications des filaments d'actine
(402). Tous ces phénomenes provoquent une altération de l'intégrité de la BHE, augmentant la
permeabilité de cette barricre non seulement a ces composés mais également aux autres

neurotoxiques.

De nombreux genes subissent une programmation épigénétique au cours du
développement précoce, ainsi qu’un remodelage pendant la grossesse, soulignant leur
sensibilité accrue aux facteurs environnementaux. Plusieurs études suggerent que les POPs
induisent des modifications épigénétiques susceptibles d’étre a I’origine de TNDs (403,404).
Le 4,4’-DDE, les PCBs et les PFASs sont associés a une hypométhylation globale de I’ADN
(383,403,405,406). Ce mécanisme pourrait conduire a une altération de I’expression de génes
clés impliqués dans le neurodéveloppement et la neurotransmission, tels que LINE-1, miR-132,
MeCP2 et MAPK (393,407—409). Des études récentes suggerent €également que la dérégulation
épigeénétique s’étend aux ARN non codants, notamment aux microARN et aux longs ARN non
codants, qui interviennent dans le silengage post-transcriptionnel et le remodelage de la

chromatine. Plusieurs microARN impliqués dans la régulation de génes neurotrophiques et
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inflammatoires, tels que miR-22, miR-19a/b et miR-16, ainsi que des longs ARN non codants
comme H19, MEG3 et XIST, ont montré une expression altérée apres une exposition aux PFAS.
Ces modifications ont ét¢é mises en évidence dans le sang de cordon ombilical et ont été

associées a des issues neurodéveloppementales défavorables chez I’enfant (395,410).

Le cerveau immature est particuliecrement vulnérable a divers stress environnementaux,
notamment le stress oxydatif, qui peut étre modulé par les systémes thyroidien et stéroidien
sexuel, deux cibles majeures des PEs (203,235). De nombreuses études in vitro (411) et in vivo
(412) ont montré que les PCBs peuvent induire un stress oxydatif dans les neurones
dopaminergiques, via une augmentation des especes réactives de I’oxygene intracellulaires. De
leur coté, plusieurs PFASs activent les récepteurs PPARa et PPARy, impliqués dans la
régulation de 1I’homéostasie lipidique et glucidique, ainsi que dans la prolifération et la
différenciation cellulaire (413). Les agonistes de PPARY présentent par ailleurs des propriétés
anti-inflammatoires et neuroprotectrices, ce qui pourrait expliquer certaines associations
positives observées dans des études évaluant le lien entre une exposition précoce aux PFASs et
le développement cognitif chez I’enfant (414). A I’inverse, d’autres travaux démontrent que les
PFASs peuvent induire une réponse immunitaire inappropriée, générant cytotoxicité et stress
oxydatif (415,416). Enfin, bien que les mécanismes impliqués ne soient pas encore enticrement
¢élucidés, les POPs induisent des modifications de la réponse inflammatoire au sein du SNC. En
effet, des études menées sur des modeles in vitro et in vivo ont montré qu’une exposition aux
PFASs et aux PCBs entraine une altération de l’expression de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires, notamment I’IL-1p, le TNF-a et I’[L-6, tant chez 1’animal adulte et son feetus
que chez I’étre humain (402). Or, I’augmentation d’un état pro-inflammatoire cérébral est
reconnue pour avoir des effets déléteres sur la différenciation et la survie neuronales, avec des

répercussions majeures sur le développement cognitif (417).

Enfin, les POPs peuvent aussi engendrer des effets déléteres hors du systéme nerveux
et endocrinien. Il a ét¢ démontré que les PCBs s’accumulent dans le placenta et altérent
I’angiogenese, provoquant des lésions de I'unité feeto-placentaire, avec des répercussions
négatives sur la croissance et le métabolisme feetal, susceptibles d’impacter secondairement le

développement cérébral (407,418).
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CONSEQUENCES CLINIQUES

CHEZ L’ANIMAL
De nombreuses études de toxicologie animale ont montré qu’une exposition précoce
aux PEs, au cours de périodes critiques du développement, est susceptible de perturber la

maturation cérébrale et d’entrainer des altérations fonctionnelles spécifiques.

Ainsi, des travaux sur différents modeéles animaux ont mis en évidence une altération de
la fonction motrice aprés une exposition précoce aux DDT, PCBs ou PFASs (380,419-421),
avec des différences liées au sexe, suggérant que les males pourraient étre particulierement
vulnérables (422—-424). Par ailleurs, une altération des capacités d’apprentissage et de mémoire
a été observée dans des épreuves de labyrinthe chez des souris exposées a ces mémes toxiques
(282,376,425). D’autres études animales ont établi un lien entre I’exposition prénatale aux PEs
et des symptomes similaires a ceux du TDAH, tels que I’hyperactivité motrice et les difficultés
d’inhibition des réponses (426—428). Des travaux supplémentaires ont également exploré les
effets de ces substances sur les fonctions exécutives a 1’aide de modéles animaux

expérimentaux (429).

Bien que les études animales convergent vers un consensus sur les effets délétéres d’une
exposition précoce aux PEs et sur I’existence de fenétres de vulnérabilité dans le développement
cérébral, il convient de rappeler que les expositions humaines ne sont ni contrélées ni
uniformes, et que nous sommes exposés a des mélanges complexes et individualisés de
substances chimiques tout au long de la vie. Par ailleurs, ’extrapolation des résultats
comportementaux obtenus chez 1’animal a I’espéce humaine doit étre effectuée avec prudence
en raison des différences physiologiques, anatomiques et fonctionnelles qui existent entre le

cerveau humain et celui des autres especes.
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CHEZ L’ETRE HUMAIN

Chez I’étre humain, la neurotoxicité des PEs a été reconnue pour la premiere fois a la
suite d’intoxications accidentelles survenues a Yusho (Japon, 1968) et a Yu-Cheng (Taiwan,
1979) : les bébés exposés aux PCBs in utero présentaient une hypotonie, une lenteur motrice,
un manque d’endurance, des saccades oculaires et des mouvements maladroits (317). A Yu-
Cheng, une surveillance étroite des enfants exposés a permis de documenter un certain nombre
d’effets neurodéveloppementaux indésirables attribués a 1’intoxication aux PCBs. Un retard du
développement psychomoteur était observés chez ces nourrissons (430) qui obtenaient par
ailleurs des scores plus faibles a I’échelle de développement de Bayley (431). Si aucun signe
de focalisation majeur n’a été observé par la suite lors des examens standards, des signes
neurologiques subtils ont toutefois été décrits : mouvements en miroir, déficits 1égers a modérés
de ’opposition doigt-pouce et mouvements choréiformes (432). Des retards persistants du
développement langagier, notamment des scores verbaux faibles aux sous-tests de QI de
I’échelle de Wechsler, ont également été relevés jusqu’a I’age de 11 ans (433). Ces événements
ont conduit a la reconnaissance des PCBs et d'autres composés organochlorés comme

neurotoxiques présumeés pour le neurodéveloppement.

Dans les années qui ont suivi, plusieurs études épidémiologiques ont examiné 1’impact
d’une exposition prénatale aux PCBs et autres PEs sur le développement cérébral. Ces études
se sont essentiellement focalisées sur la recherche de corrélations possibles entre les
concentrations corporelles maternelles (sang, urine, lait) ou celles du sang de cordon, et des
mesures du développement psychomoteur ou cognitif de I’enfant. La variabilité des
¢chantillons, des substances mesurées, des méthodes de dosage, des tests cognitifs utilisés, des
facteurs confondants pris en compte, et des analyses statistiques appliquées explique en partie

les divergences des résultats.

Parmi ces études, une proportion importante a eu recours a des tests composites évaluant
le fonctionnement cognitif global. Concernant le 4,4’-DDE, bien que certaines recherches aient
mis en évidence des scores néonataux (297,434) et psychomoteurs (435-437) plus faibles, peu
d’études ont rapporté une altération du quotient intellectuel global chez les enfants plus agés
(438,439). A I’inverse, de nombreux travaux portant sur les PCBs ont montré une association
négative entre 1’exposition prénatale et le développement psychomoteur (440—444), ainsi
qu’avec l’'intelligence générale (86,439). Les résultats relatifs aux PFASs apparaissent en

revanche beaucoup plus hétérogenes. Si plusieurs études suggerent un impact défavorable de
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I’exposition précoce sur le développement psychomoteur (426,445-449), les analyses fondées
sur les tests d’intelligence rapportent des associations positives, nulles ou négatives (426,450),

parfois modulées par le sexe de I’enfant (375).

A ce jour, les effets de I’exposition anténatale aux PCBs ou aux PFASs sur le
développement des fonctions motrices sont rapportés de facon hétérogéne et parfois
contradictoire dans la littérature. Certaines études ont mis en évidence une association entre
I’exposition prénatale aux PCBs et des altérations des performances motrices ou des réflexes
néonataux (297,434,451), tandis que d’autres n’ont observé aucun effet significatif (452-456).
Chez les jeunes enfants, plusieurs travaux ont rapporté des associations entre 1’exposition
anténatale a certains PCBs et la présence de dysfonctionnements neurologiques mineurs (457—
460). Toutefois, d’autres études comparables ont mis en évidence des associations nulles, voire
positives (455,461-463). La majorité des études utilisant des tests moteurs quantitatifs ou des
¢valuations visuo-motrices n’ont pas mis en ¢évidence d’atteinte motrice spécifique
(444,459,463—471). Plus récemment, Forns et al. ont rapporté des performances de motricité
fine plus faibles chez des enfants de 4 ans exposés durant la période néonatale a des
concentrations plus élevées de PCB-153, sans association similaire pour d’autres congénéres
tels que les PCB-118, -138 ou -180 (444). Par ailleurs, une seule étude néerlandaise a mis en
évidence un effet délétere de I’exposition anténatale au PCB-183 sur les capacités de
manipulation de balle, évaluées a 1’aide du test MABC chez des adolescents agés de 14 ans
(472). A ce jour, aucune autre étude n’a examiné les fonctions motrices & I’adolescence.
Concernant les PFASs, une seule étude a évalué I’impact de 1I’exposition prénatale a 1’aide d’un
examen clinique reposant sur la Neonatal Network Neurobehavioral Scale. Cette étude n’a pas
mis en évidence d’association significative avec les onze parametres évalués (473), bien qu’une
augmentation par dix de I’exposition prénatale au PFOA ait été associée a une probabilité
accrue d’hypotonie. Chez les enfants plus agés, les évaluations motrices spécifiques et les
questionnaires parentaux n’ont généralement pas révélé d’impact délétere sur les fonctions
motrices fines ou globales (426,469,474). En revanche, une association positive a été rapportée
entre 1’exposition anténatale au PFOA et les performances au Wide Range Assessment of
Visual Motor Abilities, un outil évaluant les compétences visuo-motrices, motrices fines et
visuospatiales, notamment a travers le sous-test de dessin (450). Enfin, a notre connaissance,
aucune ¢étude antérieure n’a examiné les effets combinés de 1’exposition prénatale aux PCBs et

aux PFASs sur le développement moteur.
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Les données concernant les effets des PCBs et des PFASs sur les capacités
attentionnelles et exécutives chez 1’enfant demeurent limitées et hétérogeénes (85-88).
S’agissant des PCBs, la majorité des ¢tudes reposant exclusivement sur des critéres cliniques
ou des symptomes rapportés de TDAH ne mettent pas en évidence d’association significative
(475-485). En revanche, lorsque 1’évaluation repose sur des outils neuropsychologiques
standardisés, un risque accru de troubles attentionnels en lien avec une exposition prénatale aux
PCBs est plus fréquemment observé (468,486—490). Les domaines attentionnels concernés
incluent notamment I’attention sélective, 1’attention divisée et I’attention soutenue. Les
fonctions exécutives ont également fait I’objet d’investigations a 1’aide de batteries spécifiques,
révélant des effets délétéres de I’exposition anténatale aux PCBs sur plusieurs composantes
clés, telles que la vitesse de traitement, la mémoire de travail, les capacités d’inhibition et la
planification (464,466,468,471,486,490—492). Les études portant sur les PFASs se caractérisent
par une grande variabilité des résultats. Dans les travaux s’appuyant sur des échelles cliniques
et/ou comportementales, certaines ¢tudes rapportent une association entre 1’exposition
prénatale aux PFASs et une augmentation des difficultés comportementales (469,474,493—
495), tandis que d’autres suggerent des associations inverses ou nulles (483,495-497). Illustrant
cette hétérogénéité, Liew et al. (498) ont mis en évidence a la fois des associations positives et
négatives entre les niveaux élevés de PFASs et des symptomes apparentés au TDAH au sein
d’une méme cohorte. Parmi les rares études ayant évalué les capacités attentionnelles a 1’aide
de tests neuropsychologiques, certaines n’ont mis en évidence aucune association significative
(426,499), voire ont rapporté¢ de meilleures performances aprés une exposition précoce aux
PFASs (500). A ce jour, les dimensions telles que I’alerte, ’attention sélective et 1’attention
divisée n’ont pas été spécifiquement explorées. En ce qui concerne les fonctions exécutives, les
¢tudes disponibles n’ont pas montré d’effet de I’exposition anténatale aux PFASs sur la
mémoire de travail (375,426). Les résultats relatifs a la métacognition demeurent
contradictoires (495,499), tandis que les données concernant 1’inhibition sont inconsistantes :
Vuong et al. (500) rapportent une altération de cette fonction, alors que Carrizosa et al. (426)
n’observent aucun effet. Enfin, a notre connaissance, aucune étude antérieure n’a examingé
I’impact conjoint d’une exposition prénatale aux PCBs et aux PFASs sur les fonctions

attentionnelles et exécutives, soulignant ainsi un manque important dans la littérature actuelle.

97



Introduction

La fonction mnésique a ét¢ examinée dans plusieurs cohortes d’enfants exposés
précocement aux PCBs ou aux PFASs. Aucune association significative entre I’exposition
anténatale et I’indice global de mémoire de travail n’a ét¢ mise en évidence dans les études
reposant sur des évaluations cognitives générales, telles que les échelles de Wechsler, de
McCarthy ou le questionnaire BRIEF (375,465,466,488,491,500). En revanche, les travaux
ayant recours a des mesures plus ciblées ont mis en évidence des associations négatives entre
I’exposition prénatale aux PCBs (444,464,471,501) ou aux PFASs (426) et la composante
exécutive de la mémoire de travail. La majorité des études n’ont pas identifi¢ d’effet délétere
de I’exposition prénatale aux PCBs ou aux PFASs sur les composantes verbale
(376,444,471,502) ou visuospatiale (450,502,503) de la mémoire a court terme. Concernant la
mémoire a long terme, I’étude DACE a rapporté une association négative entre les
concentrations prénatales de PCB-138 et les performances a une épreuve de rappel différé
(472). En revanche, les autres études ayant exploré les effets d’une exposition prénatale aux
PCBs ou aux PFASs sur la mémoire a long terme n’ont pas mis en évidence d’association
significative (468,475,490). A ce jour, aucune étude n’a spécifiquement évalué I’impact
combiné d’une exposition prénatale aux PCBs et aux PFASs sur les différentes composantes de

la mémoire.

Un nombre croissant de travaux met en évidence des effets défavorables d’une
exposition précoce aux PEs sur le développement du langage chez I’enfant. Dés 2009, la revue
de Boucher et al. a souligné ’association entre 1’exposition prénatale aux PCBs et des
altérations des compétences verbales, notamment du vocabulaire et de la compréhension (100).
Depuis lors, la majorité des études de cohorte ont confirmé 1’existence de relations négatives
entre les concentrations prénatales de PCBs et les performances langagieres ultérieures, qu’elles
soient évaluées a ’aide d’échelles globales du langage (444,472,496,504,505) ou a partir de
tests verbaux plus spécifiques (484,506). A I’inverse, seules quelques études n’ont pas mis en
¢vidence d’association significative (471,475,485,493,505). Concernant les composés per- et
polyfluoroalkylés, plusieurs études ont également rapporté une diminution des compétences
langagieres chez les enfants exposés prénatalement a des PFASs (445,446,450,493,507-510).
Néanmoins, les résultats demeurent hétérogenes, puisque d’autres travaux n’ont observé aucun
effet notable (375,376,414,445,448,511), et que certaines études ont méme suggéré des
associations positives inattendues (88,426,508). A ce jour, une seule étude a spécifiquement

exploré les effets conjoints des PCBs et des PFASs sur le langage, en utilisant le Boston Naming
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Test, une tache de dénomination visuelle évaluant le traitement lexico-sémantique, chez des
enfants agés de 7 ans. Ces auteurs ont mis en évidence des performances plus faibles sur le plan
du vocabulaire chez les enfants présentant les niveaux d’exposition prénatale les plus élevés

(493).

Alors que certaines fonctions cognitives semblent étre affectées par 1’exposition
prénatale aux PCBs et/ou aux PFASs, les capacités d’apprentissage apparaissent globalement
préservées. A ce jour, une seule cohorte a mis en évidence une diminution de la compréhension
en lecture associée a une exposition prénatale aux PCBs (503,512). En revanche, la majorité
des ¢études n’ont rapporté aucun effet significatif des expositions précoces aux PEs sur les

apprentissages, tant en lecture (414,480,482,502,513) qu’en mathématiques (414,512,513).
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DEFIS DES ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES

Etant donné I’importance des facteurs hormonaux dans la différenciation et le
développement cérébral, il est logique de penser que 1’exposition a des contaminants toxiques
tels que les PEs, puisse affecter le statut hormonal et donc le développement du cerveau ainsi
que les caractéristiques cérébrales liées au sexe. De nombreuses études récentes ont montré que
I’exposition aux PEs peut conduire a une altération du neurodéveloppement (85—
88,100,160,426,514). Cependant, plusieurs obstacles rendent difficile la caractérisation de la

relation entre 1’exposition et les effets observés.

Premiérement, il demeure difficile de caractériser précisément le moment et la durée
d’exposition aux PEs. La charge corporelle des PEs est fonction des antécédents d'exposition
passés et récents du sujet ainsi que des déterminants individuels modulant la toxicocinétique, a
savoir notamment l'absorption, la métabolisation et la clairance du PE (515). Par ailleurs, la
persistance biologique des congéneres individuels et, par conséquent, leur contribution relative
a la charge corporelle varient selon la structure. Par exemple, pour les PCBs, les congénéres les
plus chlorés et ceux présentant une substitution du cycle chlore en para- (¢’est-a-dire 4,4'-) sont,
en général, métabolisés lentement chez 1'étre humain et constituent généralement 1'essentiel de
la charge corporelle. Cependant, une exposition récente aux PCBs entrainera également la
présence de congéneres moins persistants dans les tissus. Généralement, dans les études
humaines, les congénéres de PCB sont regroupés, soit comme PCBs totaux, soit comme la
somme de plusieurs congéneres fréquemment rencontrés, soit indexés par un seul congénere
(généralement le PCB-153) (516). Cependant, les études utilisant une mesure sommative des
PCBs ne révelent pas quels types de congénéres sont influents et quelles caractéristiques de ces
congénéres sont liées aux effets. A ce jour, plusieurs centaines de substances sont reconnues
comme des PEs, dont certaines sont omniprésentes dans notre environnement quotidien (517).
Certains, comme le bisphénol A et les phtalates, sont rapidement métabolisés chez 1’étre humain
et se dégradent rapidement dans I’environnement, ce qui complique 1’évaluation de leur
exposition réelle. A I’inverse, les PEs a longue demi-vie, tels que les POPs, sont plus aisément
¢tudiés : une mesure unique de leur concentration dans l’organisme peut constituer un
indicateur fiable de I’exposition chronique. L’exposition prénatale aux PEs est le plus souvent
estimée a partir des concentrations mesurées dans le sang maternel ou le sang du cordon
ombilical, ce dernier étant généralement prélevé a la naissance. Toutefois, cette approche

présente certaines limites. En particulier, la mesure des PEs a courte demi-vie au moment de la
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naissance est peu représentative de I’exposition survenue durant le premier trimestre, période
pourtant critique en matiére de vulnérabilité neurodéveloppementale (30,277). En revanche,
pour les substances a longue durée de vie, les niveaux mesurés dans le sang du cordon reflétent
de manicre fiable I’exposition moyenne subie par le feetus au cours de toute la grossesse (518).
Le liquide amniotique constitue un autre fluide biologique potentiellement informatif sur
I’environnement feetal. Il peut étre analysé dans le cadre d’une amniocentese, généralement
pratiquée au deuxiéme trimestre, notamment lors d’un diagnostic prénatal d’anomalies
chromosomiques ou de malformations feetales. Toutefois, en raison du caractére invasif de cette
procédure, I’amniocentése ne fait pas partie des examens prénataux de routine. Ainsi, son
utilisation dans des études prospectives de population générale apparait peu réaliste. Enfin, la
mesure de I’exposition aux POPs peut étre réalisée sur d’autres matrices telles que le méconium
ou les phanéres, mais ces techniques possédent de nombreuses limitations et sont peu utilisées

en pratique (519,520).

Le développement fcetal et la petite enfance constituent des fenétres de développement
critiques en maticre d’exposition aux PEs. Chez ’adulte, 1’exposition aux PEs peut avoir un
effet immédiat qui disparait lorsque I’exposition cesse. Chez I’enfant, cependant, cette
exposition peut entrainer des effets permanents, lesquels peuvent se manifester des années plus
tard (514). En effet, durant la période feetale et la jeune enfance, les hormones constituent des
régulateurs majeurs de processus clés du neurodéveloppement comme la prolifération
cellulaire, I’apoptose, la différenciation, la migration et la myélinisation (125,201). Les effets
de ces hormones étant obtenus a des concentrations tres faibles, une perturbation méme minime
de ces dernicres peut avoir un impact important sur le feetus. De plus, les cellules en migration
et en division sont particulierement vulnérables aux dommages toxiques (521). Ce risque est
aggravé chez le feetus par 'absence de systemes de détoxification efficace (522) ainsi que par
I'immaturité de la barriere hémato-encéphalique qui accroit encore la sensibilité aux atteintes
du SNC (523). En interférant avec les processus homéostatiques mis en place durant ces
périodes critiques de développement, I’exposition précoce aux PEs peut avoir des conséquences
a long terme sur la sant¢é de I’individu, ce qui sous-tend le concept de I’origine
développementale des pathologies de 1’adulte, plus souvent connu sous le nom de DOHabD,
pour « Developmental Origin of Health and Disease » (524). Il est donc fondamental d’évaluer

I’exposition aux PEs durant cette fenétre de vulnérabilité, lorsque le cerveau en développement
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est particulierement sensible aux substances chimiques capables d’interférer avec les signaux

endocriniens (351).

Chez I’étre humain, les preuves se fondent principalement sur la présence de
corrélations entre les concentrations de substances chimiques mesurées a un moment donné de
la vie d’un individu et les résultats observés. Si les effets toxiques aigus de certains produits
chimiques sur les espéces cibles et non cibles ou sur les travailleurs sont bien documentés, les
effets de faibles doses, notamment celles mesurées dans les aliments et I'environnement, sont
relativement négligés. Traditionnellement, les systémes réglementaires s'appuient sur des
modeles dose-réponse et déterminent un seuil d'exposition sir, mais négligent potentiellement
la présence de courbes dose-réponse non monotones inférieures a la dose toxicologique sans
effet nocif observé (NOAEL) (525). Cette question est particuliérement importante étant donné
que de nombreux PEs sont capables d'interférer avec les hormones naturelles méme a faibles
doses et, par conséquent, d'affecter le développement et le fonctionnement normaux de
plusieurs organes. De plus, comme mentionné précédemment, la sensibilité aux hormones, et
donc aux perturbateurs endocriniens, varie grandement avec 1’age de I’enfant. Il est admis que
les périodes anté- et périnatales constituent des périodes de vulnérabilité durant lesquelles une
modification, méme légere, de ’homéostasie hormonale et/ou I’exposition a des concentrations,
méme extrémement faibles, de PEs peuvent altérer les résultats biologiques, avec des effets

néfastes sur la santé survenant plus tard dans la vie.

Habituellement, dans les études épidémiologiques, 1’effet des perturbateurs
endocriniens sur la santé est étudié¢ molécule par molécule ou éventuellement pour une famille
de composés. Or, les humains sont constamment exposés simultanément a un mélange
complexe composé¢ de multiples produits chimiques. Ceux-ci peuvent combiner leur action
pour entrainer des conséquences insoupconnées. En effet, des mélanges a faible dose,
compatibles avec 1'exposition humaine, peuvent avoir des effets non conformes aux modeles
additifs simples (526,527). Les actions de certains PEs peuvent se combiner de sorte que la
somme de plusieurs composés présents a des concentrations qui ne produisent pas d’effet
individuellement va induire un résultat observable : ¢’est I’effet cocktail. De plus, les effets des
différents PEs peuvent éventuellement se neutraliser, en associant par exemple un agoniste et
un antagoniste, ou développer une synergie dont ’ampleur des répercussions dépasse celle

attendue en additionnant simplement 1’effet individuel des composés du mélange (517). Par
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ailleurs, les congénéeres d’une méme classe de PEs peuvent avoir des effets différents. Par
exemple, parmi les PCBs, on considére les composés de type dioxine, qui sont définis en raison
de leur capacité a lier I’AhR qui régule la transcription d’un grand groupe de génes sensibles a
la dioxine, et les PCBs qui ne sont pas de type dioxine et qui ont une faible affinité pour I’AhR
(302). Etant donné I’action différente de ces deux types de molécules, évaluer I’impact global
de leur mélange sans considérer chaque polluant de maniere individuelle risque de biaiser les
résultats (407). Enfin, le profil d’exposition de chaque individu, appelé exposome, varie suivant
la situation géographique et les habitudes de vie, ce qui rend chaque individu unique et la

comparaison entre é¢tudes de cohorte plus compliquée.

Ces derniéres années, les épidémiologistes environnementaux ont cherché a évaluer les
effets néfastes sur la santé de l'exposition a des mélanges de polluants en se basant sur la
diversité des polluants environnementaux réels. Cependant, les défis statistiques sont
considérables notamment en raison de la multicolinéarité et des interactions entre les
composants du mélange qui compliquent I'analyse. Bien qu’il n'existe actuellement aucun
consensus sur les méthodes statistiques appropriées, différents outils ont ét¢ développés et
permettent d’estimer les effets sur la santé de 1'exposition a un mélange : les régressions par
somme des quantiles pondérés (WQS), les méthodes de rétrécissement comprenant I’analyse
en composantes principales (ACP), la régression bayésienne a noyau (BKMR), etc. Chacune
de ces stratégies statistiques possede des conditions d'application, des points forts, des points

faibles et une interprétabilité spécifique de ses résultats (528).

De nombreuses publications ont établi un lien entre les expositions prénatales aux
produits chimiques environnementaux et des effets indésirables sur le développement
neurologique (276). Toutefois, la majorité de ces recherches se sont concentrées sur la mesure
du lien entre les expositions prénatales et le fonctionnement cognitif global. Les études
¢valuant des domaines cognitifs spécifiques sont relativement peu nombreuses et les auteurs
utilisent des outils psychométriques variés, ce qui rend la comparaison des résultats entre les

articles parfois complexe.

Les difficultés inhérentes a I’évaluation du jeune enfant sont nombreuses. Les
caractéristiques de 1’enfant, celles du praticien et celles du test lui-méme peuvent avoir un
impact sur la validité des résultats. Divers facteurs propres a un enfant peuvent rendre difficile
son évaluation intellectuelle. Il est normal que son comportement varie selon les différents

moments de la journée et selon les circonstances. Le développement cognitif et physique de
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I’enfant, tels que les capacités langagiéres ou les habiletés motrices, peut également affecter
I’administration et 1’interprétation du test. Les expériences de I’enfant, son état émotionnel et
son comportement durant la session ont également une influence sur les résultats (529,530).
Parall¢lement, un certain nombre de variables liées aux évaluateurs ont également leur
importance dans 1I’évaluation du jeune enfant. Le praticien devrait étre spécifiquement formé a
I’évaluation du jeune enfant et avoir une bonne connaissance des modéles de développement
cognitif, moteur, langagier et émotionnel (531). Les réactions de I’évaluateur aux diverses
situations qui peuvent se présenter au cours d’une session de test peuvent aussi avoir une
incidence sur la validité des résultats (530). Le test lui-méme a son importance dans 1’évaluation
cognitive. Selon le niveau de développement de ’enfant, ces tests n’ont pas tous la méme
sensibilité et spécificité. Divers aspects du test doivent par ailleurs €tre pris en considération,
comme le groupe d’age auquel il s’adresse, le matériel, les propriétés psychométriques, les
seuils plancher et plafond, les domaines cognitifs ciblés et la durée totale d’administration.
Enfin, notons que les tests psychométriques font souvent appel a une multitude d’aptitudes

cognitives simultanées et interreliés (530,53 1).

Une autre difficulté et source de variabilité entre les études résulte de 1’existence de
nombreux facteurs confondants. Un facteur confondant est une variable qui est a la fois liée
au parametre de santé étudié et a un facteur de risque potentiel. Ces facteurs confondants
peuvent induire des biais dans les analyses et constituent une menace majeure pour la validité
des recherches sur les PEs. Il convient donc, idéalement, de les identifier correctement et de les
prendre en considération pour éviter de conclure a des associations erronées. Les principaux
facteurs retrouvés dans la littérature incluent 1'age de la maman, 1’dge et le sexe de I’enfant, le
niveau d'éducation parentale, l'origine ethnique, l'indice de masse corporelle avant la
conception, la parité, le poids a la naissance, la durée de I'allaitement et le régime alimentaire

(532).

Bien que les résultats épidémiologiques soient rarement stratifiés selon le sexe, certaines
études suggérent que les effets observés sont sexuellement dimorphes (514,533). Etant donné
que les hommes et les femmes différent par leur anatomie, leur physiologie et leur biochimie,
il est en effet 1égitime de s’attendre a des différences toxicocinétiques et toxicodynamiques
(534). Par ailleurs, la prévalence des TNDs est en moyenne deux fois plus €levée chez les

hommes que chez les femmes, en raison d'une interaction complexe et dynamique entre facteurs
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génétiques, hormonaux et environnementaux (535). Cette vulnérabilité masculine pourrait étre

encore plus importante face a une exposition précoce aux PEs.

Les processus physiopathologiques impliqués ne sont pas encore bien élucidés. Si, par
définition, tous les PEs peuvent altérer le systéme endocrinien physiologique, leurs mécanismes
d’action peuvent différer ou se chevaucher. Les PEs interférent avec le systéme endocrinien de
multiples maniéres, rendant difficile I’attribution d’un symptome a une seule voie. Ils peuvent
agir directement sur le comportement et le développement via la perturbation des hormones
thyroidiennes ou sexuelles, mais ils peuvent aussi interférer directement avec le développement
neuronal (536). Par ailleurs, la plupart des résultats d’association ont été étayés par des données
expérimentales issues de modéles animaux de laboratoire. Celles-ci démontrent que
I’exposition prénatale ou périnatale aux PEs peut entrainer des anomalies motrices et
comportementales, ainsi que des déficits en mémoire et en apprentissage (537). Cependant, les
processus incriminés ne sont pas toujours similaires entre les especes, et les modeles animaux
ne reflétent pas toujours la complexité du cerveau de I’étre humain. Dans ce contexte,

l'extrapolation des effets de ces substances sur le comportement a partir de travaux

expérimentaux sur des animaux doit rester prudente.

Nous I’avons vu, la plasticité cérébrale permet certains remaniements structuraux et
fonctionnels du cerveau qui sont essentiels dans 1’acquisition des apprentissages mais
¢galement en cas de Iésion cérébrale acquise (538). Réputée d’autant plus efficace que I’enfant
est plus jeune, cette plasticité possede néanmoins ses limites (539). Par ailleurs, chaque
individu possede €galement une susceptibilité¢ différente en raison de la grande variabilité
environnementale interpersonnelle et du polymorphisme génétique. En effet, 1'existence de
variations au sein d’un géne peut parfois protéger l'individu de certains dommages, soit, au
contraire, le rendre plus vulnérable a I’action des PEs (540). Enfin, notons que certaines lésions
précoces restent silencieuses aussi longtemps que la fonction sous-tendue par ces structures
anatomiques lésées n’est pas sollicitée au cours du développement. Le trouble pourra alors
apparaitre plus tardivement, au moment de la mise en place de cette fonction, renforcant la
clinique trés hétérogéne d’une lésion cérébrale chez I’enfant. Par exemple, un accident
vasculaire cérébral périnatal ne pourrait étre percu que vers 1’age de 2 ans, lorsque les fonctions

motrices arrivent a maturité (541).
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Pour finir, les travaux autour des PEs prennent une nouvelle dimension avec la notion
d’héritage épigénétique transgénérationnel et ses nombreuses conséquences possibles. En
effet, il a été rapporté qu’une exposition prénatale a un PE peut non seulement provoquer une
maladie a apparition tardive chez 1’adulte, mais aussi affecter les générations futures (542). Ces
effets transgénérationnels des PEs pourraient étre liés a la modification de la programmation
épigénétique de la lignée germinale, avec une transmission possible en I’absence d’exposition

directe (543).

Compte tenu de I’ensemble de ces obstacles, il apparait illusoire, voire trompeur, de
prétendre pouvoir démontrer de maniere formelle, chez 1’étre humain, un lien entre une
exposition aux PEs et le développement de troubles cognitifs a partir de quelques études
¢pidémiologiques. Il est donc essentiel de constituer des bases de données aussi exhaustives
que possible, en multipliant les investigations. Parallélement, il sera nécessaire de développer
des méthodologies capables de corriger ou de minimiser les faiblesses inhérentes a ce type
d’études. Les incertitudes actuelles profitent aux industries concernées, qui exercent un
lobbying intensif auprés des autorités pour freiner, voire empécher, [’adoption de
réglementations strictes, pourtant indispensables a la protection de la population, mais pergues
comme une menace pour leurs intéréts économiques. L’objectif ultime de ces études
épidémiologiques est d’apporter suffisamment de preuves aux législateurs pour permettre la
mise en place de ces dispositifs et de ces réglementations qui permettront de limiter au
maximum [’exposition des personnes les plus a risque, a savoir les femmes enceintes et les
nouveau-nés, aux PEs. Et ’on peut considérer qu’il y a urgence : la neurotoxicité
développementale peut provoquer des 1ésions cérébrales incurables et permanentes. Ces 1ésions
cérébrales entrainent une altération du SNC qui dure toute la vie et peut entrainer une
diminution des capacités cognitives et psychomotrices. Une étude récente a comparé les pertes
totales de QI estimées dues aux principales causes pédiatriques et a montré que I'ampleur des
pertes imputables au plomb, aux pesticides et a d'autres neurotoxiques était comparable, voire
supérieure, aux pertes associées a des événements médicaux tels que les naissances
prématurées, les traumatismes craniens, les tumeurs cérébrales et les cardiopathies congénitales
(544). La perte de compétences cognitives, méme modérée, réduit les résultats scolaires des
enfants et peut avoir des conséquences socio-économiques considérable a long terme pour la
population générale (545). Chaque année en Europe, on estime que 13 millions de points de QI

sont perdus, avec 59 300 cas de déficience intellectuelle imputables a une exposition prénatale
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aux organophosphorés. Le colt li¢ a cette seule contamination varie de 46,8 a 195 milliards
d'euros par an (546). De plus, des données provenant de sources internationales indiquent que
les scores moyens de QI d’une population sont associés au produit intérieur brut du pays, une
corrélation qui pourrait étre bilatérale (547). Ainsi, la pauvreté peut étre a l'origine d'un faible
QI, mais I'inverse est également vrai. Il reste donc essentiel d'estimer le fardeau et les maladies
liés a l'exposition a d’autres PEs, notamment ceux qui sont potentiellement capables d’altérer

le développement cognitif et psychomoteur.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Indéniablement, 1’étre humain est quotidiennement expos¢, de maniére ubiquitaire et
simultanée, a des centaines de polluants environnementaux. Les études expérimentales réalisées
en laboratoire ont démontré que plusieurs de ces substances sont susceptibles de perturber le
fonctionnement de différents systémes endocriniens chez des organismes sains, et, par
conséquent, d’altérer leurs capacités cognitives et psychomotrices. Ces atteintes sont d’autant
plus importantes lorsqu’elles surviennent durant les périodes anté- et périnatales qui constituent
une fenétre critique durant laquelle le cerveau en développement est plus sensible et vulnérable
aux toxiques environnementaux. Par ailleurs, comme le souligne le concept des origines
développementales de la santé de Barker D. ainsi que les modéles neuropsychologiques de
Bishop A. et Karmiloff-Smith A., une 1ésion méme mineure sur un cerveau a ce stade de

développement peut amener a des conséquences catastrophiques sur le long terme.

Toutefois, les effets potentiels de ces contaminants, aux concentrations observées dans
I’environnement, sur le développement neurologique humain, ainsi que leur contribution
possible a I’augmentation de 1’incidence des troubles neurodéveloppementaux observée au
cours des derniéres décennies, demeurent encore insuffisamment documentés. Cette lacune
s’explique en grande partie par les nombreuses limitations méthodologiques des études

épidémiologiques menées jusqu’a présent.

Dans ce contexte, la présente étude, réalisée en collaboration avec le Service de
Toxicologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Liege et I’Unité de recherche
RUCHE sur la santé et I’éducation dans une perspective lifespan (Research Unit for a Life-
Course perspective on Health & Education) de I’Universit¢ de Liege, vise a contribuer a
I’exploration des effets d’une exposition précoce a un mélange de perturbateurs endocriniens
présents dans I’environnement sur le développement cognitif et psychomoteur d’enfants de la
région liégeoise. Afin de surmonter certains obstacles précédemment identifiés, une approche

rigoureuse et innovante a été développée.

Entre 2014 et 2016, des échantillons de sang de cordon ombilical ont été prélevés aupres
de 281 participantes ayant donné leur consentement, puis centrifugés et conservés a -80°C
immédiatement apres 'accouchement. Ces échantillons ont par la suite été analysés suivant un
processus décrit par Dufour P. et al. (548). Six ans plus tard, les parents de cette cohorte ont été

contactés et une €valuation clinique, psychomotrice et neuropsychologique étendue de leur
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enfant leur a été proposée. Les informations concernant les covariables ont ét¢ obtenues a partir
de questionnaires remplis par les parents et a partir des données issues des dossiers médicaux.
Deux outils statistiques adaptés et complémentaires, I’ACP et le WQS, ont été utilisés afin
d’évaluer la corrélation qu’il existe entre 1’exposition a une mixture de différents PEs mesurés

dans le sang de cordon et les résultats des tests proposés.

L’objectif de ces recherche est de générer de nouvelles données épidémiologiques
permettant de mieux comprendre les liens entre 1’exposition a un mélange de PEs et le

développement cognitif, examiné dans quatre domaines spécifiques :

1. L’intelligence et ses indices, mesurées avec 1’échelle WPPSI-IV, fourniront une
premiére évaluation de 1’impact d’une exposition précoce aux PEs sur I’efficience
intellectuelle globale et les grands domaines cognitifs que sont la compréhension
verbale, les compétences visuo-spatiales, le raisonnement fluide, la mémoire de travail

et la vitesse de traitement.

2. La coordination motrice sera évalué avec 1’échelle MABC-2 tandis que 1’évaluation
clinique a la recherche de dysfonctionnements neurologiques mineurs sera réalisée sur

base du protocole rédigé par Willems G.

3. Les fonctions attentionnelles et exécutives seront examinées a travers des épreuves

standardisées adaptées a 1’age.

4. Les fonctions mnésiques, les compétences langagiéres et les apprentissages scolaires
précoces seront également explorés afin de mieux caractériser les effets potentiels de
I’exposition aux PEs sur les capacités de mémorisation et sur les acquisitions en

langage oral et dans le domaine de la cognition numérique.

Toutes les analyses ont été réalisées sur I’ensemble de la population, ainsi que de maniere
distincte chez les filles et les garcons. Cette approche vise a mieux appréhender 1’impact
différentiel des perturbateurs endocriniens selon le sexe, lequel pourrait apporter un éclairage

essentiel sur les mécanismes sous-jacents au risque de TND.
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Abstract

Objective

Strong experimental evidence exists that several endocrine disrupting chemicals
(EDCs) have neurobehavioral toxicity. However, evidence of associations between prenatal
exposure and child’s cognitive development is inconsistent. Moreover, toxicants are generally
analyzed one by one without considering aggregate effects. We examined here the impact of a
prenatal exposure to a mixture of persistent organic pollutants (POPs) on intellectual abilities
in preschool children, and compared their effects to those described in the literature.

Methods

Sixty-three children were included in a longitudinal cohort. Four organochlorine
pesticides, four polychlorinated biphenyls (PCBs) and seven perfluoroalkyl substances
(PFASs) were measured in cord blood. Intellectual abilities were assessed at 6 years of age
using the Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence 4rd ed. (WPPSI-1V). We
examined the associations between a mixture of POPs and cognitive performances using
principal components approach (PCA) and weighted quantile sum (WQS) regression taking
sex difference into account.

Results

No negative correlation was found when analyses were performed on boys and girls
together. In sex-stratified analyses, lower scores in full scale intelligence quotient (FSIQ) and
fluid reasoning index (FRI) were observed in boys most exposed to a mixture of POPs. Increase
of the WQS index was also associated with lower verbal comprehension index (VCI) scores in
girls only. No other negative correlation was found using both WQS and PCA models.

Conclusion

Our study suggests deleterious associations between antenatal exposure to a mixture of
POPs and sex-specific cognitive level, clarifying some trends described in the literature.

Keywords (6): Endocrine disrupting chemicals - persistent organic pollutants - mixture -
cognition - preschool - sex-stratified effect
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Introduction

Endocrine Disrupting chemicals (EDCs) are exogenous substances present in the
environment which alter the functions of the endocrine system, causing adverse health effects
in an intact organism, or its offspring, or (sub) population (549). Among them, persistent
organic pollutants (POPs) are a group of synthetic compounds that are or have been widely used
in consumer, agricultural and industrial products. This widespread utilization resulted in
ubiquitous detection of organochlorine pesticides, such as 4,4°-
dichlorodiphenyldichloroethylene (4,4’-DDE), polychlorinated biphenyls (PCBs) and
perfluoroalkyl compounds (PFASs) in the serum of the general population in Europe and in the
US (550). Although the use or production of some of those compounds has been banned or
restricted, these POPs are bioaccumulative and have a long half-life. Thus, they are still detected
in wildlife and humans worldwide (550). These compounds are also detected in the blood of
pregnant women and in the amniotic fluid and umbilical cord blood indicating the fetal
contamination by POPs crossing the placenta (551).

Neurodevelopment is a complex process that starts as early as the second gestational
week and continues through adolescence in humans (11). Vital biological processes take place
during in utero and early postnatal life to ensure normal brain development (552). It is
recognized that disruption of these processes, in particular by environmental risk factors (e.g.
ante or perinatal infection, neonatal maladaptation, trauma and poor stimulation), is deleterious
for the nervous system development and is linked to cognitive deficits and socioemotional, or
behavioural maladjustment in children (553).

Exposure to endocrine disrupting chemicals during this critical period of human
development increases the risk of adverse health effects including neurodevelopmental
disorders as illustrated by a growing number of epidemiological studies conducted worldwide
and indicating association between perinatal exposure to POPs and cognitive impairment.

Accidental mass poisonings due to ingestion of PCB-contaminated cooking oil in Japan
in 1968 and Taiwan in 1979 illustrated the neurobehavioral toxicity of PCBs as it resulted in a
number of clinical morbidities, including adverse neurodevelopment in response to prenatal
exposure (554,555). These incidents were the basis for classifying PCBs and other
organochlorine compounds as suspected developmental neurotoxicants. Epidemiological
studies suggest that prenatal exposure impairs the development of cognitive abilities. Most
papers found associations between developmental exposure to PCBs and impairment of at least
one cognitive domain, as attested by poorer scores on overall intelligence
(443,444,462,464,488,492,503,506,512,556-561) and verbal functions (444,464,503). To a
lesser extent, other cognitive functions, such as memory (444,464), attention (487) and
perceptual performance (444), also appear to be negatively impacted.

Given their extreme persistence in the environment, PFASs are currently one of the
main public health concerns regarding EDCs. However, there are relatively few studies
concerning the impact of prenatal exposure to PFASs on intellectual development. Most studies
have shown that children who were most exposed to PFAS during the fetal period have a lower
mental score at 3 years of age (446,449,507,562). Developmental exposure to PFASs has been
associated with an absence (426,445) or even a beneficial effect (414,450,511,560) on
intellectual abilities in older children. Nevertheless, in Taiwan, prenatal exposure to PFUnDA
was associated with lower Full-Scale Intelligence Quotient (FSIQ) scores in children at age 5
years and prenatal exposure to seven types of PFASs were associated with a reduction of child’s
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IQ scores with, PFNA only reaching significance (510). In a U.S. birth cohort study, verbal 1Q
scores were lower among children exposed to higher prenatal concentrations of PFOA, although
the dose-response pattern appeared non-linear with weaker associations observed for the third
and fourth quartiles (450). Finally, in a more recent study, Goodman et al. reported that an
antenatal exposition to PFOA, PFOS or PFHxS was inversely associated with performance IQ
on the WPPSI at 3-4 years, but only in males (375).

A limited number of studies also suggested some neurotoxicity of the widespread
insecticide dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT). A significant negative association was
found between cord serum and 4.4’-DDE levels, which indicated DDT contamination and
cognitive development before 3 years of age in a small Spanish cohort (436). Among older
children, a reduction in the overall cognitive development has been highlighted at 3.5-5 years
of age (563). However, although the risk of a clinical diagnosis of intellectual disability seems
higher in patients exposed to 4,4’-DDE (564), many other studies did not found impairment in
mental development (435,437,440,441,444,484,561,565-569) or global cognitive score
(463,465,471,484,567,570,571).

1Q point loss, even moderate, can have far-reaching socio-economic consequences for
the general population. Each year in Europe, it is estimated that 13.0 million IQ points are lost,
with 59 300 cases of intellectual disability attributable to prenatal organophosphate exposure.
The cost related to this contamination ranges from €46.8 to 195 billion annually (546). Thus,
estimating the burden and disease related to exposure to other EDCs remains essential.

However, the majority of studies investigating the associations between prenatal
exposure to these chemicals and cognitive neurodevelopment in children have focused on single
exposure models (572). This approach has some limitations (573). First, the use of a large
number of individual parameters would create some false positive results when performing
multiple comparisons. Secondly, as co-occurring chemical exposures may interact with each
other and have additive or synergistic effects, this approach may underestimate the realistic
toxicity associated with chemical mixtures in the natural environment. Finally, correlations
between chemicals with common sources, exposure pathways, or metabolic processes, can
induce multicollinearity when analyzed simultaneously. Consequently, it may be difficult to
assess the relative importance of individual exposures, and therefore to separate potential
etiological agents from co-pollutant confounders and redundant variables.

Therefore, the present study aimed at investigating associations between mixture of
prenatal POPs concentration and intellectual abilities at 6 years of age using two adapted
statistical approaches. As intelligence is a complex construct resulting from the interactions
between different cognitive skills (verbal, visuo-spatial, working memory, processing speed),
general but also specific cognitive domains were analyzed and compared to the current
literature. As previous studies have reported sex-specific associations between cognitive
outcomes and a number of environmental chemicals included in our analysis (533), girls and
boys scores will be examined together and separately.
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Methods
Study participants

The EPOPEE (Effet des Polluants Organiques Persistants sur [’Evolution des Enfants)
cohort was created from children born between 2014 and 2016 in the University Hospital of
Liege (Belgium). Recruitment process and quantification of pollutants in cord blood were
already described in Dufour et al. (548). Briefly, every woman admitted for delivery was asked
to participate in a study on neonatal asphyxia biomarkers as first intention, and impact of EDCs
on thyroid function as second intention. Umbilical cord blood samples were collected from 281
participants who gave their consent, centrifugated and stored at -80°C immediately after
delivery. Exclusion criteria included insufficient serum volume (< 0.5 ml), absence of TSH
level record, and congenital hypothyroidism. All patients were born vaginally at term, without
notable antenatal or perinatal history. Subsequently, parents of the children of this cohort were
contacted in order to take part in the current study and to complete a cognitive assessment. Of
the 212 original participants 62 were available for testing at 6 years of age (M = 5.75; SD =
0.32) before entering elementary school. This study has been approved by the local biomedical
Ethics Committee.

Exposure

Four  organochlorine  pesticides, namely [B-hexachlorohexane  (B-HCH),
hexachlorobenzene (HCB), trans-nonachlor and 4,4’-dichlorodiphenyldichloroethylene (4,4’-
DDE), 4 PCBs (PCBs-118, -138, -153, and -180), and 7 PFASs (perfluorooctane sulfonate
(PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA), perfluorohexane sulfonate (PFHxS),
perfluorononanoic acid (PFNA), perfluorodecanoic acid (PFDA), perfluoroheptanoic acid
(PFHpA) and perfluoroundecanoic acid (PFUdA)) were analyzed in cord blood. The detailed
analytical method has been described in a previous publication®®. For each of them, the limit of
quantification (LOQ) was determined during the validation process and was defined as the
smallest concentration measured with a maximal incertitude not exceeding 40%. In order to
consider representative toxicants in our population, substances for which less than 20% of the
values were above the LOQ were eliminated from the analysis (namely p-HCH, HCB, trans-
nonachlor, PCB 118, PFDA, PFHpA and PFUdA). Values below the LOQ of each POPs, were
replaced by a random value from a triangular distribution between zero and the LOQ. Finally,
a logarithmic transformation was performed to reduce dispersion and satisfy normality
assumptions of our models.

Cognitive ability assessment

Children’s cognitive abilities were assessed using the Wechsler Preschool and Primary
Scale of Intelligence 4rd ed. (WPPSI-IV; Wechsler, 2012) (574), a test validated in French and
used to measure the intelligence quotient (IQ) of children from 2.5 to 7.7 years old. The WPPSI-
IV provides a general measure of intellectual efficiency, namely the Full IQ Scale (FSIQ),which
relies on 10 core subtests. These subtests (listed with their respective composite) are used to
calculate five indexes: (1)Verbal Comprehension Index (VCI) (Information, Similarities) which
explores general knowledge and verbal conceptual reasoning, (2)Visual Spatial Index (VSI)
(Block Design, Object Assembly) which analyses visuo-spatial and constructive abilities
requiring manipulation, (3) Fluid Reasoning Index (FRI) (Matrix Reasoning, Picture Concepts)
which tests non-verbal analogical and conceptual reasoning, (4) Working Memory Index
(WMI) (Picture Memory, Zoo Locations) which assesses visual and verbal short-term memory
and the executive component, (5) Processing Speed Index (PSI) (Bug Search, Cancellation)
which examines processing speed though visual target identification tasks involving visual
attention. All indices and FSIQ have a population mean of 100+15, with higher scores
indicating better performance.
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Covariates

Information on covariates was obtained from questionnaires completed by the parents
during the tests and from maternal birth records. These data included maternal age at delivery,
pre-pregnancy body mass index (BMI), parity, duration of breastfeeding, parental education
assessed by the level of study achieved, parental smoking status, maternal alcohol consumption
during pregnancy, gestational age, child birth weight, age at the moment of testing and child
sex. Children’s thyroid function assessed by thyroid stimulating hormone (TSH) measurement
performed 3 days after birth was also considered. Among these covariates, only those associated
with 1Q scores were selected (p < 0.05). To identify these covariates, Student T-tests were
performed to assess the effect of dichotomic variables on IQ measures (e.g. parental smoking
status), while univariate regression models were used for continuous variables (e.g. birth
weight).

Statistical analysis

Principal Component Analysis (PCA) was first used to reduce the set of original
variables and to extract a smaller number of principal components (PCs) (572,575). PCs
explaining at least 50% of the variance cumulatively were selected and used to predict the
outcome of interest by means of classic regression models (576,577). Using the R package
“eWQS”, generalized Weighted quantile sum (WQS) approach was used to summarize the
overall exposure to the mixture of POPs by estimating a body burden index (the WQS index)
(578). This score was achieved through 100 times bootstrap sampling on the full data with
constraints of negative coefficient. The final index was included in a regression model to
evaluate the overall effect of the mixture on the outcomes of interest (579,580). At the end, to
select the chemicals effectively associated with the outcome, significant components in the
index were identified by comparing the average weight for each component to a sectioned
threshold parameter, t. In our analysis conducted with 8 components, we used T = 1/8 = 0.125.
This second analysis was only performed in children in whom all POPs were measured (n =
55). In order to demonstrate the stability of our data and to approach the repeated holdout
strategy described by Tanner et al.®8, the standard WQS analysis was repeated (rh = 100) to
simulate a distribution of validated results from the underlying population. The mean and the
coefficient inference (95% confidence intervals (CI)) of the WQS index B coefficient and the
chemical weights in relevant situations were considered (Appendices ID).

Finally, to examine the effect of gender on the associations between co-exposure to
POPs and 1Q scores, we included an interaction term between gender and the mixture index in
the WQS model; this make it possible to estimate the direct effect of the multiplicative
interaction of these variables and to conduct an explicit hypothesis test (Appendices IE).
However, interpreting the beta coefficients and the contribution of each POP to the overall
mixture effect is complicated due to the infinite ways such an effect could be obtained with
changes in chemical exposure; we therefore chose to examine associations in boys and girls
independently.

The statistical analyses were performed using RStudio (version 3.4.2; R Project for
Statistical Computing). Statistical significance was set at p < 0.05.
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Results

Descriptive analyses

In total, 30% of the 212 children of the original cohort participated in this follow-up
study. There was no difference between the participating and non-participating groups
regarding POP detected levels.

Table 2 summarizes the characteristics of the studied cohort. Mothers averaged 30 years
old at delivery, and generally did not smoke or consume alcohol during pregnancy. Over half
of the women were primiparous. The average duration of breastfeeding was 8 months. Most
included parents had at least a high school diploma. All children were born at term with an
average weight of 3312g. Fifty-four percent of the 62 participants were males. The average age
of children at testing was 5 years and 9 months.

Almost all children in our cohort scored within the normal range, with a mean FSIQ
slightly above average (M =106.54, SD = 11.48). The mean standard score for all indexes fell
within the normal range (VCI: M = 111.82, SD = 12.22; VSI: M = 102.64, SD 14.36; FRI: M
=104.73, SD = 10.40; WMI: M =102.32, SD = 16.32; PSI: M = 102.58, SD = 10.88). The
population profile was relatively homogeneous with better abilities in verbal skills, especially
for the Similarities subtest.

Table 2: Demographic characteristics and cognitive scores

Variable N N(%) Mean SD Min Q1 Med Q3 Max
Sex (male) 62 34(54)
Age during tests (years) 62 5.75 0.32 5.08 547 579  6.02 628
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 61 23.67 4.51 16.35 20.32 2248 26.62 37.26
Maternal age at delivery (years) 62 304 4.4 20.0 28.0 300 33.0 420
Parity (multiparous) 62 31(50)
Gestational age (days) 62 276 9 252 270 278 284 289
Birth weight (kg) 62 331 0.50 2.29 298 330 360 502
TSH (mUI/L) 61 5.18 3.15 0.10 3.10 4.60 6.70  16.60
Alcohol during pregnancy (> 1 62
X 5(8)

serving/month)
Breast feeding (months) 61  53(87) 8 10 1 3 4 9 52
Smoking parents 62

None 46 (74)

Only the father 5(8)

Only the mother 6 (10)

Both 5(8)
Parental educational level (> high school) 62

Mother 45 (72)

Father 38 (61)

Both 32(52)
Full Scale 1Q (FSIQ) 61 106.54 11.48 73 100 107 113 129
Verbal Comprehension Index (VCI) 61 111.82 12.22 89 102 111 120 142
Visual Spatial Index (VSI) 61 102.64 14.36 79 94 100 112 155
Fluid Reasoning Index (FRI) 61 104.73 10.40 89 98 101 109 132
Working Memory Index (WMI) 61 102.32 16.32 70 90 100 114 146
Processing Speed Index (PSI) 61 102.58 10.88 77 97 103 111 123

POP levels are summarized in Table 3. Among organochlorine pesticides, only DDE
has a significant detection rate (31%) and was considered for further analysis (566). PCBs were
detected in 84 % of the samples. PCB 118 was never detected while PCBs 138, 153 and 180
were detected in 24 %, 52 % and 78 % of the samples respectively. Finally, PFASs were found
in 98 % of the samples. PFOS was detected in 81 % of samples and had the highest serum
concentration (mean: 1.16 ng/ml), followed by PFOA (mean: 0.79 ng/ml) detected in 93 % of
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the samples. The concentrations of PFHxS and PFNA were one order of magnitude lower than
those of PFOS, and were detected in 66% and 83% of the sample respectively.

Table 3: Exposed population and summary of POPs levels (ng/mL); undetected values have been
replaced by values below the limit of quantification (LOQ)

N (%)
Variable N >LOQ LOQ Mean SD Min Q1 Med Q3 Max
Pesticides
4 4-DDE 58 18 (31) 0.41 <LOQ 0.21 <LOQ <LOQ <LOQ 0.44 0.96
PCBs
PCB153 58 30 (52) 0.07 0.07 0.03 <LOQ <LOQ 0.07 0.09 0.19
PCB138 58 14 (24) 0.15  <LOQ 0.10 <LOQ <LOQ  <LOQ  <LOQ 0.70
PCB180 58 45 (78) 0.05 0.06 0.02 <LOQ 0.05 0.06 0.07 0.18
PFASs
PFHxS 59 39 (66) 0.15 0.23 0.18 <LOQ <LOQ 0.18 0.30 0.94
PFOA 59 55(93) 0.25 0.79 0.47 <LOQ 0.42 0.75 0.95 2.94
PFNA 59 49 (83) 0.10 0.19 0.11 <LOQ 0.11 0.17 0.24 0.53
PFOS 59 48 (81) 0.50 1.16 1.24 <LOQ 0.61 0.85 1.34 9.21

POPs and cognitive outcome

Principal components approach

Pairwise Pearson’s correlation coefficients between individual chemical concentrations
are shown on Figure 15A. Analyses indicated that several POP concentrations are highly
correlated. To identify uncorrelated components representing the exposure to substances, a
PCA was performed on the matrix of log-transformed POP concentrations. Among the PCs
highlighted by the analysis, we selected the first three accounting for 24 %, 17 % and 15 % of
the total variance respectively ; together these PCs explained 56% of the variability. Loading
factors for each chemical on each component are presented in Figure 15B. The first component
(Comp 1) captured the largest part of explained variance with high factor loading for PFASs
and, to a lesser extent, for 4,4’-DDE and PCB 180 concentrations. The second component
(Comp 2) was characterized by high loading factors for all PCBs with a small correlation with
4,4’-DDE. Finally, the third component (Comp 3) exhibited high factor load for 4,4’-DDE.

Figure 15: Pairwise Pearson’s correlation coefficients between individual POPs (A) and between the
three components and POPs (B); positive correlations are highlighted in blue and negative correlations
in red.
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Finally, multiple linear regression models were fitted, with the identified component
scores as main exposure variables in the same model. Analyses were performed on the FSIQ
and its five indices. All these models were adjusted for the covariates selected above. No
negative correlation between exposure to POPs and cognitive tests was observed. Positive
correlations were highlighted between the first component and the VSI in the total population.
In sex-stratified analyses, positive correlations were found between the first component and the
VSI and WMI scores in girls only. Results are presented in Table 4.

Table 4: Adjusted multivariate regression between PCA components and 1Q scores. Statistically
significant results (p < 0.05) are in red bold

FSIQ VCI VSI FRI WMI PSI

Coeff (SE) Coeff (SE)  Coeff(SE)  Coeff (SE)  Coeff(SE)  Coeff (SE)
Comp 1 0.08(0.87)  -1.70(1.04)  2.64(1.22)  -0.05(0.95) 1.34(1.37)  -0.59(0.94)
Girls 1.17 (1.18) -2.02 (1.48) 3.81 (1.73) 1.50 (1.18) 4.64 (2.10) -0.18 (1.37)
Boys -0.54 (121) 2219 (1.36) 2.06 (1.61) -1.51 (1.45) -0.25 (1.63) -0.45 (1.28)
Comp 2 0.39 (1.13) 023(1.34)  -1.90(1.67) -0.11(1.19)  -1.05(1.82)  0.96 (1.27)
Girls 1.41 (1.16) 0.81(1.79) 2.87(2.13) 0.73 (1.41) 3.75 (2.57) 124 (1.57)
Boys -1.69 (1.66) 113 (1.86) 2.45 (2.26) -1.03 (1.84) 1.05 (2.26) -1.92 (1.80)
Comp 3 0.01 (1.28) 0.30 (1.51) 2.50(1.65)  -0.58(1.40)  1.34(2.13)  -0.43(1.46)
Girls 220 (1.51) 1.02 (2.26) -1.19 (2.75) 1.57 (1.76) 134 (3.34) 0.24 (1.99)
Boys -2.30 (2.02) 0.08 (2.13) 0.38 (3.08) -2.98 (2.36) -4.12 291) -2.75 231)

WQS model

An increase of the WQS index was associated with lower FSIQ (Coeff = -5.13, SE =
1.91, and p = 0.014) and FRI (Coeff = -2.53, SE = 0.99, and p = 0.018) scores in boys only. A
worse VCI score was also identified in girls only (Coeff = -2.42, SE = 1.16, and p = 0.048)
(Table 5).

Table 5: Associations between WQS index and IQ scores. Statistically significant results (p < 0.05)
are in red bold

FSIQ VCI VSI FRI WMI PSI
Coeff (SE) Coeff (SE) Coeff (SE) Coeff (SE) Coeff (SE) Coeff (SE)
WQS -0.52 (1.62) -1.35(0.75) 1.08 (1.04) 0.01(0.78)  -0.82(1.10) -0.45 (0.78)
Girls 1.12 (2.27) -2.42 (1.16) 0.59 (1.69) 1.59 (1.01) 0.49 (1.99) -1.02 (1.27)
Boys -5.13 (1.91) -1.94 (0.96) -0.53 (1.47) -2.53 (0.99) -1.88 (1.28) -1.35 (1.00)

DDE, PFOA, PCB180 and PFOS mostly impacted the FSIQ score in boys. Their
weights were 0.391, 0.273, 0.152 and 0.128 respectively. For the FRI score in boys, DDE,
PFOA and PCB138 had the greatest weight with 0.449, 0.277 and 0.138, respectively. Finally,
PFHxS, PFOA and PFOS had the most deleterious effects on VCI score in girls with a weight
01 0.305, 0.232 and 0.207 respectively (Table 6).

Table 6: Weights from weighted quantile sum regression for pollutant index and risk of lower FSIQ
score in boys (A), VCI score in girls (B) and FRI score in boys (C). Weights above 0.125 are in bold.

A. Increased risk of lower FSIQ in boys B. Increased risk of lower VCI in girls C. Increased risk of lower FRI in boys
Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight

DDE 0.391 PFHxS 0.305 DDE 0.449

PFOA 0.273 PFOA 0.232 PFOA 0.277
PCB180 0.152 PFOS 0.207 PCB138 0.138

PFOS 0.128 DDE 0.101 PFHxS 0.062
PFHxS 0.029 PCB138 0.071 PCBI180 0.048
PCB153 0.022 PCB153 0.043 PFNA 0.014

PFNA 0.004 PFNA 0.028 PFOS 0.008
PCB138 0.002 PCB130 0.012 PCB153 0.004
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Discussion

Impact of mixture on intellectual development

We investigated the relationship between prenatal exposure to eight POPs and
intellectual development in 6 year-old children assessed by the WPPSI-IV. In our study, a
mixture of organochlorine pesticides, PFASs and PCBs were found to have deleterious effects
on global cognition in boys using WQS model. Only a limited number of studies attempted to
quantify the impact of aggregate exposure to multiple chemicals on intellectual development.
Considering literature focusing on the POPs analyzed in our study (Appendices IA, IB and IC),
Luo et al. showed that PFASs mixture was associated with a significant decrease in cognitive
and language abilities in two year-old children assessed with the Bayley Scales of Infant
Development (BSID) using quantile-based g-computation and WQS approaches (507). The
assigned weights indicated that PFNA was the largest contributor to the mixture effect.
Although this toxicant does not seem to have much impact in our analysis, two other prospective
cohort studies showed that prenatal PFNA exposure was negatively associated with lower
verbal IQ in children at 4 and 8 years, respectively (445,510). PENA detection rates and average
concentrations were much higher in these studies compared to ours. Tanner et al. (581) explored
whether early pregnancy exposure to a mixture of 26 persistent and nonpersistent EDCs was
associated with IQ in 718 children aged 7 years using WQS model. This study found that higher
exposure to the EDCs mixture, including some PFASs, was associated with a lower IQ, only in
boys, supporting our results. However, bisphenol F (BPF) made the largest contribution to the
index with a weight of 18%; other chemicals of concern included PFOA (6%), PFOS (5%) and
PFHxS (4%). Although no other epidemiologic study has assessed the impact of BPF on
childhood neurodevelopment, bisphenol A has demonstrated deleterious impact on child
cognition (582). Thereby, BPF may potentiate the mixture effect observed in this study. Kalloo
et al. studied the impact of chemical mixture exposure during pregnancy on cognitive abilities
in school-aged children. Whereas prenatal 4.4’-DDE alone did not seem to impair cognitive
abilities, its association with phenols, phthalates, several metals, other pesticides, some PCBs
and PFASs had deleterious effects on all measures of IQ at 5 and 8 years when analyzed with
k-means clustering (571). In a Norwegian article studying the impact of exposure to PFASs on
cognitive development, PCA model did not show significant effect on verbal or nonverbal 1Q
measured using Standfort-Binet test (376) while a similar American study found negative
association between a mixture and verbal IQ measured using WPPSI-R at 4 years (445). In this
last study, the principal component was dominated by positive loadings for PFNA whose
detection rate and concentration were at least twice as high as those found in our population.

Results of our WQS approach also indicated a deleterious effect of a mixture on FRI
scores in boys. FRI assesses the child's ability to use his reasoning skills to infer the analogical
or conceptual relationships between images. Our results are consistent with those of Guo et al.
who were the first to show that accidental contamination in Taiwan had more impact on fluid
reasoning (Raven's Matrices) in Yu-Cheng boys at age 6, 7 and 8 (556). A link can also be
made with the results of Goodman et al. who showed that exposure to a mixture of PFASs was
inversely associated with non verbal IQ only in 3-4 year-old boys, using the WPPSI-III test and
a WQS approach (375). In this study, the mixture was dominated by PFHxS, PFOA and PFOS.
More detailed analysis of visual integration and abstraction capabilities could be interesting.

Finally, our analysis revealed a negative correlation between a prenatal exposure to a
mixture of PFASs and verbal abilities in girls. These results are in agreement with those of
Jeddy et al., where maternal serum concentrations of selected PFASs were also negatively
associated with early language development in 15 and 38 month-old girls. In this study,
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vocabulary was mostly impacted, although there was no consistent pattern of association across
all measured PFASs and endpoints (509). The results of Zhou et al. showed a decreased score
in communication at 6 months on the Age and Stage Questionnaire (ASQ) (449); most
associations remained significant in boys in sex-stratified models, but results were no more
significant at 12 and 24 months. Finally, Luo et al. also demonstrated a negative impact of
prenatal PFASs on language scores of BSID at 2 years (507). In older children, an English study
performed on children aged 7 years demonstrated negative associations between prenatal
exposures to PFOA and PFOS and performances at the Boston Naming Test, a visual
confrontation naming test which measures the word retrieval or word finding performance of a
subject (493). More recently, Oh et al. showed a negative correlation between prenatal PFOA
exposure and language scores subtests of the Mullen Scales of Early Learning test at 2 and 3
years. However, these results are inconsistent with some other studies that did not demonstrate
specific language impairment following PFASs exposure (376,450).

Overall, these results lead us to speculate that mixtures might have greater and more
complex action on cognitive abilities than individual compounds. The aggregate effect of these
chemicals might be more impactful because some of these toxics act via shared biological
pathways or affect multiple pathways implicated in neurodevelopment. For instance,
organochlorine pesticides, PCBs and PFASs pass through the placenta, enter the fetus, and have
a direct toxic action on the developmental brain (583). Moreover, these molecules can impact
thyroid and gonadal hormone homeostasis (584,585), as well as epigenetic processes, such as
DNA methylation (586,587), which are known to be critical for the brain development. The
potentially deleterious effect of a combination of POPs, particularly PFASs, on intellectual
function has been raised by our data. DDE seems to have the most important deleterious impact
in our study. This EDC, like PCBs, is relatively less represented in recent literature and its
effects in mixtures are probably underestimated. Moreover, unlike highly PCBs-exposed
populations who retained lower intellectual skills (433), most studies carried out on populations
that are also less exposed no longer demonstrated such significant effects (440-
442,455,465,471,472,482,513,588-595). This threshold effect, or the lower sensitivity of the
WPPSI to detect subtle effects on certain cognitive functions such as attention or memory, could
explain the lack of major impact of PCBs in our study.

Sex difference

In our study, we showed that the impact of maternal POP concentrations on cognitive
scores was consistently greater in boys compared to girls. By definition, EDCs increase the risk
of childhood neurodevelopmental disorders by interfering with hormone signaling or
metabolism. The thyroid axis constitutes a major target because of its involvement in neuronal
migration, synaptogenesis, and myelination during gestation and early childhood (596).
However, many POPs, such as PFASs (374) and PCBs (10), also act on the steroid axis which
plays a critical role in brain organization of the neuroendocrine circuitry that coordinates sex-
specific physiology. Numerous neurons express steroid hormone receptors during different
stages of development, making them likely targets of chemicals (597). Therefore, considering
hormonal and metabolic differences observed between girls and boys, POPs impinging on
steroid sensitive circuitry in the brain could exert effects on cognition in a gender dependent
manner (533). Furthermore, many other biological mechanisms may explain the heightened
vulnerabilities of the male brain to toxics, in comparison to the female brain. Some animal and
human studies have shown differences especially in oxidative processes, neuroprotection
phenomena, and POP pharmacokinetics (accumulation, distribution, clearance) between males
and females (533,598). In addition, some epigenetic mechanisms are hormonally regulated and
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may modulated the effects of early life POPs exposures on long term health outcomes (598).
Finally, the timing of exposure may also have a big influence on whether or not the chemical
remains biologically active. This is probably most important during fetal development due to
the incomplete formation of the blood-brain barrier and the maturation of key endocrine
systems which are therefore extremely sensitive to disruption by chemicals with hormone-like
activity (552).

Numerous articles have suggested sex-specific effects of EDCs on cognitive function.
For example, 2 studies showed greater vulnerability of intellectual functioning to PCBs in boys.
The first documented that accidental contamination in Taiwan had more impact on Raven's
Matrices tests in Yu-Cheng boys (556). In the second, lower scores on the Snijders-Oomen non-
verbal intelligence tests (SON) were found in boys exposed to PCBs. However, these last results
were linked to PCB 118 (484), which was not selected in our study due to lack of detection in
our population. Concerning PFASs, in the World Trade Center birth cohort, child sex modified
the association between PFOS and the mental development index measured using the BSID at
2 years, with the observed relationship being positive for females and negative for males®’. In
the study of Goodman et al. (375), every doubling of PFOA, PFOS or PFHxS was inversely
associated with performance IQ measured by WPPSI-III at age 3 in males only. In the same
study, every quartile increase in the WQS index was associated with poorer performance IQ in
males, PFHxS contributing the largest weight to the index. In Liew et al., a no dose-response
pattern sex-specific correlations were also found: in girls, the second quartile of PFOA and the
third quartile of PFNA were associated with higher IQ scores on WPPSI-R at 5 years compared
with the lowest quartile; in boys, the second quartile of PFHxS appeared to be associated with
lower IQ (599). A deleterious effects of mixtures of PFASs has been reported on FSIQ at age 7
in boys in the studies of Tanners (581). Finally, in Vuong et al., prenatal PFOA was positively
correlated to FSIQ of the Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC) at age 8 in girls only
(511). In contrast, the Hokkaido Study found a lower mental developmental index of the Bayley
Scale in girls only at 6 but not at 18 months (562). Oh et al. observed also sex-specific
correlation with negative association between PFHxS and Composite Scores of the Mullen
Scales of Early Learning (MSEL), a standardized developmental test, at 12 months of age in
girls only (446). Gaspar et al. demonstrated an impairment on FSIQ of the WISC at age 7
exclusively in girls exposed to 4,4’-DDE (600), while this toxicant is curiously the one that has
the most deleterious impact on intelligence in boys in our mixture. Furthermore, other studies
have found no consistent pattern between PFASs and sex-specific neurodevelopmental effects
(450). To conclude, although more evidence and systematic analyses are required to specify the
differential impact of chemicals on intellectual development, our finding of male vulnerability
to prenatal toxic exposure appears to be consistent with most research examining sex-specific
effects of POPs (479,484,556,599), and the broader literature on developmental neurotoxicity
of some others EDs (601,602) and metals (603,604).

Positive correlation

We observed significant positive associations between PC1 (i.e., higher PFASs
exposure overall) and better VSI and WMI scores. These “protective” associations between
various PFASs and cognitive ,outcomes are surprising but in line with some previous studies
mentioned above (414,426,445,599). It has been suggested that some seafood-related
contaminants such as PFASs and PCBs (589) could act as a proxy for fish nutrients, manifesting
protective associations actually related to the benefits of seafood consumption. PFASs may also
exert neuroprotective effects by activating human peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) which have anti-oxidant and anti-inflammatory actions (605-607). Even if these
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positive associations between some PFASs and cognition were not reported in all studies, it
certainly warrants further investigation.

Statistical analysis

Assessing the impact of EDCs through the existing literature remains challenging.
Differences in population demographics, covariate adjustment, toxic choices, exposure levels
and timing, single versus multi-pollutant analyses, statistical tools used, or random error may
explain diverging results across studies for these chemicals. At any rate, these different findings
indicate that co-occurring chemical exposures modelling might identify some outcomes that are
missed in single regression models that do not adjust for or take into account co-exposure
effects. We chose two complementary dimension reduction techniques since they provided
interpretable profiles of cumulative environmental chemical exposure that could be used to
predict health outcomes. While PCA and WQS allow analysis of uncorrelated substrate
mixtures, they create non-overlapping exposure profiles whose analysis is complementary.
More specifically, PCA reduces the number of features by creating vectors that explain
variation in related features, whereas WQS gives a weight to each substrate based on its impact
on the variable of interest. PCA 1is therefore more representative of the exposome of the
population studied whereas the WQS allows more easily generalizations on the effect of certain
mixtures. Given these complementary but different models, our results on PCA and WQS were
expected to differ. These observations are in agreement with those of other studies exploring
multiple complementary statistical approaches (608).

Strength and limitations

One strength of our study is its prospective design. We measured several of the most
frequently detected POPs to assess their effects on intellectual development. Given their
persistent nature, a single sample can be considered representative of long term exposure, unlike
non-persistent compounds. Measurement were done on the child’s cord blood, which represents
direct exposure of the subject during a period of high vulnerability for brain development. We
use standardized tests with trained examiners to assess main cognitive outcomes, including
FSIQ and its indexes. We conducted our analyses using two validated and complementary
statistical approaches to study the joint effect of a mixture of POPs, taking into consideration
the main confounding factors. The selection of relevant chemicals and the use of PCA and WQS
reduce the number of variables studied and, therefore, the risk of association by chance. The
main limitation of this study includes the relatively small number of patients and the low
participation rate in the context of Covid epidemic. A selection bias is not excluded. The results
of the present study need to be confirmed with a larger cohort. In this respect, the study of a
larger cohort would make it possible to control for postnatal environmental risk factors such as
the importance of intellectual stimulation, or levels of chemical contamination. The average 1Q
of our population was in the upper average range (mean 106.54), which might be partly
explained by the higher education level of the parents. Indeed, although parents’ 1Q has not
been evaluated, there is some evidence of increased heritability and decreased shared
environmental variance of intelligence at higher levels of parental education. As some of the
findings reported in the literature review might hold only for more vulnerable subgroups, it is
possible that optimal child stimulation can help compensate for subtle negative influence related
to POPs exposure. Moreover, co-exposure to other unmeasured contaminants could be
accountable for some of the correlations highlighted. For example, strong association between
PCBs and mercury makes it less likely to observe independent relationships between PCBs and
cognitive outcomes after statistically controlling for the other contaminants (467). Finally, IQ
measurement paves the way for more in-depth investigation of cognitive development. Other
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complementary analyses remain essential in order to determine more subtle effects of early
exposure to a mixture of POPs on more specific cognitive domains such as motor abilities,
attention, learnings and memory skills. Since EDC exposures may contribute substantially to
neurobehavioral disease, with a high probability of significant costs, and potential risk of multi-
transgenerational effects, a better understanding of EDCs' effects on human health is crucial to
developing future regulatory strategies to prevent exposure and ensure the health of today's
children and future generations.

Conclusion

Intelligence is a lifelong trait that has a strong influence on educational attainment,
career success, mental well-being, adult morbidity, and life expectancy (609). Understanding
the influence of environmental factors on children’s cognitive outcomes is an important area of
inquiry. In addition, it is fundamental to emphasize the importance of using mixture methods
to assess the effect of co-exposure to multiple toxics.

In this prospective birth cohort study, an exposition to prenatal EDC mixture was
associated with decreased scores of intellectual abilities in pre-school children with a sex-
dependent effect. FSIQ and FRI scores are negatively impacted by POPs in boys only, while
language abilities are lower in girls exposed to a mixture of PFASs. Our findings support the
hypothesis that EDCs are negatively associated with child neurodevelopment.

Though POP levels have been steadily decreasing since their regulation, their
persistence in the environment and in human tissue make them a continuing public health
concern. Further studies are required to confirm and clarify the observed results.

124



Résultats

ARTICLE II

Barrea et al. Environmental Health (2025) 24:11 Environmental Health
https://doi.org/10.1186/512940-025-01156-9

RESEARCH Open Access

Neuromotor Effects of Early-Life Exposure to a Mixture of
Endocrine Disruptors in Belgian Preschool Children.

Christophe Barrea'-2, Patrice Dufour?, Pirard Catherine3, Corinne Charlier’,
Fanny Brever?, Anne-Simone Parent!2, Laurence Rousselle*

1. Department of Paediatrics, University of Liege (ULg), CHU, 4000, Liege, Belgium

2. GIGA Neurosciences, Neuroendocrinology Unit, University of Liege (ULg), CHU, 4000,
Liege, Belgium

3. Laboratory of Clinical, Forensic and Environmental Toxicology, University of Liege
(ULg), CHU, 4000, Liege, Belgium

4. Research Unit for a life-Course perspective on Health and Education, University of Liege
(ULg), CHU, 4000, Liege, Belgium

The last two authors contributed equally

https://do1.0org/10.1186/512940-025-01156-9

125



Résultats

Abstract

Objective

Children gradually develop motor skills that enable them to move efficiently in various
daily activities such as self-care, academics and sports. The impact of prenatal exposure to
endocrine disruptors (EDCs) on these performances remains understudied and current results
are inconsistent. This study aims at examining the neuromotor function of Belgian
preschoolers exposed in utero to a mixture of some of these chemicals.

Methods

From 2014 to 2016, 66 children (35 boys and 31 girls) were recruited for a longitudinal
cohort study. Two polychlorinated biphenyls (PCBs) and four perfluoroalkyl substances
(PFASs) were measured in cord serum. A standardized motor evaluation, the Movement
Assessment Battery for Children II (MABC-II), and a clinical sensori-motor assessment
examining minor neurological dysfunction were administered at 6 years of age. The impact of
the mixture of EDCs on neuromotor outcome measures was evaluated using two validated
statistical models. Sex-specific analyses were also conducted.

Results

Using a principal component analysis, a negative association was identified between a
mixture of PCB-153 and -180 and the Total Clinical examination score in the whole population
(B (95% CI) = -15.8 (-26.51; -5.09), p = 0.005). After stratification by sex, negative
associations were observed between the Gross Motor score of the MABC-II test and prenatal
exposure to a mixture of PFASs and PCB-180, specifically in boys. This association was
consistent across both the weighted quantile sum regression model (§ (95% CI) = -2.36 (-3.42;
-0.62), p = 0.023) and the principal component approach (B (95% CI) =-1.09 (-2.15; -0.13), p
=0.044).

Conclusion
Our findings suggest that the neuromotor function of young children is adversely
influenced by prenatal exposure to toxicants in a sex-specific manner.

Keywords (7): Endocrine disrupting chemicals - mixture - motor - minor neurological
dysfunction - preschool - sex-stratified effect
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Introduction

The effects of endocrine disruptors (EDCs) on neurodevelopment represent a growing
concern in modern societies. Among these toxics, persistent organic pollutants are man-made
chemicals historically used for a wide variety of industrial purposes such as flame-retardants,
solvents, and pesticides. They are widespread and stable environmental toxicants, highly
resistant to biotransformation and environmental degradation. Despite the fact that the
production and use of these chemicals has been banned or limited by law, exposure to many of
these compounds such as polychlorinated biphenyls (PCBs) and perfluoroalkyl substances
(PFAS:Ss) persists (610,611). More importantly, these contaminants cross the placenta during
pregnancy and bioaccumulate in foetal tissues (612).

According to the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) hypothesis
(613), environmental exposure to EDCs may lead to potential health effects, including a range
of deficiencies in motor development. The foetal and early postnatal periods are particularly
vulnerable to such effects due to rapid brain development (614). During the first weeks of life,
neurological assessment is primarily based on the evaluation of active and passive muscle tone.
Infants with hypotonic phenotypes are known to have lower psychomotor development at 2—3
years of age (57). In school-aged children, motor skills range from gross motor coordination
and balance to fine motor performance, which are necessary for daily personal care, academic
achievements and athletic activities (59). Consequently, poor movement performance often
leads to reduced participation to educational activities and learning abilities, with long-term
detrimental impacts on self-confidence and academic success (60,61). In this context, a
neuromotor assessment looking for minor neurological dysfunction (MND) has been
systematically carried out in some countries to identify children at-risk of motor developmental
disorders as early as possible. MND is defined as neurological dysfunctions, such as choreiform
dyskinesia, mild diffuse hypotonia, or mild impairment of fine manipulative ability, which is
not attributable to a brain injury such as cerebral palsy (65). MND is well predictive of increased
neurodevelopmental disorder. Furthermore, MND in school-aged children is associated with
neurodevelopmental disorders, such as developmental coordination disorder or learning
disabilities (62—-64). As it is widely accepted that performance at the beginning of primary
school partly predicts later school careers, this evaluation usually takes place before entering
elementary school.

Some EDCs are suspected to alter neuromotor development. Studies in different animal
models have shown an impairment of motor function associated with prenatal exposure of
EDCs (419-421) and suggested possible sex-related differences that could make males
particularly vulnerable (422—424). In humans, results are less consistent. The neurotoxicity of
EDCs was first recognized through accidental poisoning incidents in Yusho (Japan 1968) and
Yu-Cheng (Taiwan 1979): babies exposed to PBCs in utero exhibited slowness, lack of
endurance, hypotonia, jerkiness, and clumsy movement (317). The children of Yu-Cheng were
closely monitored, and a number of adverse outcomes were associated with PCBs poisoning,
including lower Bayley Scales of Infant Development (BSID) psychomotor scores, which
assesses body control, large muscle coordination, fine hands and fingers movements, and
dynamic movement (431). Compared to unexposed infants they also showed delay on 32 of 33
developmental milestones, including turning pages, holding pencils, imitating drawn circles,
and catching a ball (430). At 7-12 years of age, Chen et al. 1994 (432) did not report anomalies
on the standard neurological examination but observed subtle signs consisting of mirror
movements, mild to moderate deficits in finger-thumb opposition, and choreiform movements.
In the years following the Yusho and Yu-Cheng poisonings, several epidemiological studies
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were conducted to investigate the impact of antenatal environmental exposure to PCBs and
other EDCs on motor functioning. Although most studies reported either null or inverse
associations, the epidemiological findings to date remained inconclusive (189,439,561,615).
These inconsistencies might be explained, to some extent, by the different methodological
approaches and population-specific effects, potentially resulting from dose-dependent
responses (88). Various assessment tools were used, including neurological examination,
neurodevelopmental evaluations as well as more specific motor tests. Furthermore, humans are
typically exposed to mixtures of environmental endocrine—disrupting chemicals
simultaneously, yet most studies focused on single chemicals or a class of similar chemicals.
By neglecting the influence of EDC mixtures, prior research may have failed to capture the
synergic and/or cumulative health effects of EDCs, due to correlated co-pollutants (572).
Finally, some authors investigated sex-specific associations between prenatal exposure to EDCs
and neurodevelopmental outcomes in children (448,449,457,484,616). The main goal of this
study was to evaluate the neuromotor effects of early-life exposure to a mixture of EDCs in
preschool children using two validated statistical approaches. Given the evidence of sex-
specific effect reported in the literature, analyses were performed both on the whole population
and within sex-stratified subgroups.

Methods

Study participants: Participants were part of the EPOPEE study described elsewhere
(617). Briefly, mother-child pairs from the general population were recruited through the
maternity of the University Hospital of Liege (Belgium) between 2014 and 2016. Umbilical
cord blood samples were collected, centrifugated and stored at -80°C immediately after
delivery. Inclusion criteria include the absence of ante/perinatal disease, prematurity and
chronic affection. Of the 212 original participants, 77 gave their consent to participate in the
motor and clinical evaluation at 6 years of age, before starting elementary school. Finally, only
66 of them had enough cord blood to perform a dosage of all EDCs studied and were selected
for the present study. This study was approved by the local biomedical Ethics Committee of the
University Hospital of Liege.

Exposure: EDCs in cord blood were measured using a detailed analytical method
described in Dufour et al (548). Briefly, four organochlorine pesticides, namely -
hexachlorohexane (B-HCH), hexachlorobenzene (HCB), trans-nonachlor and 4,4’-
dichlorodiphenyldichloroethylene (4,4’-DDE), 4 PCBs (PCBs-118, -138, -153, and -180) were
analysed following the methodology outlined by Pirard et al. (300). The concentrations of seven
PFASs ((perfluorooctane sulfonate (PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA), perfluorohexane
sulfonate (PFHxS), perfluorononanoic acid (PFNA), perfluorodecanoic acid (PFDA),
perfluoroheptanoic acid (PFHpA) and perfluoroundecanoic acid (PFUdA)) were determined
based on the protocol described by Karrman et al.(618). The analytical methods were validated
according the total error approach in order to meet the ISO17025 standards and the guidelines
of the French Society of Pharmaceutical Science and Technique (619). For each EDC, the limit
of quantification (LOQ) was determined during the validation process and defined as the lowest
concentration measurable with a maximal uncertainty not exceeding 40%. Only EDCs with a
detection rate above the LOQ in more than 50% of sample were included in the analysis (620).
This resulted in the selection of two PCBs (PCBs-138 and -180) and four PFASs (PFOS,
PFOA, PFHxS and PFNA). As recommended by Lubin et al. (621), values below the detection
limit were replaced using multiple imputation techniques to create five imputed datasets (K =
5) (622,623). Finally, a logarithmic transformation was applied to reduce the dispersion and
satisfy normality assumptions of our models.
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Motor outcome: Motor outcome was assessed using the Movement Assessment
Battery for Children II (MABC-II), a standardized test of motor skills for children 4 to 12 years
of age (67). This test, widely used in practice and in research, yields a score for total movement
performance based on separate scores for fine motor skills (manual dexterity), ball skills (object
control), and static and dynamic balance (postural control). Standardized scores for each subtest
as well as the total score range from 0 to 20, with higher score indicating better performance.
In our study, the last two subtests were combined to have a global measure of gross motor skills.
The MABC-2 assesses motor skills in children aged 3 to 6 years through a set of age-appropriate
tasks. In addition, each child was tested for signs of minor neurological dysfunction using the
standardized protocol developed by Willems G. et al (66) (Appendix IIC). This clinical sensori-
motor assessment, inspired by the works of Kalverboer A.F. (624) and Bax M. (625), was
specifically created to offer a comprehensive school-entrant medical examination and to
highlight children at risk of developing motor or learning disorders. The Willems examination
consists of 89 items including motor tasks, as well as sensory evaluation. Each item receives a
score of 2, 1 or 0 depending on whether the test was passed, hesitant, or failed. Medical elements
were also considered and scored from 2 to 0 according to their deviation from the norm. This
assessment gives an overall score out of 500 points which is predictive of learning disabilities,
a lower score indicating a higher risk of learning difficulties, mainly when entering primary
school. In our study, a motor-specific clinical score which focused only on motor items (max
score = 150) was also taken into consideration. The MABC-II and the clinical evaluation were
performed in a standardized manner by the first author, blinded to EDC exposure.

Covariates: Data regarding the parents and child were obtained through a general
questionnaire completed during the first study visit. Additional information was collected from
hospital medical records. These data included maternal age at delivery, parity, duration of
breastfeeding, parental education (categorized as having a diploma higher than high school or
not), parental smoking status, maternal alcohol consumption during pregnancy, gestational age,
child birth weight, age during testing and child’s sex. Children’s thyroid function was assessed
by measuring thyroid stimulating hormone (TSH) levels in a dried blood spot collected three
days after birth. The main confounders were selected based on prior knowledge, according to
Directed Acyclic Graph theory (626) (maternal and paternal education, maternal age, maternal
and paternal smoking, multiparity, gestational age, birth weight and gender) (Appendix IID).
Furthermore, models were adjusted for child's age as this parameter greatly influences the
outcome. Some parameters (peri/antenatal disease and the presence of a chronic affection), used
as exclusion criteria, were not included in the models. Finally, other covariates (alcohol
consumption during pregnancy, thyroid function, breastfeeding) were selected a priori based on
previous literature as they greatly influence the development of cognitive functions (49,50).
The associations between each variable and the outcome were then evaluated: Student tests
were used to test group differences for binary variables, while univariate regression models
were carried out to assess the effects of continuous variables on outcome measures (Appendix
IIE). Variables associated with motor scores at a significant level of p < 0.20 were included as
covariates in the final analysis (627). The results indicated that all tests were influenced by
parental educational level and smoking status. There was an effect of age on the Total and
Motor specific clinical scores of the clinical examination, as well as the Global and the Fine
Motor scores of the MABC-II. Additionally, the Total score of the Clinical examination and all
scores of the MABC-II were influenced by the age of the mother at delivery. The sex of the
child and the breast-feeding duration impacted the Fine Motor score of the MABC-II. Lastly,
only the Global score of the MABC-II was influenced by multiparity (Table 7).
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Table 7: Selected covariates for each cognitive test; Student tests were used for binary
variables, while univariate regression models were carried out for continuous variables.

Cognitive testing Selected covariates
Clinical Total score Mother and father smoking status and educational level, age of the child during the test,
examination age of the mother at delivery.
Motor specific Mother and father smoking status, father educational level, age of the child during the test
clinical score
MACB-II Global score Multiparity, mother and father smoking status and educational level, age of the child
during the test, age of the mother at delivery.
Fine Motor Sex of the child, mother and father smoking status and educational level, age of the child
during the test, age of the mother at delivery, breast feeding duration
Global Motor Mother and father smoking status and educational level, age of the mother at delivery.

Statistical analysis: We computed descriptive statistics for exposure and outcome
variables, as well as model covariates. Two different statistical models were employed to
explore the association between MABC-II and Clinical examination scores and prenatal
exposure to a mixture of EDCs. Given that some chemicals are correlated, classic regression
models were rejected because they are subject to dimensionality and collinearity issues.

So, we first specifically used Principal Components Approach (PCA) to reduce the the
set of original variables and to extract a smaller number of principal components (Comp).
Components explaining at least 50% of the variance cumulatively were selected (628). Multiple
linear regression models were then used to investigate the association between each component
and Global Motor and Clinical examination scores while controlling for relevant covariates
(88).

Secondly, generalized Weighted Quantile Sum (WQS) regression was used to quantify
the cumulative effect of EDCs exposures and to estimate the relative contribution of individual
components of the mixture to the outcomes of interest (580). To achieve this, the overall
exposure to the mixture of EDCs was summarized by estimating a body burden index (the WQS
index). We used quartiles of exposures with 100 bootstrap samples, a 60% validation dataset,
and a negative coefficient constraint. The final index was then included in a regression model
to evaluate the overall effect of the mixture on the outcomes of interest. To identify the
chemicals most strongly associated with the outcome, significant components of the WQS
index were determined by comparing the average weight for each component against a
sectioned threshold parameter, 1. In our analysis conducted with six components, we used t =
1/6 =0.167. To ensure the stability of our data and to approximate the repeated holdout strategy
described by Tanner et al. (581), the standard WQS analysis was repeated (rh = 100) to simulate
a distribution of validated results from the underlying population. The mean and confidence
intervals (95% CI) for the WQS index B coefficient and the chemical weights in relevant
situation were considered (Appendix IIF).

Finally, given the concern about the hormonally active property of some EDCs (629)
and the sex-specific effects observed in animal models (422,424), analyses were conducted on
both the total and sex-stratified populations. All analyses were performed using R software
version 4.1.2 (630). The miWQS package was used for WQS regression analysis (631). The
MIPCA package (632) was applied as a preliminary step to perform multiple imputation before
running PCA model with the FactoMineR package (633). Statistical significance was set at a
p-value of 0.05.
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Results

Descriptive analyses

General characteristics of the study sample are summarized in Table 8. In total, 66
participants were included in the analysis, with a slightly larger proportion of boys (53%). All
children were born at full term with an average weight of 3307g. Half of them were the first
child of their mother, and a majority were breastfed (80%). The average age of the children at
testing was 5 years and 9 months. The average maternal age was 30 years old at delivery.
Mother generally did not smoke or consume alcohol during pregnancy. More than half of the
mothers (67%) and the fathers (58%) had education attainment higher than high school.

Table 8 presents an overview of children’s motor and clinical outcomes. The mean (+
SD) for Total Clinical examination score and Motor specific clinical score were 342 (£ 51) and
94 (£ 17) respectively. Only one child had a Total score under 200. Concerning the motor
evaluation with the MABC-II test, 55% of the population had a Global score in the normal
range (7-13); 36% and 9% of the participants were respectively under vs above the average
range. The mean (+ SD) for global MABC-II score, Fine Motor score and Gross Motor score
were 8 (£ 5), 9 (£ 3) and 17 (£ 8) respectively. Note that there was a significant correlation
between the Motor specific clinical score and all scores of the MABC-II test (p < 0.001).

Table 8: Demographic characteristics and cognitive scores

Variable N N (%) Mean SD Min Q1 Med Q3 Max
Sex (male) 66 35(53)
Age during tests (years) 66 5.72 0.34 5.08 544 573 6.01 6.41
Maternal age at delivery (years) 66 30 5 18 28 30 33 42
Parity (multiparous) 66 33 (50)
Gestational age (days) 66 276 9 252 270 278 284 289
Birth weight (kg) 66 3.31 0.50 2.28 298  3.30 3.62 5.01
TSH (mUI/L) 66 5.32 3.19 0.10 330 4.55 7.07 16.6
Alcohol during pregnancy (> 1 serving/month) 66 5(8)
Breast feeding 66 53 (80)
Smoking parents 66
Smoking father 12 (18)
Smoking mother 13 (20)
Parental educational level (> high school) 66
Mother 44 (67)
Father 38 (58)
Clinical evaluation
Total score 66 342 51 174 306 351 377 439
Motor specific clinical score 66 94 17 30 86 95 104 122
MABC-II
Total score 66 8 5 1 5 8 10 15
Fine Motor score 66 9 3 1 6 10 11 14
Gross Motor score 66 17 8 9 14 16 20 28

Six chemicals were detectable in more than 50% of the study population. The median
concentration, geometric mean concentration, and distribution of these chemicals are shown in
Table 9. PCBs were detected in 83% of the samples and included PCB-153 and -180 with a
detection rate of 55% and 77% respectively. Finally, in 98% of the samples, at least one PFAS
was found. PFOA was the most represented PFASs (mean: 0.79 ng/mL), followed by PFNA
(mean: 0.18 ng/mL), PFOS (mean: 1.07 ng/mL) and PFHxS (mean: 0.20 ng/mL). No significant
differences between girls and boys were found regarding exposure to EDCs and neuromotor
scores (Appendix IIG).
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Table 9: Detection rate above the limit of quantification (LOQ), geometric mean concentration,
standard deviation (SD) and quartiles of the EDCs considered in the study. Concentrations
were expressed in ng/mL.

Variable N N(®) LOQ Mean SD Min Q1 Med Q3 Max
>LOQ (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

PCBs

PCB-153 66 36 (55) 0.07 0.07 0.03  <LOQ <LOQ 0.08 0.08 0.19

PCB-180 66  51(77) 0.05 0.06 0.03 <LOQ 0.05 0.06 0.07 0.18
PFASs

PFHxS 66 42 (64) 0.15 0.20 0.15 <LOQ <LOQ 0.17 0.27 0.89

PFOA 66 62 (94) 0.25 0.79 0.48 <LOQ 0.41 0.73 0.99 2.94

PFNA 66  52(79) 0.10 0.18 0.12 <LOQ 0.11 0.15 0.24 0.53

PFOS 66  51(77) 0.50 1.07 1.20 <LOQ 0.56 0.81 1.24 9.21

EDCs and neuromotor outcomes

Principal components approach

Pairwise Pearson correlations among cord blood concentrations of chemicals are shown
in Figure 16A. Analyses indicated that several EDC concentrations are moderately correlated.
PCA identified two main components accounting respectively for the 40.9% and 23.2% of the
total variance. Loading factors for each chemical on each component are presented in Figure
16B. The first component (Compl) was characterized by significant loading factors for all
PFASs and PCB-180. The second component (Comp2) had high loading factors for PCBs-153
and -180.

Figure 16: Pairwise Pearson’s correlation coefficients between individual EDCs (A) and
between the two components and EDCs (B); positive correlations are highlighted in blue and
negative correlations in red.
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Adjusted multivariate regression analysis were conducted to examine the relationship between
PCA components and motor outcomes (clinical evaluation and MABC-II assessment). In boys
and girls taken together, Comp2 was negatively associated with the Total clinical examination
score (B (95% CI) = -15.8 (-26.51; -5.09), p = 0.005). Additionally, sex-specific analyses
revealed negative association in boys only, specifically on the Gross Motor score of the MABC-
IT ((B (95% CI) =-1.09 (-2.15; -0.13), p = 0.044) (Table 10).
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Table 10: Adjusted multivariate regression coefficient  (95% confidence intervals (CI))
between PCA components and the Clinical examination score or MABC-II test in preschool
children. Component 1 (Compl) included all PFASs and PCB-180; Component 2 (Comp2)
included PCBs-153 and -180. Statistically significant results (p < 0.05) are indicated in red bold.

Clinical Examination MABC-II
Total Score Motor specific Total Score Fine Motor Gross Motor
clinical score
B (95% CI) B (95% CI) B (95% CI) B (95% CI) B (95% CI)
0.69 (-9.40;8.02) 1.02  (-1.81;3.85) 20.03  (-0.61;0.56) 033 (-0.18;0.84) 025 (-1.01;051)
1040 (-1.48;22.28) 326 (-0.78;7.29) 0.94  (-0.01 ; 1.90) 091  (-0.08; 1.74) 077  (-0.47.2.01)
9.80 (-22.48;2.88) 20.08  (-4.10;3.95) 20.63  (-1.40;0.13) 0.05  (-0.61;0.71) 109 (-2.15;-0.13)
1580  (-26.513-5.09)  -0.72 (-4.26;2.82) 20.06 (-0.80;0.69) 032 (-0.99;0.34) 025 (-1.21;0.72)
21076 (-25.00 ; 3.48) 124 (-6.26;3.78) 0.04 (-1.18; 1.25) 20.19  (1.38. 1.00) 20,075 (-1.74. 1.59)
1535 (-34.17 ; 0.46) 045 (-5.67;4.78) 0.09 (-1.13; 1.31) 017 (-1.20; 0.86) 0.0 (-1.66; 1.46)

Weighted quantile sum model

The results of the WQS model are presented in Table 11. No correlation was found
between the WQS indexes and either the scores of the clinical examination or the MABC-II in
the whole population. After stratification by sex, significant negative association was observed
with the Gross Motor score of the MABC-II, but only in boys (B (95% CI) = -2.36 (-3.42; -
0.62), p = 0.023). Among the six chemicals included, PFOA, PFNA and PCB-180 were the
primary contributors to the negative effect, collectively accounting for more 50% of the
observed association with the motor outcomes (Table 12).

Table 11: Adjusted associations (p coefficient and 95% confidence intervals (CI)) between WQS
index and scores of the clinical examination and the MABC-II test performed in preschool
children. Statistically significant results (p < 0.05) are reported in red bold.

Clinical Examination MABC-II
Total Score Motor specific Total Score Fine Motor Gross Motor
clinical score
B (95% CI) B (95% CI) B (95% CI) B (95% CI) B (95% CI)
777 (2586;1135) 201 (-4.25;8.82) 047 (-1.48;0.57) 025 (-0.58;1.11) 114 (245;028)
931  (-13.32;21.52) 619  (-2.02;14.20) 041 (-120:2.01) 051 (-031:191) 170 (-0.70;2.52)
174 (-29.41;7.65) 2097 (-6.28:7.99) SL17 (2.41;0.08) 027 (-1.43;0.84) 236 (3.42;-0.62)

Table 12: Weights from weighted quantile sum regression for pollutant index and risk of lower
Gross Motor score of the MABC-II test in boys. Weights above 0.167 are in bold

Increased risk of developing a
lower Global Motor score in Boys

Chemical Weight
PFOA 0.38
PFNA 0.25

PCB 180 0.18
PFHxS 0.09
PFOS 0.08
PCB 153 0.02
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Discussion

We assessed cord blood concentrations of six EDCs and investigated their combined
effects on child neuromotor development at 6 years of age. PCA revealed a negative association
between the second component (Comp?2) and the Total score of the clinical examination in the
whole population. Comp2 was characterized by high loading factors for PCB-153 and -180.
Sex-specific analysis showed a negative association between exposure to a mixture of EDCs
and the Gross Motor score of the MABC-II in boys, as identified by both PCA and WQS. PCA
highlighted PFASs and PCB-180 as significant loading factors, while WQS identified PFOA,
PFNA, and PCB-180 as the chemicals with the greatest impact.

Impact of EDC mixtures on motor skills in children

Effects of antenatal exposure to PCBs or PFASs on the development of motor function
are inconsistently reported in literature (Appendix IIA and IIB). Prenatal PCB exposure has
been shown to be associated with altered neonatal motor performance and reflexes
(297,434,451,634) in some studies but not others (452—456). In toddlers, associations between
antenatal exposure to some PCB and more minor neurological dysfunctions were reported
(457-460). However, no or positive correlations (455,457,461-463) were found in other similar
studies. Using developmental assessment instruments, mostly the psychomotor index of the
BSID, some studies demonstrated a negative association (440—444). However, 13 other studies,
overall more recent and carried out on a smaller population, did not confirm this findings
(436,455,484,504,557,561,588,590-595). Higher levels of organochlorine pollutants were,
however, linked to significant motor delay in one of them (484). Most studies using quantitative
motor or visuo-motor tests, such as the Motor domain area of the McCarthy Scales of Children’s
Ability test, failed to identify specific impairment (459,463—471,635). Interestingly, scores
worsened at 7 years of age when parental and home characteristics were less optimal (488).
More recently, Forns et al. reported poorer fine motor skills associated with greater prenatal
exposure to PCB-153, but not to other PCBs such as -118, -138, or -180, at 4 years of age (635).
Additionally, one single Dutch study identified detrimental influence of antenatal exposure to
PCB-183 on ball skills in 14-year-olds assessed with the MABC test (472). No other article has
examined motor function in adolescents. Only one study analysed the impact of prenatal
exposure to PFASs on clinical examination using the Neonatal Network Neurobehavioral Scale.
This study found no association with any of the 11 outcomes (473), although a 10-fold increase
in prenatal PFOA exposure increased the odds of hypotonia. Among studies evaluating motor
development in infants, seven of them showed negative correlations (426,445,447
449,507,636) while three reported no association (562,637,638). In older children, specific
motor tests or questionnaires did not reveal negative impacts on fine or global motor functioning
(426,469,474). However, a positive correlation was found between antenatal PFOA exposition
and the Wide Range Assessment of Visual Motor Abilities (WRA-VMA) which assesses
visual-motor (drawing subtest), fine motor (pegboard subtest) and visuospatial (matching
subtest) skills (450). The effects of PCBs and PFASs had already studied together in large
cohort studies including the Sapporo/Hokkaido Study (562,590,593,616), the INMA Project
(426,444,635), and the INUENDO cohort (469). However, in these prospectives studies, each
chemical was analysed individually. Considering the interaction of various exposures, single-
pollutant models were less interpretable when studying correlated chemical pollutants. Studies
analyzing the effect of prenatal exposure to PFAS mixtures demonstrated negative associations
with motor development in children aged 1 to 3 years (445,449,507). However, these combined
effects were not investigated in older children. Evidence regarding the negative impact of
PFASs on motor development in older children remained inconclusive to date (426,469,474).
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To our knowledge, no prior study had analyzed the combined effects of PCBs and PFASs on
motor development.

Our results for the whole population were consistent with studies reporting negative
effects of antenatal PCBs exposure on neuromotor development. Furthermore, consistent with
previous research, PFASs did not appear to have significant negative effect on motor function
in preschool children when boys and girls were analyzed together. Interestingly, the negative
correlation observed in our clinical examination data, which does not seem to be fully explained
by motor deficit, leads us to suspect other cognitive impairments. Indeed, this test aims to
briefly evaluate the basic skills predictive of learning disabilities in primary school. It not only
includes clinical assessment of motor acquisitions, but also other prerequisites for learnings
such as attentional or language, all of which would deserve a more detailed analysis.

Sex impact

In sex-specific analyses, the negative association between Comp2 and the Total clinical
examination score was not significant. However, we showed a negative association between
antenatal exposure to a mixture of EDCs and the Gross Motor score of the MABC-II, as
observed in both the PCA and WQS models. In both approaches, a mixture of PCB-180 and
PFASs was implicated. Although our results had to be interpreted with caution due to the small
sample size, they were consistent with the existing literature. Indeed, most studies investigating
sex-specific associations between prenatal PCBs or PFASs exposure and child’s
neurodevelopment also suggested that boys were more vulnerable to environmental chemicals
than girls. Regarding psychomotor development at six months, Kishi et al. reported that higher
exposure to five PCB congeners was associated with a lower developmental score in boys,
compared with two PCB congeners in girls (616). Similarly, Berghuis et al. found that higher
exposure to PCBs was associated with more optimal scores in girls (457). The adverse effects
of antenatal PFAS exposure on motor development were also found to be larger in boys than in
girls (445,448,449). In the Flemish Environment and Health Study, prenatal exposure to higher
organochlorine pollutants, including PCBs, were associated with a significant motor delay, an
effects more pronounced in boys than in girls (484). However, some studies did not identify
any sex-specific correlations when boys and girls were analysed separately (426,450,507,562).
Finally, better motor skills at 4 years in boys more exposed to PFOA in utero were reported in
only one study, which assessed motor function using a simple questionnaire (638). Although
the exact mechanisms are unknown, some hypotheses underlying the sex-specific effects of
EDCs on motor development have been put forward. First of all, pharmacokinetic modelling in
animal studies has shown longer half-lives and a greater tissue accumulation of some EDCs in
male than in female rats (332,533,639). Chemical exposure during gestation may alter foetal
thyroid and sex hormone levels, which can adversely affect cognitive functions in later life, in
a sexually dimorphic manner (614,640). Furthermore, EDCs can have a direct deleterious effect
on specific neurons. For example, Nguon et al., who examined sex effects of a certain mixture
of PCBs on cerebellar development and motor functions in rat neonates, found a reduced
cerebellar mass in pups, more pronounced in male than female pups (641). The cerebellum
plays an essential role not only in motor control (including balance and coordination) but also
in motor learning and cognition. The development of the cerebellum takes place from the early
embryonic period until the first years of life making this brain area particularly vulnerable to
environmental insults (642). Another explanation for sex-specific effects can be the differences
in interference with the expression of genes, particularly those coding for hormonal receptors
(643). All these data are consistent with our findings that prenatal EDCs mixture exposure
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interferes with motor outcome mainly in boys. However, more studies should be conducted to
elucidate the sex differences of EDCs effect on neurodevelopment.

Strengths and limitations

Strengths of this study include the prospective design and the use of complementary
clinical methods to assess different components of neuromotor development. The selected
instruments were adapted for preschool-age children and more sensitive than traditional
questionnaires for measuring pre-clinical alterations in motor functions. All children were seen
by the same examiner to minimize the risk for bias due to interobserver variation. Moreover,
the main EDCs of three families of EDCs were collected at birth in blood cord. The long half-
life of these compounds in humans indicates a steady exposure condition during pregnancy. As
such, a single cord blood measure of EDCs levels has been suggested as a good indicator of
foetal exposure (644). Moreover, the ante- and perinatal periods constitute critical moments for
the development of the central nervous system. Finally, two validated statistical approaches
were used to evaluate the impact of a mixture of EDCs on neuromotor function, with analyses
adjusted for covariates collected prospectively.

However, some potential limitations of the current study should be mentioned. The main
limitation of this study includes the relatively small number of participants. There was
considerable loss to follow-up for neurodevelopmental assessment during the study period,
which increased the risk of selection bias. However, the characteristics of subjects in the
original cohort were similar to those in the final sample (548). Other toxicants such as lead,
which adverse effects on the developing brain have long been studied (645), could have been
added to the analyses. A choice had to be made taking into account the limited volume of the
blood sample. Additionally, the relationship between EDCs and developmental measures may
have been confounded by postnatal environmental influences that were not evaluated in the
present study. For example, environmental encouragement has been found to correlate with the
pace of motor skills development (646), but this kind of stimulation is difficult to calibrate.
Moreover, as mentioned by Torres-Sanchez et al. (565), children who were most exposed to
chemicals in utero seems to be those who are also exposed to less stimulating developmental
environment. In our population, the motor performance of participating children was rather
poor. This is in line with previous studies showing secular declines in physical activity in
children (647). Moreover, our results of clinical examination and movement performance
showed a trend towards improvement with increasing age, as previous studies have shown
improvement in manual dexterity (648), aiming and catching (649) and balance (650) with age.
Children around the age of 6 normally spend their time performing fine and gross motor
activities and the time spent practicing positively influence the mastery of specific prehension
skills (651). Concerning the clinical significance of the neuromotor developmental level
observed in this cohort of preschool-aged children, it is difficult to predict later motor
development or school functioning. Subtle neuromotor deficits are likely to interfere with
different skills depending on the motor function, such as the acquisition of writing skills. Also,
it remains to be determined whether and how the subtle motor deficits observed here persists
and have an impact on the acquisition of subsequent motor skills during development. Finally,
comparisons of results between different studies must be made carefully. Even on a same
toxicants family, compounds might exert opposite effects, and their actions can also vary
depending on factors such as the level of exposure, sex, or the presence of other pollutant(s)
(423).
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Conclusion

There is growing concern that exposure to some endocrine-disrupting chemicals during
critical periods of human development could increase the risk of neurodevelopmental disorders,
including motors disabilities. This study aimed to assess the neuromotor function of preschool
children exposed in utero to a mixture of PCBs and PFASs using two validated statistical
approaches. Our findings strengthen existing evidence that environmental toxicants adversely
affect the neuromotor development of young children, with boys appearing to be particularly
vulnerable. Further longitudinal research is needed to elucidate the long-term impacts of
prenatal exposure to chemical mixtures on motor development and related developmental
disorders.
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Abstract

Objective

Numerous studies indicate negative associations between early life exposure to
endocrine disrupting chemicals and various aspects of neurodevelopment. However, few have
focused on specific cognitive processes. Additionally, toxicants are often analysed
individually, without accounting for their combined effects. This study aimed at investigating
the impact of prenatal exposure to a mixture of endocrine disruptors on attention and executive
functions in young children and comparing their effects to those reported in the literature.

Methods

Two polychlorinated biphenyls (PCBs) and four perfluoroalkyl substances (PFASSs)
were measured in the cord blood from fifty-five children enrolled in a longitudinal Belgian
cohort study. At six years of age, attentional and executive functions were assessed using
specific neuropsychological tests. Associations between a mixture of toxicants and cognitive
performance were analyzed using the principal components approach and weighted quantile
sum regression, while accounting for sex differences.

Results

Higher prenatal exposure to PCB mixtures was significantly associated with an
increased number of omissions in the Divided Attention test. In sex-stratified analyses, this
association remained significant but was observed only in boys. Additionally, boys exhibited
reduced working memory and planning abilities following exposure to a mixture of PCBs and
PFASs. In contrast, antenatal exposure to a mixture of PCBs and PFASs in girls was associated
with reduced behavioral regulation, including inhibition control, as assessed by parent-reported
questionnaires screening executive functioning in daily life.

Conclusion

These results support associations between antenatal exposure to a mixture of
endocrine disruptors and attention and executive development, emphasizing a sex-specific
effect.

Keywords (6): Endocrine disrupting chemicals - persistent organic pollutants - mixture -
cognition - preschool - sex-stratified effect
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Introduction

Attention is a cognitive process that allows us to choose and concentrate on relevant
stimuli. It allows people to focus on information to create memories and to avoid distractions,
so that they can focus on and complete specific tasks (68,69). Attention is closely related to
executive functions (EFs) which encompass higher-order neurocognitive processes, including
inhibition, working memory (WM), and cognitive flexibility (70). EFs are recruited for
controlled action in new and/or complex situations, especially when well-learned, routine action
schemas are no longer adequate to meet the demands of the task (71). Both attentional and
executive functions play a critical role in almost every area of life, including school, work, and
relationships. They are essential skills for mental and physical health, academic and personal
success, as well as for cognitive, social, and psychological development (72). They are also key
components of behavioural and emotional regulation (75).

Deficits in attentional and executive functioning are found in many conditions, the most

common being the Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD). This condition is
characterized by a persistent pattern (at least 6 months) of inattention and/or hyperactivity-
impulsivity that has a direct negative impact on academic, occupational, or social functioning
(652). Inattention refers to significant difficulty in sustaining attention to tasks that do not
provide a high level of stimulation or frequent rewards, distractibility, and problems with
organisation. Hyperactivity refers to excessive motor activity and difficulties with remaining
still, most evident in structured situations that require behavioural self-control. Impulsivity is a
tendency to act in response to immediate stimuli, without deliberation or consideration of the
risks and consequences. The disorder typically starts in childhood, and can persist into
adolescence and sometimes adulthood (653).
The prevalence of ADHD in children and adolescents is estimated to be 7.2% worldwide and
seems to have increased in recent years (654,655). Improved diagnostic criteria and awareness
of the disease might be responsible for the increased detection of ADHD cases, but they do not
alone explain the rise observed. The underlying causes of ADHD are most likely interactions
between genetic and non-genetic factors (656,657). While the role of heritability in the
aetiology of ADHD is well documented, knowledge about how environmental factors may
affect the development of ADHD is still scarce. For example, exposure to environmental toxics,
such as lead, was found to be associated to the risk of ADHD (658,659) and executive
dysfunction (660). Since genes are stable over years, increased exposure to environmental
pollutants, such as endocrine disruptors (EDCs), might contribute to the rising prevalence of
ADHD (661).

According to the World Health Organisation, “EDCs are exogenous substances present
in the environment which alter the functions of the endocrine system, causing adverse health
effects in an intact organism, its offspring, or a (sub) population” (661). These chemicals
include polychlorinated biphenyls (PCBs) and perfluoroalkyl substances (PFASs) which
are/were extensively used in industry and are present in the serum of the general population in
Europe and in the United States (550). Some of them are of particular concern due to their
bioaccumulating properties, which lead to high concentrations in humans. These toxicants cross
the placenta and accumulate in the foetus (551). Given that the brain development is particularly
susceptible to disruption by environmental pollutants during foetal period, it is of importance
to investigate the association between exposure to these pollutants during this sensitive period
and ADHD (552).
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Animal studies of prenatal and postnatal exposures to EDCs have demonstrated a
relationship between antenatal toxicant exposure and ADHD-like symptoms, including motor
hyperactivity and inability to inhibit responses (426—428). A variety of studies also used animal
models to assess the effects of EDCs exposure on executive functions (429). In humans,
numerous studies also provided evidence of a negative correlation between various components
of neurodevelopment, including intelligence and motor functions, and antenatal exposure of
EDCs (617,662). However, few studies focused on specific cognitive processes. This is
particularly true as most investigators rely on broad measures of global cognitive functioning,
which consist of composite tests assessing multiple cognitive processes. While both
epidemiological and experimental evidence suggested that PCBs and PFASs were
developmental neurotoxicants (276), research exploring their effects on attentional and
executive skills in children remained limited and inconsistent (85—88). Various methodologies
have been used, including neuropsychological tests, clinical evaluations, and behavioral
questionnaires which provide indirect subjective measures of cognitive outcomes (Appendices
IIIA and IIIB). Moreover, most studies examining associations between prenatal EDCs
exposure and cognitive neurodevelopment in children relied on single-chemical models while
mixture analyses have been increasingly encouraged to assess additive or synergistic effects,
providing a more realistic representation of the toxicity associated with chemical mixtures in
natural environments (375,376,501,663). Finally, some studies demonstrated sex-specific
associations between prenatal exposure to EDCs and neurodevelopmental outcomes in children
(472,501).

Cognitive impairment resulting from early-life exposure to endocrine-disrupting
chemicals (EDCs), even at moderate levels, can have far-reaching socio-economic
consequences for the general population (74). Among these, deficits in attentional functions
represent a substantial component of the neurodevelopmental impact, with an estimated cost in
Europe ranging from €1.2 to 2.9 billion annually (546). Despite regulatory efforts that have led
to a reduction in the levels of certain toxicants, their persistent presence in the environment,
bioaccumulation in human tissues, and occurrence in materials continue to pose public health
concerns. Therefore, the present study aimed at investigating the associations between prenatal
exposure to PCBs and PFASs and attentional and executive functions in children at six years
of age. Using two statistical approaches adapted for mixture analyses, we examined cognitive
outcomes in boys and girls, both together and separately.

Methods

Study participants

Participants were part of the EPOPEE (Effet des Polluants Organiques Persistants sur
[’Evolution des Enfants) cohort described elsewhere (617). Briefly, every woman admitted for
delivery at the University Hospital of Liege (Belgium) between 2014 and 2016 was asked to
participate in a study. Umbilical cord blood samples of their newborn were collected,
centrifugated and stored at -80°C immediately after delivery. Inclusion criteria include the
absence of prematurity and congenital disease. Of the 212 original participants, 77 gave their
consent for cognitive evaluation of their child at 6 years of age (M = 5.75; SD = 0.34), before
starting elementary school. Finally, 55 of them had enough cord blood to perform EDC
measurement and were selected for the present study. This study was approved by the local
biomedical Ethics Committee.
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Exposure

Among the 27 EDCs initially measured in cord blood samples, our study focused on the
six chemicals detected in at least 50% of the population (620): two PCBs (PCB-153 and PCB-
180) and four PFASs (perfluorooctane sulfonate (PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA),
perfluorohexane sulfonate (PFHxS), and perfluorononanoic acid (PFNA)). The detailed
analytical method has been described by Dufour et al. (548).

For each EDC, the limit of quantification (LOQ) was established during the validation
process and defined as the lowest concentration measurable with a maximum uncertainty not
exceeding 40%. Following the recommendations of Lubin et al. (621), values below the
detection limit were replaced using multiple imputation techniques to generate five imputed
datasets (K =5) (622,623). To reduce variability and satisfy the normality assumptions required
by our statistical models, a logarithmic transformation was applied to the data.

Cognitive abilities assessment

The attentional functions were examined using a set of three computerized tasks
designed to assess the attentional components varying along the dimension of selectivity,
specifically targeting selective attention in both auditory (ASA) and visual (VSA) modalities,
and divided attention (DA), in accordance with the Van Zomeren and Brouwer model (68).
These tasks were inspired from the Test of Attentional Performance (664) and implemented in
a game called the Magical Piano designed and presented using the PsychoPy3 program (Open
Science Tools, 2019).

Selective attention tasks required children to select target information from a set of
distractors either in the auditory or visual modality (68). In the auditory selective attention test
(Figure 17A), the child had to identify the succession of two identical tones by pressing a button
as quickly as possible. The sounds followed one another at 1.5-second intervals (1000 ms of
stimulus presentation and 500 ms interval between two stimuli). Seventy tone pairs were played
and 12 (17%) required a response. The total test duration was 3 minutes and 30 seconds. In the
visual selective attention test (Figure 17B), the child was asked to react as quickly as possible
by pressing a button when the two notes depicted on the score were identical. The images
changed every three seconds. 70 visual stimuli were presented, and 12 of them (17%) required
a response. The total test duration was 3 minutes and 30 seconds.

Finally, divided attention was measured using a divided attention test requiring attention
to be allocated to different modalities at the same time (Figure 17C). The child had to perform
both the visual and auditory selective attention tasks simultaneously, reacting to visual stimuli
(when the two notes were identical) and auditory stimuli (when two tones of the same pitch
followed one another). As in the selective attention tests, the visual stimuli changed every 3
seconds, while the auditory stimuli occurred at 1.5 second intervals. Therefore, two tones were
played during the presentation of a single visual stimulus. The test included a total of 70 visual
stimuli, of which 8 (12%) required a reaction, and 70 pairs of tones, of which 8 (12%) required
a response. The total duration of the test was 3 minutes and 30 seconds.
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Figure 17: Schematic illustration of the three attentional tests of the Magical Piano game:
selective auditory attention task (A), selective visual attention task (B) and divided attention
task (C) ; the white speaker represents a high-pitched sound and the black speaker a low-pitched
sound.

Tso._ 3000 ms

EFs were examined using both questionnaires and cognitive tests. First, Behavior Rating
Inventory of Executive Function (BRIEF) (103) was administered to provide a broad
assessment of executive functioning in daily life. This valid and reliable parent-reported
questionnaire was based on eight core subscales used to calculate two indexes: the Behavioural
regulation index (sum of the Inhibition, Flexibility and Emotional control subtests) and the
Metacognition index (sum of the Initiation, Working memory, Planification, Organisation and
Auto-regulation subtests). The combination of these two indexes constituted the global score
(Mean = 50, SD = 10), higher scores indicated lower level of executive functioning.

The EFs were also examined using a set of four cognitive tasks assessing verbal and
motor inhibition, flexibility and planification. Response time (RT) and accuracy (number of
correct and incorrect responses) were recorded for each task, with RT analyses restricted to
correct trials and outliers (> +2 SD) excluded. Verbal inhibition and flexibility abilities were
evaluated using the Stroop Fruits task (107). In the naming condition, the child had to name the
colour of successive rectangles (red, green and yellow) as quickly as possible. This condition
measured colour naming speed, and the scores obtained were used as covariates in the analyses
of Stroop Inhibition and Flexibility to control for interindividual naming speed differences. In
the second condition, the child had to quickly name the real colour of the fruits presented in
black and white to ensure the child knew the colours of the fruits. In the third condition
assessing verbal inhibition, each presented fruit was drawn in a colour different from its natural
one (green banana, red pear and yellow strawberry). The child's task was to name the real colour
of the 45 fruits (7 per line) as quickly as possible. This test was supplemented by a last condition
assessing reactive flexibility. It was identical to the previous condition except that the child was
asked to switch between tasks, alternating between inhibition and non-inhibition trials,
depending on whether the fruits were framed or not. For framed fruits (10 fruits on the whole
test, 2 per line), the child had to name the natural colour of the fruit, as in the inhibition condition
(i.e. saying “yellow” for a green banana), while for the unframed trials, the child was asked to
name the colour in which the fruit is drawn (i.e. saying “green” for a green banana). Each correct
response was credited with one point, for a total score of 45 in verbal inhibition and of 45 for
the flexibility subtest.

The Go-NoGo task was used to assess motor inhibition skills. This computerized task
adapted from the Test of Attentional Performance (108), was implemented using E-Prime 2.0
(Psychology Software Tools, 2012). Two types of stimuli appeared on a black screen: a cross
(x) or a plus sign (+). The child had to react only to the appearance of the cross by pressing a
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button as quickly as possible. No response was required when the plus sign appears, meaning
the motor response had to be inhibited. The stimuli appeared for 200 milliseconds, and the
interval between stimuli was 3 seconds. A total of 45 stimuli were presented during the task,
including 30 trials requiring a reaction (2/3 of items “Go” to increase demands in inhibitory
control). The total test duration was approximately 1 minute and 20 seconds. Each correct
response was credited with one point, for a total score of 45 in motor inhibition. Finally, the
Spatial Planning subtest from the K-ABC-2 assessment battery was administered to evaluate
planning skills. The child was instructed to help a dog reaching its bone on a matrix board while
avoiding obstacles, making as few moves as possible. Each correct response was credited with
two or one points, for a total score of 38 in planning subtest.

Covariates

As ADHD results from complex interactions between genetic, environmental, and
social factors (665), numerous covariates were considered based on Directed Acyclic Graph
theory (626), including parental education and smoking status, maternal age, parity, gestational
age, birth weight, and sex (Appendix IIIC). The age of the child was also included, as it has a
significant influence on the outcomes. Certain parameters, such as peri/antenatal diseases and
the presence of chronic conditions, were excluded since they were part of the study’s exclusion
criteria. Additionally, other covariates, such as alcohol consumption during pregnancy, thyroid
function, and breastfeeding, were selected a priori based on evidence from previous literature
supporting their substantial influence on cognitive development (450,507).

Information on potential confounders was obtained from medical records and a
questionnaire completed during the first study visit. Additionally, children’s thyroid function
was assessed by measuring thyroid-stimulating hormone (TSH) levels three days after birth.

To identify significant variables in the association between exposures and outcomes (p
<0.20) (627), Student’s t-tests were used for binary variables, and univariate regression models
were applied to evaluate the effects of continuous variables on outcome measures (Appendix
[IID). Multiparity, parental smoking, educational status, and the age of the child during testing
influenced at least one parameter across all attentional tests. Maternal and gestational ages were
associated with the number of errors in the VSA test and ASA test, respectively. Lower birth
weight and elevated TSH levels were linked to increased naming speed during the ASA and
DA tests, while the sex of the child and his birth weight impacted the error rates of omissions
in DA test. For executive functions, parity, maternal smoking status, and the child’s naming
speed influenced performance on the Stroop Inhibition test. Parental smoking status was
associated with the number of errors in the Go-NoGo test, while maternal parity and age were
linked to the Spatial Planning score. Breastfeeding duration was associated with the global and
index scores of the BRIEF questionnaire. Parity was also associated with the global and
behavioral regulation scores, while the father’s smoking status and TSH levels influenced the
behavioral regulation and metacognition scores, respectively. Finally, no significant
correlations were observed between the Stroop Flexibility test and any of the covariates studied.

Statistical analysis

Given the relatively small sample size and the risk of collinearity due to strong
correlations between certain toxicants, two statistical models were employed to investigate the
associations between attentional and executive scores and prenatal exposure to a mixture of
EDC:s. Firstly, Principal Component Analysis (PCA) was performed on the matrix of log-
transformed biomarkers to identify a reduced number of uncorrelated components (Comp)
representing exposure to substances (572). Components explaining at least 50% of the
cumulative variance were selected (628) and used to predict outcomes of interest through
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multiple linear regression models (575). Secondly, Weighted Quantile Sum (WQS) approach
was applied to evaluate associations between correlated joint exposures and the health outcomes
of interest. In this implementation, 100 bootstrap samples were used for parameter estimation,
with a 60% validation dataset, and exposure biomarkers were ranked using quartiles (580). We
assumed a negative exposure-association for correct answers (CA) and planning scores, and a
positive exposure-association for reaction time (RT), omissions (Om), errors (Err), naming
speed in the Stroop test, Go-NoGo test, and BRIEF scores, to assess the adverse effects of
chemical mixtures on neurodevelopmental indicators.

The final WQS index was incorporated into a regression model, adjusted for covariates,
to evaluate the overall effect of the mixture on the outcomes of interest. For each significant
association, the importance of estimated weights for exposure biomarkers was calculated, with
a significance threshold set at 0.167 (1/6, based on the number of biomarkers). To ensure
stability and approximate the repeated holdout strategy described by Tanner et al. (581), the
standard WQS analysis was repeated 100 times (rh = 100) to simulate a distribution of validated
results (Appendix IIIE).

Finally, considering that previous studies reported sex-specific effects of EDCs,
cognitive scores and prenatal exposure levels of chemicals were analysed separately for boys
and girls. All statistical analyses were performed using R software version 4.1.2 (630). The
miWQS package was used for WQS regression analysis (631), while the MIPCA package (632)
was applied as a preliminary step for multiple imputation prior to PCA modeling with the
FactoMineR package (633). Statistical significance was set at a p-value of 0.05.

Results

Descriptive analyses

The general characteristics of the study sample are displayed in Table 13. In total, 55
participants were included in the analysis, 55% of whom were boys. All children were born at
term with an average birth weight of around 3280 g. The average age of the children at the time
of testing was 5 years and 9 months. Mothers were, on average, 30 years old at delivery and
generally did not smoke or consume alcohol during pregnancy. Half of the women were
primiparous, and most parents included in the study had at least a degree in higher education.

Table 13: Demographic characteristics

Variable N N(%) Mean SD Min Q1 Med Q3 Max
Sex (boy) 55 30(55)
Age during tests (years) 55 575 034 508 555 58 6.02 6.28
Maternal age at delivery (years) 55 30 5 20 28 30 32 42
Parity (multiparous) 55 27 (49)
Gestational age (days) 55 276 9 259 270 278 283 289
Birth weight (kg) 55 3.28 488 228 3.01 330 260 5.01
TSH (mUI/L) 55 544 3.08 0.10 320 470 690 1290
Alcohol during pregnancy (> 1 serving/month) 55 3 (5)
Breast feeding 55 46 (84)
Smoking parents 55

None 41 (75)

Only the father 8 (15)

Only the mother 9(16)
Parental educational level (> high school) 55

Mother 39 (71)

Father 34 (62)
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Table 14 showed the distribution of EDCs in our sample, including the mean, median
and interquartile range of blood cord concentrations. Six chemicals were detectable in more
than 50% of the study population. In our cohort, 84% of samples tested positive for biphenyl
compounds including PCBs-153 and -180, which were present in 51% and 78% of the cases
respectively. PFASs had the highest detection rate (95%) with PFOA, PFNA, PFOS and PFHxS
detected in 89%, 80%, 76% and 62% of the samples, respectively. As expected, some toxicants
showed moderate positive correlation with each other (Figure 18A).

Table 14: Detection rate above the limit of quantification (LOQ), geometric mean concentrations, standard
deviation (SD) and quartiles of the EDCs considered in the study. Concentrations were expressed in ng/mL

Variable N N (%) LOQ Mean Min Q1 Med Q3 Max
>L0Q (ng/mL)  (ng/mL) SD (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

PCBs

PCB-153 55 28 (51) 0.07 0.05 0.05 <LOQ <LOQ 0.07 0.08 0.19
PCB-180 55 43 (78) 0.05 0.05 0.03 <LOQ 0.05 0.06 0.07 0.18
PFASs

PFHxS 55 34 (62) 0.15 0.19 0.21 <LOQ <LOQ 0.17 0.27 0.94
PFOA 55 49 (89) 0.25 0.75 0.48 <LOQ 042 0.75 0.90 2.94
PFNA 55 44 (80) 0.10 0.18 0.13 <LOQ 0.11 0.17 0.24 0.53
PFOS 55 42 (76) 0.50 1.09 1.34 <LOQ 0.61 0.87 1.30 9.21

The results of attentional and executive tests are summarized in Table 15. Correct
answers, omissions (when the child failed to detect the target), errors (when the child responded
when he did not have to, for example in response to a distractor) were counted, and reaction
times (for correct responses) were measured for attentional, Stroop Fruits and Go-Nogo tests.
The Spatial Planning test had a global score. Given the age of the children, there were no
standards for attentional, Go-Nogo and Spatial Planning tests. The scores, obtained in Stroop
Fruits test fell within the age norms both for reaction times and errors, across the different
conditions (107) as were the scores of the BRIEF questionnaire (global score, indexes and
subscales). All children were able to name the color of the squares and the fruits.

Table 15: Mean and standard deviation (SD) of neuropsychological tests results; RT (reaction time
measured in microseconds), CA (correct answer), Err (error), Om (omission)

Variable N Global score RT (ms) CA Err Om
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Attentional functions
Visual Selective Attention (VSA) 55 1280.30 (297.31) 10.62 (1.57)  2.51(5.38) 1.36 (1.58)
Auditive Selective Attention (ASA) 55 2442.50 (415.00) 720(2.93) 7.37(7.36) 4.77(2.89)
Divided attention (DA) 55 3452.92 (438.92) 12.08 (2.78)  5.55(7.34)  3.95(2.75)
Executive functions
Naming Speed (Stroop) 55 49.94 (12.09) 1.02 (1.27)
Stroop Inhibition 55 101.08 (31.06) 3.96 (3.47)
Stroop Flexibility 55 147.88 (55.35) 1.08 (1.10)
Go-NoGo 55 799.01 (224.09) 2591 (2.46) 4.84(242) 3.93(2.50)
Spatial Planning Test 55 14.20 (6.51)
BRIEF 55
Total score 55 45.98 (9.37)
Behavioural regulation index 55 50.17 (9.07)
Inhibition score 55 49.38 (9.84)
Flexibility score 55 50.00 (8.71)
Emotional control score 55 51.43 (9.96)
Metacognition index 55 43.89 (9.43)
Initiation score 55 47.83 (11.08)
Working memory score 55 48.89 (9.79)
Planification score 55 40.57 (6.51)
Organisation score 55 53.26 (9.83)
Auto-regulation score 55 44.19 (4.12)
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EDCs and cognitive outcome

Principal components approach

The PCA allowed the exposome to be summarized into a few variables, known as
components, which accounted for the correlations between the different toxicants. In our model,
two main components were sufficient to describe 64% of the total variability, capturing 41%
and 23% of the variance, respectively. The loading factors for each chemical on each
component are presented in Figure 18B. The first component (Comp 1) explained the largest
portion of the variance and was characterized by high factor loadings for all PFASs and PCB-
180. The second component (Comp 2) primarily reflected exposure to PCBs.

Figure 18: Pairwise Pearson’s correlation coefficients between individual EDCs (A) and between
the two components and toxicants (B); positive correlations are highlighted in blue and negative
correlations in red.
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Adjusted multivariate regression analysis conducted in the whole population revealed a
positive association between Comp 2 and the omission rate in the Divided Attention test,
reflecting lower performance ( (SE) = 0.44 (0.20), p =0.033) (Table 16). No associations were
found between any of the two components and the results of the VSA, ASA, Stroop, Go-NoGo,
Spatial Planning tests or the global score of the BRIEF. Interaction models further identified
sex-specific effects on executive functions. In girls, Comp 1 was positively associated with the
Behavioral Regulation Index of the BRIEF questionnaire (§ (SE) = 3.89 (1.31), p = 0.008)
indicating that higher exposure to Comp 1 is associated with lower level of behavioral control.
This association was primarily driven by underlying association with Inhibition ( (SE) =2.09
(0.45), p = 0.0002) and Emotional Control ( (SE) = 1.89 (0.67), p = 0.010) subscales. In boys,
Comp 2 was positively associated with the Metacognition Index of the BRIEF questionnaire (3
(SE) = 3.97 (1.70), p = 0.030) which was mainly driven by lower-level associations with
Working Memory (B (SE) = 0.84 (0.32), p = 0.038) and Planning ( (SE) = 0.85 (0.39), p =
0.033) subscales.
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WQS model

Negative associations were also identified using the WQS approach (Table 16). For each
significant correlation, the relative weight of each component of the mixture was evaluated and
is presented in Table 17.

In the whole sample, a significant positive association was observed between prenatal
exposure to EDCs and DA scores, indicating lower performance (B (SE) = 1.19 (0.40), p =
0.009). In this test, a greater number of omissions were observed in children exposed to a
mixture predominantly loaded with PCBs.

In the sex-stratified analysis, the negative association with DA performance remained
significant only in boys (B (SE) = 1.11 (0.45), p = 0.027). In girls, the positive correlation
observed in the PCA model between antenatal EDCs exposure and the Behavioral Regulation
Index of the BRIEF questionnaire was also confirmed in the WQS approach (B (SE) = 4.61
(1.91), p = 0.026). Finally, in boys, a positive correlation was observed between exposure to a
mixture primarily loaded with PCB-180 and PFOA and the Metacognition Index of the BRIEF
questionnaire (B (SE) = 11.60 (3.54), p = 0.005). Again, this result was mainly driven by
underlying association with Working Memory (B (SE) = 3.44 (1.10), p = 0.007) and
Planification (B (SE) = 3.82 (1.27), p = 0.008) subscales.

Consistent with the PCA results, no associations were found between the compounds
and performance on the Visual Sustained Attention (VSA), Auditory Sustained Attention
(ASA), Stroop, Go-NoGo, and Spatial Planning tests, or with the total BRIEF score.

Table 16: Adjusted multiple linear regressions between PCA components and WQS index and
neuropsychological scores; Statistically significant results (p < 0.05) are in red bold. Abbreviations:
VSA (Visual Selective Attention), ASA (Auditive Selective Attention), DA (Divided Attention), RT
(reaction time measured in microseconds), CA (correct answer), Err (error), Om (omission)

VSA ASA DA
RT Err Om RT Err Om RT Err Om
B (SE) B(SE) B(SE) B (SE) B (SE) B(SE) B (SE) P (SE) P (SE)
Comp 1 9.14 (43.20) 1.36 (0.96) 0.61 (0.38) -4.50 (24.42) -0.09 (0.52) 0.01 (0.15) 70.16 (40.11)  -0.06 (0.74)  -0.21(0.33)
Girls 39.55 (84.58) 045 (1.01) 0.44 (0.38) -76.55 (38.99) 20.51(0.95)  -0.30(0.28) 21.78 (35.48) 0.44(147)  0.15(0.93)
Boys -24.27 (40.94) 1.87 (0.98) 0.70 (0.39) 53.60 (37.13) 0.21 (0.55) 0.25 (0.16) -78.84 (45.97) 033 (0.70)  -0.35 (0.46)
Comp 2 -99.32 (59.44) 0.66 (1.16) -0.09 (0.83) 1.26 (36.09) 1.36 (0.72) 0.09 (0.20) 65.38 (57.17) 1.59(1.04)  0.44 (0.20)
Girls -148.80 (114.10) 0.81 (1.43) -0.07 (0.91) 9.27 (61.90) 2.10 (1.23) 0.44 (0.36) 98.10 (71.20) 3.29(1.87)  0.01(0.65)
Boys -67.31 (53.80) 0.55 (2.37) -0.37 (0.54) -0.18 (55.28) 0.34 (1.02) -0.14 (0.20) -11.96 (74.75) 0.21(0.98)  0.57(0.30)
WQS 115.76 (76.99) 3.49 (2.40) 1.49 (0.92) -17.36 (55.20) 1.60 (1.02) 0.16 (0.33) 12645 (83.97)  2.51(127)  1.19 (0.40)
Girls 213.10 (119.60) 2.72 (1.72) 1.34(0.87) -135.75 (83.82) 2.99 (1.62) 0.11 (0.53) -122.50 (154.90)  4.65(249)  1.23(0.83)
Boys -57.39 (91.42) 4.85(2.49) 1.58 (0.89) 110.25 (63.83) 0.58 (1.22) 0.40 (0.29) -133.10(118.77)  2.18(1.60)  1.11 (0.45)
Stroop Stroop
Inhibition Flexibility GoNoGo  Planification BRIEF
Err Err Err Score Global Score Behaviour Regul Metacognition
B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE)
Comp 1 -0.24(0.32) -0.46 (0.45) 0.12 (0.22) 0.99 (0.57) -0.04 (2.05) 1.55 (0.98) -0.04 (1.35)
Gitls -0.24 (0.45) -0.86 (0.80) -0.02 (0.40) 1.40 (0.89) -4.50 (3.00) 3.89 (1.31) -2.46 (2.06)
Boys -0.16 (0.43) -0.25 (0.56) 0.12 (0.29) 0.34 (0.73) 2.27 (3.26) 0.47 (1.58) 3.97 (1.70)
Comp 2 0.05 (0.42) 0.63 (0.63) 0.01 (0.34) -0.42 (0.78) 3.82 (2.43) 0.23 (0.81) 3.55 (1.80)
Gitls -0.09 (0.63) 0.47 (1.10) 0.47 (0.54) -0.15(1.23) 6.04 (3.19) 112 (1.34) 3.40 (2.42)
Boys 0.05 (0.52) 0.77 (0.80) 0.36 (0.44) -0.48 (1.05) 2.20 (4.49) 0.50 (1.12) 4.29 (3.20)
WQs -0.10 (0.64) -0.08 (0.22) 0.60 (0.47) 1.80 (1.25) 8.31 (4.46) 2.60 (1.52) 4.58(2.53)
Gitls 0.03 (0.94) -0.50 (0.34) 0.54 (0.90) 2.80 (2.09) 7.32 (4.92) 4.61 (1.91) 1.82 (3.57)
Boys -0.28 (0.82) 0.16 (0.30) 0.70 (0.60) 0.01 (1.69) 9.07 (5.80) 1.91(1.23) 11.60 (3.54)
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Table 17: Weights from weighted quantile sum regression for pollutant index and risk of lower
neuropsychological performances. Weights above 0.166 are in bold.

Divided Attention BRIEF indices
More Omissions More Omissions Behavioural Regul = Metacognition
Total population Boys Girls Boys
Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight
PCB-153 0.543 PCB-153 0.514 PCB-180 0.394 PCB-180 0.581
PCB-180 0.172 PCB-180 0.247 PFOS 0.219 PFOA 0.376
PFHxS 0.110 PFHxS 0.093 PFOA 0.195 PCB-153 0.032
PFOA 0.086 PFOA 0.070 PFHxS 0.075 PFHxS 0.006
PFOS 0.051 PFNA 0.044 PFNA 0.064 PFOS 0.002
PFNA 0.038 PFOS 0.032 PCB-153 0.052 PFNA 0.002
Discussion

We assessed cord blood concentrations of six EDCs and investigated their combined
effects on attentional and executive functions in 6-year-old children. Despite relatively low
exposure levels compared to other population-based studies (85,87), our findings provide
evidence of associations between antenatal exposure to a mixture of PCBs and PFASs and
attentional and executive functioning in young children.

Both PCA and WQS models revealed that the number of omissions in the DA test is
positively associated with the level of exposure to a mixture of EDCs. PCBs-153 and -180 were
the primary toxicants implicated in both approaches. In sex-stratified analyses, this association
remained significant only in boys when assessed with the WQS approach, with similar toxicants
identified.

Sex-specific analyses also showed significant associations between antenatal exposure
to a mixture of EDCs and poorer executive function skills, as measured by the BRIEF indexes,
with effects differing by sex: antenatal exposure was negatively associated with the Behavioral
Regulation Index in girls, while the Metacognition Index was adversely affected in boys.

Impact of EDC mixture on attentional and executive functions in children

Our analysis indicated a correlation between prenatal exposure to EDCs and DA across
the whole sample using both PCA and WQS approaches. Exposure level to a PCB-dominant
mixture 1s predictive of omission rates in the DA task. The increase in omissions on the DA test
indicated poorer abilities to allocate attentional resources to different modalities, although there
was no effect on reaction times or on the number of errors. This result was in line with findings
of Neugebauer et al. (487), the only other team to study the impact of EDCs on DA using the
KITAP, a computer-based test battery of attention performance.

To our knowledge, no prior study had analyzed the combined effects of PCBs and
PFASs on attentional and executive functions. Furthermore, the effects of antenatal exposure
to PCBs or PFASs on attentional and executive functions are inconsistent in the literature
(Appendix IIIA and IIIB). To date, 41 studies from 22 different cohorts have examined
associations of prenatal PCBs with behavioural regulation, child attention and executive
function among children ranging mostly from ages 3—12 years. Among studies that analysed
clinical and ADHD-like symptoms, including ADHD diagnosis, the majority reported null
associations with PCBs (475-485). Six studies showed negative associations, including poorer
impulse control (666), deficit in attention (666,667), more hyperactivity (554,666,668) and
externalizing problems (558,669). Conversely, three of them demonstrated less hyperactivity
(487), externalizing (496) or problematic behaviours (493). Compared to other study that also
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used specific neuropsychological tests to assess attentional performance, most reported a higher
risk of attentional problems related to prenatal PCBs exposure. The attentional functions found
to be negatively impacted are selective attention (486), divided attention (487) and sustained
attention (468,488-490). Only few studies, with various exposure levels, failed to find
significant associations (475,476,484). Furthermore, no effect on alertness has been found so
far (478,487,670). Executive functions were also examined with numerous specific tests
demonstrating a deleterious impact of an antenatal exposure to PCBs on processing speed
(464,466,486,490,491,671), working memory (444,464,468,471,486,492), inhibition
(464,486,492,672—674) and planning (675). Some studies also found no effect on prenatal
exposure to PCBs on executive functions (475,478,487,489,663). Finally, only the of Berghuis
et al. (472) and Oppenheimer et al. (501) demonstrated better performances in selective
attention and working memory respectively, with tests carried out exclusively on teenagers.

Research on PFASs showed considerable heterogeneity with mixed findings. In studies
using clinical and/or behavioural scales, the Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ)
was frequently used to assess ADHD-like symptoms such as hyperactivity and attention
difficulties. Some research linked antenatal exposure to PFASs with higher scores, indicating
more behavioural problems (469,474,493-495,676), while other studies found the opposite
(483,495-497). Reflecting this inconsistency, Liew et al. (498) reported both positive and
negative associations between higher PFASs quartiles and ADHD-like symptoms in their
cohort. Finally, although the HOME Study demonstrated more externalizing behaviours using
the Behavioral Assessment System for Children (BASC) questionnaire (499), several other
studies reported either null (376,480,497,637,677—681) or even negative associations (497,679)
to PFASs exposure.

Few studies specifically tested attentional skills. Among those, only Vuong et al. (500)
demonstrated better performance at the Conners' Continuous Performance Test (CCPT) in
children more exposed to PFHxS. No additional association was found in other analyses by
Vuong et al. (499) or by Carrizosa et al. (426) regarding sustained attention. Moreover,
alertness, selective and divided attention were not examined.

Lastly, studies examining the impact of antenatal PFASs exposure on executive function
demonstrated no effect on working memory (375,426). Results on metacognition are
contradictory (495,499), and those concerning inhibition are inconsistent since Vuong et al.
(500) demonstrated less inhibition while Carrizosa et al. (426) showed no impact on this
function.

Thus, our results were consistent with those of studies that reported a higher risk of
attentional problems related to prenatal PCBs exposure (486,488—490,675). PFASs had lower
weights in the mixture and did not significantly impact attentional function, as reported in the
recent review of Forns et al. (87).

Sex-stratified analysis

Several studies reported sex-specific links between cognitive outcomes and a number
of environmental chemicals included in our analysis. However, no clear pattern emerged
regarding the direction of associations for ADHD-like symptoms, attention and executive
functions, with many results closed to null or oriented in both directions.

In the sex-stratified analyses of our study, the association with the DA test remained
significant but only for boys, with both WQS and PCA models, showing more difficulties in
distributing attentional resources across different modalities. Although no other studies to our
knowledge analysed the sex-specific effects on DA, these results were consistent with those of
Sagiv et al. who found a higher rate of omissions in a Continuous Performance Test (CPT)

151



Résultats

among boys exposed to PCBs (491). In the same study, girls had considerably shorter CPT
reaction times with increasing exposure, particularly for the sum of PCBs, highlighting a
potential attentional vulnerability to PCBs in boys. However, these observations were not
consistent with those of Stewart et al. (672) and Berghuis et al. (472) who demonstrated no sex
difference in the impact of antenatal exposure to PCBs on sustain attention functioning.

In boys again, using both PCA and WQS approaches, positive correlations were found
between a mixture of PCBs and PFASs, and the Metacognition Coefficient of the BRIEF
questionnaire, reflecting a lower ability to manage cognitive processes effectively. More
precisely, this result was mainly explained by lower scores on the Working Memory and
Planification subtests. A sex-dependent impact on working memory was already demonstrated
in our previous study on intellectual development: in the same cohort, significant positive
association between Compl (i.e., higher overall PFASs exposure) and better Working Memory
Index (WMI) scores of the Wechsler battery was observed only in girls, reflecting poorer
performance among boys (617). Furthermore, several studies demonstrated the relationship
between poor executive functioning and perinatal PFASs (376,426,495,499,500) or PCBs
(464,471,486,492,635,675,675) exposure. However, among these, only the INMA Project
demonstrated a sex effect to the detriment of boys (426), while others did not
(375,376,491,500,501,663).

Finally, exclusively in girls, a positive correlation between antenatal EDCs exposure
and the Behavioural Regulation index of the BRIEF questionnaire was found in our study using
both PCA and WQS approaches. This result reflected less ability to shift cognitive set and
modulate emotions and behaviour via appropriate inhibitory control. It was mainly explained
by lower scores on the Inhibition and Emotional Control subtests that were all negatively
influenced by exposure to a mixture of PCBs and PFAS:s.

Few studies examined the combined impact of EDCs on behavioural regulation,
particularly inhibition, in girls. Although numerous studies demonstrated the adverse impact of
antenatal exposure to PCBs on inhibition (464,486,492,672—-674), no sex differences were
proven (491,492,663). Nevertheless, the recent analysis of Forns et al. (87), the largest
collaborative effort to assess the association between PFASs and ADHD in nine European
population-based studies, suggested a potential differential effect of PFASs related to child sex
with a possible increased prevalence of ADHD in girls associated with exposure to PFOS and
PFOA. Other studies also suggested that girls exhibit a higher prevalence of ADHD-like
symptoms than boys in relation to PFOA (679), PFNA (497) or mixture of PFASs (376)
exposure. However, results were inconsistent as some studies reported higher risks for boys
(426,495,497,499,558,679),  while  others reported no  association at  all
(375,376,426,483,495,497,679,682), although the combined effect of PCBs and PFASs has not
been analysed elsewhere.

Physiopathology

There is a lack of sufficient knowledge regarding the biological mechanisms underlying
the observed effects of EDCs on attentional and executive functions in humans (434). PCBs
can disrupt dopaminergic functions, as evidenced by alterations in dopamine levels in cell
cultures and the brains of laboratory animals, particularly in the prefrontal regions, which are
thought to be of particular importance in these higher-order functions (683,684). Other animal
studies show that neonatal exposure to low doses of PFASs can also induce irreversible
neurotoxic effects in adult mice and cause changes in behaviour and habituation by altering the
dopaminergic and cholinergic system (685,686). Furthermore, these chemicals can alter levels
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of neural proteins essential for the formation and growth of synapses (398). These are possible
mechanisms through which PCBs and PFASs may affect attention-related behaviours, as
decreases in cellular dopamine have been correlated with attention disorders such as ADHD
(687,688).

Moreover, EDCs increase the risk of childhood neurodevelopmental disorders by
interfering with hormone signalling or metabolism. The thyroid axis is a major target due to its
involvement in neuronal migration, synaptogenesis, and myelination during gestation and early
childhood (596).

Finally, our results, along with those of previous studies, report sex differences in
antenatal exposure to EDCs and child health, emphasizing the idea that early-life exposure to
environmental toxicants has different health effects on boys’ and girls’ cognitive development.
The mechanisms of action underlying these sex-specific associations are not fully understood,
but prenatal exposure PFASs (374) and PCBs (10) has been linked to effects on the steroid axis,
which plays a critical role in brain organization of the neuroendocrine circuitry that coordinates
sex-specific physiology. Numerous neurons express steroid hormone receptors at different
development stages, making them likely targets of chemicals (597). Estrogen has been
suggested as a critical protective factor, while perinatal exposure to androgens, particularly
testosterone, modulates striatally-based dopaminergic circuits in such a way as to place boys at
greater risk for early developing inattention disorders (87). Thus, the endocrine-disrupting
effect of PFASs and PCBs on steroid signalling in the brain could impact cognition in a sex-
dependent manner (533). In addition, many other biological mechanisms may explain the
heightened vulnerabilities of the male brain to toxics, compared to the female brain. Some
animal and human studies have shown differences especially in oxidative processes,
neuroprotection phenomena, and EDCs pharmacokinetics (accumulation, distribution,
clearance) between males and females (533,598). In addition, some epigenetic mechanisms are
hormonally regulated and may modulate the effects of early life EDCs exposures on long-term
health outcomes (598).

Strength and limitations

Our study has several strengths, including its prospective design. Antenatal EDCs
exposure was evaluated using cord blood, which is an excellent matrix for monitoring chemical
exposures in newborns. The long half-life of these chemicals in humans indicates a steady
exposure condition during pregnancy. As such, a single cord blood measure of these compounds
has been suggested as a good indicator of foetal exposure (644). Moreover, studies have shown
that gestation and early life may be the most sensitive period of neurodevelopment (276), when
the central nervous system is rapidly developing. We used standardized tests with trained
examiners to assess key attentional and executive outcomes. Furthermore, attentional and
executive functions were mainly evaluated using objective measures, rather than relying on
parent or teacher questionnaires, which provide indirect subjective measures of cognitive
outcomes. Finally, two validated and complementary statistical approaches were employed to
study the joint effect of a mixture of EDCs, considering the main confounding factors. The
selection of relevant chemicals and the use of PCA and WQS reduced the number of variables
studied and, therefore, the risk of chance association.

The main limitations of this study include the relatively small sample size and low
participation rate in the context of Covid pandemic, which may introduce selection bias. The
results of the present study need to be confirmed with a larger cohort. Additionally, our results
may have been influenced by the contributions of others toxicants not considered, such as
methylmercury (490) or lead (487). Conversely, it has been suggested that some seafood-related
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contaminants, such as PFASs, could serve as a proxies for fish nutrients, showing protective
associations that may actually relate to the benefits of seafood consumption (426). Furthermore,
attentional testing is not validated for children under 6 years of age. Indeed, the diagnosis of
ADHD is uncertain in preschool children, as only 50% of those diagnosed before age 4 will still
meet the diagnostic criteria at age 6 (689). However, our analysis does not address the diagnosis
of ADHD but rather the efficiency of attentional functions involving various level of selectivity,
in accordance with the Van Zomeren and Brouwer model (68). The attentional components
varying along the dimension of intensity, such as alertness and sustained attention have not
been examined in our study, although it is notably affected by antenatal exposure to certain
toxicants, especially PCBs, as reported in the literature. The use of different neuropsychological
tests has limited the comparability of existing birth cohort studies, in addition to the variation
exposure doses and timing.

Differences in the relative proportion of targets versus distractors across attentional tests
may partially explain discrepancies in study findings, as this ratio influences attentional effort
and response bias, which, in turn, may affect the likelihood of making omission errors or other
mistakes (690). Discrepancies may arise between results obtained from neuropsychological
tests and questionnaire-based assessments within the same study population. Unlike
neuropsychological tests, which are designed to provide a more objective assessment of
underlying cognitive functions, questionnaires assess the efficiency of executive functions in
everyday life as far as can be evaluated by an untrained external observer. Moreover, given that
executive functions are highly interrelated, some authors argue that they cannot be easily
dissociated (104). Differences between how confounding variables were controlled may also
explain some inconsistencies in other studies. For example, breastfeeding is not accounted for
in all studies, even though it has an important protective effect on attentional capacities
(486,691). On the other hand, children exposed to some EDCs postnatally via breastfeeding
may show more severe deficits later in life compared to no-breastfed children (481). Another
example is the consideration of socio-economic status, which we assessed here by parental
education level. Indeed, there is evidence linking EDCs exposure to poorer neuropsychological
scores, particularly among those with greater prenatal social disadvantage (429,501).

Conclusion

In the present study, early-life exposure to mixtures was significantly associated with
attentional and executive functions of preschool children.

Our findings also support the hypothesis of a sex-specific effect, emphasizing that

mechanisms involved may be sex-dependent. However, results should be interpreted with
caution due to the small sample size.
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Abstract

Objective

Prenatal exposure to endocrine-disrupting chemicals (EDCs) has been associated with
neurodevelopmental impairment. However, few studies have addressed the effects of exposure
to mixtures of EDCs on specific cognitive domains. Moreover, given the known sex differences
in cognitive development and evidence suggesting sex-specific vulnerability to EDCs, it is
essential to examine outcomes separately in boys and girls. This study investigates the influence
of prenatal exposure to a mixture of EDCs on language abilities, memory function and numeric
skills in preschool-aged children.

Methods
Between 2014 and 2016, 55 children were enrolled in a longitudinal birth cohort study. Cord
blood samples were analysed for two polychlorinated biphenyls (PCBs) and four perfluorinated
compounds (PFASs). At 6 years of age, participants underwent standardized assessments of
memory, language, and arithmetic abilities. The association between ED mixture exposure and
cognitive outcomes was assessed using Principal Component Analysis (PCA) and Weighted
Quantile Sum (WQS) regression. Analyses stratified by sex were also conducted.

Results

Both PCA and WQS models revealed negative associations between ED mixture exposure and
performance in memory and language assessments in the overall sample. Sex-specific analyses
identified two distinct patterns: in girls, long-term memory performance was adversely affected,
whereas in boys, short-term memory was more impacted. Regarding language function,
receptive and semantic domains were negatively associated with ED exposure in girls, while
expressive and phonological domains were affected in boys. Arithmetic abilities were generally
unaffected, except for the Counting subtest, which was negatively associated with prenatal ED
exposure in boys only.

Conclusion
These findings suggest that prenatal exposure to mixtures of endocrine-disrupting chemicals
may adversely affect memory and language development in early childhood, with sex
differences in patterns of effects. Mathematical skills appear to be less impacted, though some
domain-specific effects are present in boys. Our results underscore the importance of
considering both chemical mixtures and sex differences in studies of neurodevelopmental
toxicity.

Keywords (7): Endocrine disrupting chemicals — mixture — memory — language — learnings —
preschool - sex-stratified effect
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Introduction

Endocrine Disrupting chemicals (EDCs) are exogenous substances present in the
environment which alter the functions of the endocrine system, causing adverse health effects
in an intact organism, or its offspring, or (sub) population (6). Among them, persistent organic
pollutants (POPs) are resistant to environmental degradation and bioaccumulate in human and
animal tissue (6). These compounds include polychlorinated biphenyls (PCBs) and
perfluoroalkyl acids (PFASs) that have been widely used in industrial applications.

Due to their long half-life, persistent EDCs are found all over the world, and
contaminate animal species, including humans, mainly through food (550). These compounds
are readily transported across the placenta to the foetus that is especially vulnerable because of
physiological, anatomical, and behavioral features associated with development (692). In
animal experiments, in utero exposure to PCBs or PFASs demonstrated deleterious impacts on
the development of cognitive functions, including learnings and memory (693—695).

Despite consistent laboratory evidence of EDCs’ developmental neurotoxicity, data
regarding the neurodevelopmental effects of prenatal EDCs exposure in humans are sometimes
discrepant (276). Furthermore, while extensive research has examined the influence of prenatal
chemical exposure on overall cognition, fewer studies have investigated learning abilities or
outcomes (Appendices IVA and IVB). These encompass both domain-general cognitive
functions, such as short- and long-term memory, and domain-specific abilities such as oral and
written language development and mathematics, which are essential for academic success and
long-term cognitive development (110).

Memory is a multifaceted cognitive function that encompasses several distinct
processes, including encoding, storage, and retrieval of information (696). While the early
modal model simply distinguished between long-term memory (LTM) and short-term memory
(STM) (110), theoretical understanding has since evolved with the development of the concept
of working memory (WM) (128). According to Baddeley’s model (697), WM comprises the
verbal and visuospatial STM, responsible for temporary storage of verbal and visuo-spatial
information respectively, as well as the central executive (CE) component, which governs the
manipulation of information. A fourth element, the episodic buffer, allows the interaction of
WM with LTM. In contrast, LTM is organized in distinct subdomains including perceptual
representation system, semantic memory, episodic memory and procedural memory (118).
Since memory development relies largely on the structural and functional development of the
brain, particularly the hippocampus and frontal cortex, which begins early in life, it can be
damaged by early environmental conditions (698). Memory function involves cognitive
processing essentials for learning language and mathematics (699,700).

Language development results from a complex interplay between neuroanatomical
maturation and environmental stimulation, both of which begin to exert their influence early in
life. The perinatal period is particularly critical, as it represents a highly sensitive developmental
window during which environmental factors, such as atypical auditory input, drug exposure, or
illness, can disrupt brain maturation and alter the trajectory of early speech acquisition
(160,701). Language impairment can affect one or more of the five core areas of language
development, namely, phonology, semantics, syntax, morphology and pragmatics (165), and
also have repercussions on math and reading acquisition (702,703).
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Finally, mathematics plays a central role in educational attainment and academic
success. Although these abilities are primarily acquired through formal learning, the
neurocognitive foundation that support math thinking acquisition starts developing before birth,
and continues to develop throughout infancy and childhood (704). These early capacities,
inherited through evolution and enabling infants to be sensitive to numerical information from
a very young age, are largely modulated by prenatal and postnatal environments, and can be
disrupted by exposure to certain toxicants, including EDCs (188,189). Regardless of the
theoretical framework, impairments in any of the key developmental domains- memory, oral
language or reading and math learnings development are associated to lower school readiness
and reduced academic achievement (110,705).

The developmental neurotoxicity of EDCs was first recognized after large-scale
poisoning episode in Taiwan in 1979 : children exposed in utero to PCBs showed persistent
delays in verbal development, including poor verbal scores at the Verbal subtest of the
intellectual quotient (Verbal 1Q) measured with the WISC, until 11 years of age (433). Since
this poisoning episode, several birth cohort studies have reported that verbal functions were
likely to be affected by prenatal PCB exposure (100,493). The effect of antenatal exposures to
PFASs on language development in early infancy and childhood is less consistent with some
authors reported negative, null or even positive associations (375,426,507). Language
development is closely intertwined with memory development. Several epidemiological studies
have explored the association between prenatal exposure to EDCs and memory outcomes in
children. Specifically, higher levels of PCBs measured in cord serum or maternal serum during
pregnancy have been linked to poorer STM performance, including WM skills (444,501,706),
while LTM appears to be less affected (463,493). Evidence regarding the effects of early-life
exposure to PFASs on memory outcomes remains inconclusive, with findings varying
significantly across studies (376,426). To date, only a limited number of studies have explored
the impact of early EDCs exposure on learning abilities, particularly in mathematical domains
(414,512,513), highlighting a critical gap in the literature.

Neurobiological sex differences in brain regions implicated in learning and memory
exist at multiple levels of analysis, from gross neuroanatomy to circuit properties to the
molecular mechanisms underlying them (239). Anatomically, girls exhibit greater volumes in
the hippocampus, caudate nucleus, anterior cingulate gyrus, dorsolateral prefrontal cortex, and
planum temporale. In contrast, boys show relatively larger volumes in the amygdala and
paracingulate gyrus. These differences have been correlated with the differential expression of
sex steroid receptors during development (241). At the molecular level, there are significant sex
differences in the metabolism of several neurotransmitters involved in cognition. Multiple
studies have shown that the availability of dopamine transporters, which regulate synaptic
dopamine levels, is significantly higher in girls than in boys (243). Similarly, in the striatum, a
brain region well known for its role in habit learning, presynaptic dopamine levels are higher
in girls than in age-matched boys (244). Finally, sex differences are also observed at the circuit
level in animal models. In mouse, NMDAR signaling responsible for hippocampal postsynaptic
long-term potentiation, which is fundamental for acquiring spatial information and learning, is
dependent on estrogen receptor alpha (ERa) in females but not in males (239,246,247). These
neurobiological differences may underlie the functional differences observed between sexes,
with boys traditionally showing an advantage in spatial processing, while girls excel in verbal
tasks, although this generalization is somewhat incomplete (239). Given these findings, it is
recommended that the impact of EDCs on cognitive development be analyzed in a sex-stratified
manner. However, few studies have examined sex differences in EDC neurotoxicity.
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Given the potential impact of antenatal exposure to EDCs on language and memory
development, a more in-depth investigation of specific cognitive functions related to learning
is warranted. Most existing studies have focused on individual chemicals in isolation, without
accounting for the cumulative or interactive effects of co-occurring exposures. Additionally,
several studies have reported sex-specific associations, further highlighting the importance of
considering potential gender differences in vulnerability. For instance, early exposure to PFASs
has been associated with impairments in working memory (426) and executive functions (500)
in boys, whereas in girls, language abilities appear to be more affected (505,508). Therefore,
the present study aimed to investigate the associations between prenatal exposure to EDCs and
the development of memory, language, and mathematical skills in 6-year-old children, prior to
the onset of formal schooling and the influence of structured learning. We employed two
complementary statistical approaches tailored for mixture analysis. Cognitive outcomes were
assessed in the overall sample as well as stratified by sex.

Methods

Study participants

The EPOPEE (Effet des Polluants Organiques Persistants sur [’Evolution des Enfants)
study was conducted between 2014 and 2016 at the University Hospital of Liege (Belgium).
Study protocols and methods have previously been described in detail (617). Briefly, mother-
child pairs from the general population were recruited through the maternity ward. Umbilical
cord blood samples were collected, centrifugated and stored at -80°C immediately after
delivery. Inclusion criteria include the absence of prematurity and congenital disease. Of the
212 original participants, 77 gave their consent to participate in the motor and clinical
evaluation at 6 years of age (M = 5.75; SD = 0.34), before starting elementary school. Finally,
only 55 of them had enough cord blood to perform a dosage of all EDCs studied and were
selected for the present study. This study was approved by the local biomedical Ethics
Committee.

Exposure

Endocrine-disrupting chemicals were quantified using chromatography and mass
spectrometry as described previously by Dufour et al. (548). Of the 27 EDCs originally
measured in cord blood samples, only those with a detection rate above the limit of
quantification (LOQ) in more than 50% of sample were included in the analysis. These included
one organochlorine pesticide (4,4 -dichlorodiphenyldichloroethylene [4,4’-DDE]), four
polychlorinated biphenyls (PCBs-118, -138, -153, and -180), and four perfluorinated
compounds (perfluorooctane sulfonate (PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA),
perfluorohexane  sulfonate = (PFHxS), and  perfluorononanoic acid (PFNA)).
For each compound, the LOQ was established during method validation and defined as the
lowest concentration measurable with an uncertainty not exceeding 40%. In accordance with
Lubin et al. (621), values below the LOQ were addressed using multiple imputation, yielding
five complete datasets (K = 5) (622,623). To normalize the data distribution and reduce
variability, a logarithmic transformation was applied prior to statistical analysis.
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Cognitive outcomes

Memory function

Forwards and backwards digit span task from the Number subtest of the Children
Memory Scale (CMS) (707), were used to evaluate verbal STM (forward digit span) and the
CE component of working memory (backward digit span) (Appendix IVC). We also used the
Working Memory Index (WMI) scores from the Wechsler Preschool and Primary Scale of
Intelligence-4rd ed. (WPPSI-1V; Wechsler, 2012 (574)) calculated on the basis of the Picture
Memory and Zoo Locations subtests which assess visual and spatial STM, respectively. Finally,
long term episodic verbal memory was evaluated using the Stories subtests from the CMS
(Immediate, Delayed recall and Recognition).

Language function

Language abilities were assessed across the three core domains (phonology, semantics,
and morphosyntax) using both expressive and receptive tasks. In the phonological domain,
expressive abilities were assessed using the Phonology and Memory subtest (repetition of low-
frequency words), while receptive abilities were evaluated using the Phonological Awareness
subtests (i.e. rhyme task, initial phoneme identification and syllable inversion), all drawn from
the NEEL battery (Nouvelles Epreuves pour 1’Examen du Langage (NEEL) (170)). For
semantic processing, expressive vocabulary was evaluated using the Expression-Vocabulary
subtest of the NEEL battery while receptive vocabulary was evaluated through the Designation
task of the EVALO battery (Evaluation du Langage Oral-EVALO) (171)). Regarding
morphosyntax, expressive skill were assessed using the Sentences Repetition subtest while
receptive comprehension was assessed using the Comprehension subests, both from the ELO
battery (Evaluation du Langage Oral (ELO) (172)). Results of the Phonology and Memory
(NEEL), Expression-Vocabulary (NEEL), and Sentences Repetition (ELO) tests were
combined using a weighted algorithm to calculate a composite Expressive score. Similarly,
results of the Phonological Awareness (NEEL), Designation from a Word (EVALO), and
Comprehension (ELO) tests were used to calculate a composite Receptive score. The
combination of the Expressive and Receptive scores yielded the Global Language score, with
all weighted scores based on a 100 point-scale (Appendix IVC).

Mathematical cognition

Mathematical skills development was evaluated using subsets adapted from the Test
Diagnostique des Compétences de Base en Mathématique (TEDI-MATH) (708). Selected
subtests evaluated counting sequence recitation, enumeration (counting objects), Arabic
number processing (numerical decision and comparison) and arithmetic with pictorial support.
The Pictorial additive fluency task from Noél et al. (709) was included to apprehend calculation
speed in addition in preschoolers . The results of all subtests were combined to calculate a
weighted Global score in mathematics, with all weighted scores based on a 100 point-scale
(Appendix IVC).

Covariates

The study group was selected based on following inclusion criteria: pregnancy without
major complications, born at term, no major congenital abnormalities or medical conditions and
children were mono-lingual French-speakers to avoid variability in language development.
Some covariates were considered based on Directed Acyclic Graph theory (626), including
parental education and smoking status, maternal age, parity, gestational age, birth weight, and
sex (Appendix IVD). The age of the child, alcohol consumption during pregnancy (> 1
serving/month), thyroid function, and breastfeeding were also selected due to their substantial
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influence on cognitive development (450,507,512). All potentially confounding variables
considered in the present analysis were collected from hospital records and structured
interviews. Additionally, children’s thyroid function was assessed by measuring thyroid-
stimulating hormone (TSH) levels three days after birth. In order to identify potential
confounding factors with the association between exposures and outcomes (p < 0.20) (627),
Student tests were used to test group differences for binary variables while univariate regression
models were carried out to assess the effect of continuous variables on outcome measures
(Appendix IVE). Results showed that memory, language and mathematical outcomes were
significantly influenced by parental smoking status, parity, parental education level, as well as
both the age of the mother and the child at the time of testing. These variables were therefore
included as covariates in the final analyses.

Statistical analysis

To investigate the association between prenatal exposure to a mixture of EDCs and
cognitive evaluation scores, we used two distinct statistical modelling approaches. Given the
high intercorrelation among several EDCs, traditional regression models were deemed
inappropriate due to multicollinearity and dimensionality issues.

First, we applied Principal Component Analysis (PCA) to reduce the dimensionality of
the exposure variables and extract a smaller set of uncorrelated principal components (Comp).
Components that cumulatively explained at least 50% of the variance were retained for further
analysis (628). Each retained component was then correlated with the cognitive scores,
adjusting for relevant covariates (572).

Second, we implemented generalized Weighted Quantile Sum (WQS) regression to
assess the cumulative effect of the EDCs mixture and to estimate the relative contribution of
individual compounds to the outcomes of interest. The WQS approach constructs a summary
exposure index, referred to as the WQS index, that reflects the overall body burden of toxicants.
We used quartiles of exposures with 100 bootstrap samples, a 60% validation dataset, and a
negative coefficient constraint. The resulting index was incorporated into a regression model to
evaluate the overall effect of the mixture on the outcome variables (580). WQS regression also
provides estimated weights for each compound, representing their relative contribution to the
overall effect. A mean weight greater than 0.167 (i.e., 1/6, based on the number of biomarkers)
was interpreted as a stronger-than-expected influence by chance. To ensure the stability of our
data and to approximate the repeated holdout strategy described by Tanner et al. (581), the
standard WQS analysis was repeated (rh = 100) to simulate a distribution of validated results
from the underlying population. The mean and confidence intervals (95% CI) for the WQS
index [ coefficient and the chemical weights in relevant situation were considered (Appendix
IVF).

Lastly, recognizing properties of certain EDCs (629) and the evidence from animal
models of sex-specific effects (422,424), all analyses were conducted both on the total sample
and stratified by sex.

All statistical analyses were performed using R software version 4.1.2 (630). The
miWQS package was used for WQS regression analysis (631), while the MIPCA package (632)
was applied as a preliminary step for multiple imputation prior to PCA modeling with the
FactoMineR package (633). Statistical significance was set at a p-value of 0.05.
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Results

Descriptive analyses

The general characteristics of the study population are presented in Table 18. A total of
55 participants were included in the analysis, with a slightly higher proportion of boys (55%).
All children were born at full term, with an average birth weight of 3,360 grams. Approximately
half were first-borns, and the majority (84%) were breastfed. The mean age at the time of
assessment was 5 years and 9 months. The average maternal age at delivery was 31 years. Most
mothers reported no tobacco or alcohol use during pregnancy. In terms of parental education,
71% of mothers and 62% of fathers had attained a level of education higher than high school.

Table 18 presents an overview of children’s cognitive performance. Mean Global
Language score was 79.44 (+ 8.23). Phonology scores, which averaged 67.30 (= 16.79), were
notably lower than those observed for other subdomains. Mean Global score in mathematics
was 75.07 (= 16.02). Regarding memory function, the WMI fell within the expected normative
range, with a mean score of 102.29 (+ 16.78). Unsurprisingly, performance was higher for
forward digit span (mean =4.78 = 1.31) compared to backward digit span (mean =2.29 + 1.29)
and scores for Delayed Recall were slightly lower than for Immediate Recall in the story subtest,
with means of 28.73 (+ 14.44) and 32.98 (£ 12.99), respectively.

Table 18: Demographic characteristics and cognitive scores

Variable N N (%) Mean SD Min Q1 Med Q3
Sex (male) 55 30 (55)
Age during tests (years) 55 5.75 0.30 5.08 5.54 5.7 6.00
Maternal age at delivery (years) 55 31 5 20 28 30 32
Parity (multiparous) 55 29 (53)
Gestational age (days) 55 277 8 252 270 279 284
Birth weight (kg) 55 3.36 0.50 2.28 3.05 3.34 3.36
TSH (mUI/L) 55 5.19 3.30 0.10 3.10 4.50 6.60
Alcohol during pregnancy 55 4(7)
Breast feeding 55 46 (84)
Smoking parents 55

Only the father 10 (18)

Only the mother 10 (18)
Parental educational level (> high school) 55

Mother 39 (71)

Father 34 (62)

Memory function

Verbal STM (forward span) 55 4.78 1.31 2.00 4.00 5.00 6.00 8.00

Visuo-spatial STM 55 10229 16.78 70.00  90.00 100.00 115.00  146.00
CE component (backward span) 55 2.29 1.29 0.00 2.00 2.00 3.00 5.00

LTM-Immediate recall 55 3298  12.99 5.00 23.00 33.00 44.00 57.00
LTM-Delayed recall 55 2873  14.44 0.00 20.00 29.00 38.00 58.00
LTM-Recognition 55 23.22 3.17 15.00  21.00 24.00 25.00 30.00

Language domain
Phonology score 55 6730 16.79  27.78 55.95 68.25 80.56 97.22
Semantics score 55 84.64 5.63 66.62 81.34 85.82 88.68 97.74
Morphosyntax score 55 86.39 8.32 58.75 83.75 88.75 91.25 97.50
Expressive Language score 55 78.86 9.59 49.28 76.08 80.57 86.21 92.18
Receptive Language score 55 80.02 8.89 56.34 74.48 80.44 85.93 97.54
Global Language score 55 79.44 8.23 58.72 75.56 80.05 85.02 94.03
Mathematical domain

Counting sequence recitation 55 5.39 2.23 0.00 4.00 6.00 8.00 8.00

Enumeration 55 11.12 247 4.00 10.00 11.00 13.00 16.00
Arabic number processing 55 22.57 2.58 14.00 22.00 23.00 24.00 29.00
Arithmetic 55 4.88 1.36 1.00 4.00 5.00 6.00 6.00

Arithmetic Fluency 55 7.06 2.15 2.00 6.00 7.00 8.00 11.00
Global mathematical score 55 75.07 16.02 2736  67.92 79.46 83.50 97.00
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Six chemicals were detected in more than 50% of the study population. Table 19
presents the mean concentrations, geometric means, and distribution profiles of these
substances. PCBs were present in 84% of samples, with PCB-153 and PCB-180 detected in
53% and 80% of participants, respectively. All PFASs taken together were found in 98% of the
samples. Among them, PFOA was the most prevalent (92%), with a mean concentration of 0.74
ng/mL, followed by PFNA (80% ; 0.17 ng/mL), PFOS (78% ; 1.05 ng/mL), and PFHxS (63%
; 0.18 ng/mL).

Table 19: Exposed population and summary of POPs levels (ng/mL); undetected values have been replaced by
values below the limit of quantification (<LOQ)

N (%)
Variable N >L0Q LOQ Mean SD Min Q1 Med Q3 Max
PCBs
PCB-153 55 26 (53) 0.07 0.07 0.03 <LOQ <LOQ 0.08 0.08 0.19
PCB-180 55 39 (80) 0.05 0.05 0.03 <LOQ 0.05 0.06 0.07 0.18
PFASs
PFHxS 55 31 (63) 0.15 0.17 0.18 <LOQ <LOQ 0.17 0.27 0.89
PFOA 55 45 (92) 0.25 0.74 0.50 <LOQ 0.41 0.69 0.88 2.94
PENA 55 39 (80) 0.10 0.17 0.13 <LOQ 0.11 0.17 024  0.53
PFOS 55 38 (78) 0.50 1.05 1.39 <LOQ 0.60 0.77 1.25 9.21

EDCs and cognitive outcome

Principal component approach

Pairwise Pearson correlations among chemical concentrations measured in cord blood
are presented in Figure 19A and indicate moderate correlations among several toxicants.
Principal Component Analysis (PCA) identified two principal components, which accounted
for 31% and 22% of the total variance, respectively. The loading factors of each chemical on
the two components are shown in Figure 19B. The first component (Comp1) was defined by
strong positive loadings for all PFASs and PCB-180. The second component (Comp2) was
primarily characterized by high loadings for PCB-153 and PCB-180.

Figure 19: Pairwise Pearson’s correlation coefficients between individual EDCs (A) and between the
two components and EDCs (B); positive correlations are highlighted in blue and negative correlations
in red.
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Adjusted multivariate regression analyses were performed to investigate the
associations between PCA-derived components and cognitive outcomes (Table 20). In the full
cohort, after adjusting for relevant covariates, Compl was significantly and negatively
associated with Global Language score (p = 0.010), as well as with Receptive (p = 0.012),
Semantic (p = 0.042), and Phonology (p = 0.024) sub-scores. Comp2 was negatively associated
with Expressive language (p = 0.024) and Phonology (p = 0.046). No significant associations
were observed between either component and memory or mathematical outcomes.

Sex-stratified analyses revealed distinct profiles of association in girls and boys. Among
girls, both Comp1 and Comp2 were negatively associated with LTM-Delayed Recall scores (p
=0.024 and p = 0.036, respectively). Additionally, Compl was negatively correlated with the
backward digit span assessing the CE component (p = 0.010). Regarding language outcomes,
significant negative associations in girls were found between Compl and Global Language
score (p = 0.032), Receptive language (p = 0.002), and Semantics (p = 0.038).
In boys, Comp2 was negatively associated with the Global Language score (p = 0.012),
Expressive language (p = 0.013), and Phonology (p = 0.001). No associations were observed
with the mathematical domain in either sex.

WQS model

The results of the WQS regression analysis are summarized in Table 20, with the
specific chemicals contributing to each significant association detailed in Table 21. In the
overall sample, exposure to a mixture of PFASs and PCBs was inversely associated with
performance in the CE component (backward span, p=0.025), the LTM-Delayed Recall subtest
(p = 0.006), as well as with the Semantic (p = 0.047) and Global (p = 0.012) language scores.
Additionally, a mixture primarily composed of PCB-180 and PCB-153 was negatively
associated with the Expressive (p =0.001) and Phonology (p < 0.001) components of language
function. No significant associations were observed between the WQS indexes and performance
in Mathematics in the total sample.

Sex-stratified analyses revealed distinct patterns. In girls, a mixture of PFASs and PCBs
was negatively associated with LTM-Delayed Recall (p < 0.001) and LTM-Recognition
memory (p = 0.10), suggesting storage difficulties. In contrast, all working memory outcomes,
including verbal STM (p = 0.017), visuo-spatial STM (p = 0.011) and CE component (p <
0.001), were adversely affected in boys. Regarding language outcomes, in girls, a mixture of
EDCs was associated with reduced Global (p = 0.035), Receptive (p = 0.048), and Semantic (p
=(0.042) language scores. In boys, a mixture composed of PCBs without PFASs was associated
with lower Global (p = 0.043), Expressive (0.011), and Phonology (p < 0.001) scores. Finally,
among mathematical measures, only the Counting Sequence Recitation subtest showed a
significant negative association, specifically in boys exposed to a mixture including PFOA,
PCB-180, and PFHxS (p =0.019).
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Table 20: Adjusted B coefficient with standard error (SE) between PCA components and WQS and
cognitive scores. Statistically significant results (p < 0.05) are in red bold.

Memory Working Long-term
memory memory
Verbal STM Visuo-spatial CE component Immediate = Delayed  Recognition
(forward span) STM (backward span recall recall B (SE)
B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE)

Comp 1 20.03(0.11) 1.61 (1.53) 20.12(0.12) 2071 (1.10) 229(1.17)  0.09 (0.27)
Girls 0.20 (0.17) 4.88 (2.77) 0.150.18) 2.14 (2.08) -5.50 (2.25)  0.68 (0.53)
Boys -0.19 (0.13) -0.28 (1.78) -0.36 (0.13) 0.28(1.34)  -0.97 (1.51)  -0.24 (0.33)

Comp 2 -0.16 (0.20) -2.92 (1.97) -0.01 (0.17) 0.01 (1.50) -0.41(1.52) -0.10 (0.34)
Girls -0.08 (0.25) -1.15 (3.92) -0.07 (0.26) -4.09 (2.62) -5.34(2.37)  -0.79 (0.50)
Boys -0.22 (0.15) -3.71 (2.16) 0.16 (0.22) 2.86(1.76)  1.81(1.91)  0.42(0.44)

WQS -0.49 (0.26) 1.63 (4.30) -0.68 (0.29) 273 (2.15) -7.10 2.43)  -0.74 (0.68)
Girls 0.13 (0.40) 2.04 (8.04) 0.13 (0.45) 9.82(5.37) -19.40 (4.59) -2.27 (0.78)
Boys -0.84 (0.33) -13.31 (4.83) -1.30 (0.00) 1.86 (3.36)  -5.93(2.95)  -1.60 (0.92)

Language Phonology Semantics Morphosyntax Expressive  Receptive Global

P (SE) P (SE) P (SE) B (SE) B (SE) Language
B (SE)

Comp 1 -3.58 (1.75) -1.20 (0.57) -1.19 (0.98) -0.91 (0.92) -2.79 (1.07)  -1.47 (0.58)
Girls -6.41 (3.92) -1.69 (0.75) -1.21 (1.90) -0.65(1.95) -4.60 (2.22) -2.78 (1.28)
Boys 2.52(1.71) -0.58 (0.96) -1.07 (1.12) -1.12(1.30)  -1.37(1.01)  -0.87 (1.01)

Comp 2 -3.16 (1.36) -0.92 (0.47) -0.48 (0.76) -1.82 (0.68) -0.23 (0.86)  -1.21 (0.67)
Girls -1.44 (3.22) -0.27 (0.89) 0.39 (1.45) 038 (1.35)  0.46 (1.86)  -0.49 (1.48)
Boys -4.09 (1.12) -0.90 (0.69) -1.11 (0.86) 250 (0.73)  -0.93(0.73)  -1.76 (0.65)

WQS -10.35 (2.64) -2.21 (1.08) 2.01 (1.94) 4.62(1.36) -3.82(2.07) -3.85(1.46)
Girls -9.95 (6.29) -2.95 (1.58) -4.52 (3.44) -4.09 (3.16) -7.05(3.33) -5.96 (2.61)
Boys -14.33 (1.92) -4.15 (2.06) -4.39 (2.38) -6.14 (1.31) -3.75(2.28) -5.10 (1.60)

Math Counting sequence  Enumeration  Arabic number Arithmetic  Arithmetic Global

Recitation (counting objects) processing B (SE) fluency  mathematics
B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE)

Comp 1 0.04 (0.21) 0.03 (0.21) 0.06 (0.24) 0.01 (0.11)  0.05(0.20)  -0.33 (1.43)
Girls 0.13 (0.36) 0.42 (0.28) 0.56 (0.42) 0.04 (0.17)  0.51(0.33)  2.50(2.30)
Boys 0.03 (0.27) -0.19 (0.32) -0.26 (0.28) 0.06 (0.16)  -0.20 (0.25)  -1.35 (1.86)

Comp 2 -0.19 (0.27) -0.58 (0.38) -0.14 (0.31) 2028 (0.16)  -0.00 (0.26)  -2.19 (1.80)
Girls -0.13 (0.53) -0.58 (0.37) -0.68 (0.55) 0.52(0.30) -0.39(0.45)  -3.89 (2.94)
Boys -0.57 (0.37) -0.56 (0.43) 0.37 (0.36) 20.12(0.22)  0.21(032)  -2.21(2.36)

WQS 0.05 (0.50) -0.99 (0.45) -0.86 (0.54) 20.17(0.27) -0.36(0.51)  -3.40 (3.22)
Girls -0.54 (0.89) -0.51 (0.66) -0.26 (1.09) -0.51 (0.43)  0.59 (0.96) -3.68 (5.06)
Boys -1.97 (0.44) -1.25 (0.90) -1.51 (0.82) -0.42 (0.46)  -0.89 (0.58)  -8.04 (5.17)

Table 21: Chemicals identified by WQS regression in relation to lower cognitive scores

Population Risk of lower cognitive scores

Chemicals concerned

Total
population

Girls

Boys

Lower CE component

Lower long-term memory (retrieval)

Lower semantic processing and global language abilities
Lower expressive language and phonological processing
Lower long-term memory (storage)

Lower global and receptive language abilities and
semantic processing

Lower CE component, verbal and visuo-spatial STM
Lower global, expressive language abilities and
phonological processing

Lower counting score

PFNA + PFOA + PCB-180

PCB-153 + PFOS + PCB-180
PCB-153 + PFOS + PCB-180 + PFOA
PCB-180 + PCB-153

PCB-153 + PFOS + PCB-180

PFOA + PCB-153 + PFOS + PCB-180

PFHxS + PFOA + PFOS + PCB-180
PCB-180 + PCB-153

PFOA + PCB-180 + PFHxS
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Discussion

Our findings suggest that early-life exposure to endocrine disruptor mixtures is
associated with impairments in cognitive development, particularly in memory and language
abilities. Additionally, our results indicate sex differences in neurodevelopmental effects.

The associations observed should be interpreted with caution. Some align with existing
literature, while others do not, potentially due to differences in exposure levels, study designs,
methodologies, and population profiles. Indeed, compared with earlier studies on prenatal
exposure and child neurodevelopment (450), the concentrations of PCBs and PFASs in this
cohort were generally low.

Impact of EDCs mixture on memory function, language development and learnings

In our study, prenatal exposure to a mixture of EDCs was negatively associated with
performance on a task assessing the CE component of working memory (the backward digit
span test). In contrast, verbal and visuospatial STM components were not affected.

Working memory has been evaluated in toddlers and older children across several PCB-
exposed cohorts using a variety of cognitive tests. In both the Michigan cohort (at ages 4 and
11) (486) and the Oswego cohort (at age 8) (492), performance in working memory tasks was
affected by prenatal PCB exposure. However, these studies did not report separate results for
the forward and backward spans. Since the forward span primarily reflects STM and attentional
capacity, while the backward span additionally involves the CE component of working memory
(119), it remains unclear whether the observed impairments in these studies specifically
affected executive functions, as our findings suggest.

No association between prenatal PCB or PFAS exposure and general working memory
index (including STM and CE component) was reported in six other cohorts that used more
general cognitive assessments such as the Wechsler scales (466,491), the McCarthy Scales of
Children’s Abilities (MSCA) (465,488), or the BRIEF test (375,500). In contrast, studies that
employed more targeted memory assessments have shown results consistent with ours: four
studies reported negative associations between prenatal PCB exposure and the CE component
of working memory (444,471,501,710). Our analysis also highlighted the detrimental
contribution of PFASs to the exposure mixture. This finding aligns with results from the INMA
Project (426), which reported a negative association between prenatal PFNA exposure and
performance on the CE component of working memory, assessed via the MSCA Quantitative
subscale at ages 4-5.

Most studies examining prenatal exposure to PFASs or PCBs have found no deleterious
association with the verbal (376,444,471,502) or visuospatial (450,502,711) STM components
of working memory when analysing boys and girls together. Only two studies have reported
associations between higher prenatal PFAS levels and poorer STM performance (376,671).
However, these studies analyzed each chemical independently. Notably, one study that
evaluated a mixture of organochlorines (including PCBs) and metals (lead and manganese)
found a negative association with verbal working memory (501), while the association with
PCBs alone was positive, underscoring the importance of studying joint effects. To date, no
other study has investigated the combined impact of prenatal exposure to both PCBs and
PFAS:s.
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Regarding long-term memory, a mixture of EDCs was found to be associated with lower
scores in the Delayed Recall of the Stories subtest of the CMS in our study, suggesting
difficulties with long-term information retrieval. This finding is consistent with results from the
DACE study, which reported a negative association between PCB-138 and delayed recall on
the Rey Verbal Memory Test (86). However, other studies assessing the impact of prenatal PCB
exposure on delayed LTM did not observe significant associations when boys and girls were
analyzed together (34, 87, 88). Previous research has also indicated that prenatal PCB exposure
can negatively affect visual recognition memory during infancy, as measured by the Fagan Test
of Infant Intelligence (32, 89). Nevertheless, these effects were not replicated in a German
cohort (90), highlighting inconsistencies across populations and methodologies. Our findings
are further aligned with those of Stein et al. (86), who found no association between prenatal
exposure to PFOA and performance on the Narrative Memory subtest of the NEPSY -1I—a task
similar to the CMS Stories test, assessing a child's ability to recall a story immediately and after
a delay. To date, no other studies, to our knowledge, have specifically investigated the
relationship between prenatal PFAS exposure and long-term memory development.

Findings from our prospective birth cohort revealed associations between early
exposure to EDC mixtures and reduced verbal ability in later childhood. Specifically, increased
exposure to PFASs and PCBs mixtures was associated with poorer overall language
development, with a stronger impact on receptive than expressive language, and on semantic
and phonological processing, compared to morphosyntactic skills. In contrast, exposure to
PCBs mixture was primarily related to deficits in expressive as opposed to receptive language,
and in phonological compared to semantic and morphosyntactic processing.

To our knowledge, only one other study has investigated the combined effects of PCBs
and PFASs on language using the Boston Naming Test (BNT), a visual naming task assessing
lexico-semantic processing, in a cohort of 7-year-olds. That study reported poorer BNT
performance in children with the highest prenatal exposure, particularly in vocabulary skills,
consistent with our results (493). The impairment was mainly associated with maternal
exposure to PFOA and PFOS, which showed negative associations with BNT scores
independently of PCBs. Numerous other studies have found reduced language abilities linked
to prenatal exposure to individual PFAS compounds (446,450,493,507-510) or PFAS mixtures
(445,446,507). However, the overall pattern remains unclear, as other studies reported no
significant associations (375,376,414,445,448,511), and some even observed positive effects
(88,426,508).

With regard to PCBs, Boucher et al. demonstrated a detrimental effect of prenatal
exposure on verbal functions such as vocabulary and comprehension (100). These findings were
aligned with earlier research (465-467,492,506,512,513,710,711). Most subsequent cohort
studies have continued to report negative associations between antenatal PCB biomarkers and
children’s verbal performance, either on global language scales (444,446,472,504,712) or in
more specific verbal assessments (484,490). Only a minority reported no link
(463,471,485,493,505). Furthermore, the Michigan cohort also showed persistent effects, with
prenatal PCB exposure negatively affecting reading comprehension and verbal abstraction at
age 11, suggesting long-term and complex consequences (512).
Thus, our results highlight the significant negative impact of early EDCs exposure on children's
language development, with specific impairments depending on the type of exposure.
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Remarkably, while language and memory appeared to be compromised by prenatal
exposure to PCBs and/or PFASs, learning outcomes seemed largely unaffected, despite the
well-established interdependence between these cognitive domains and learning abilities.
Indeed, the majority of studies found no significant effect of early EDCs exposure on learning
outcomes (414,465,480,482,502,513). Only one cohort reported poorer reading comprehension
related to prenatal PCB exposure (512,711), while others even observed improved reading
outcomes following prenatal PFAS exposure (713,714). These results likely point to the
multifactorial nature of learning abilities, which depend on a broad range of cognitive and
environmental factors.

Sex-stratified analysis

Our findings indicate that the relationship between EDC exposure and memory varies
by sex: the negative impact on working memory was mainly observed in boys, while reduced
long-term memory performance appeared only in girls.

This sex-specific impact on working memory echoes the results of our previous study
on cognitive development. In the same cohort, we found significant positive correlations
between a mixture of PCBs and PFASs and the Metacognition Index of the BRIEF
questionnaire among boys, indicating diminished executive functioning, particularly in
awareness and understanding of one’s thought processes. This effect was largely attributed to
lower scores on the Working Memory and Planning subtests.

Carrizosa et al. reported similar findings, where boys aged 4-5 exposed to higher
maternal levels of PFHxS and PFOA showed worse performance on the Quantitative subscale
of the MSCA, which assesses the CE component of working memory (426). Vuong et al. also
observed sex-based effect, with PFOS exposure linked to poorer metacognitive and global
executive  functioning in  boys  according to  BRIEF scores (500).
In contrast, findings from the MoBa study showed a positive association between component
2, heavily weighted with PFNA, PFDA, and PFUnDA, and verbal working memory, with a
stronger effect in boys (376). Interestingly, component 1 of that study, which included PFOA,
PFHxS, PFHpS, and PFOS, showed no association, highlighting that different PFAS
compounds may have varying effects.

However, most studies using sex-stratified models did not demonstrate consistent
patterns of sex-based effect modification (375,376,426,450,491,501). Notably, to our
knowledge, no prior research has examined the combined effects of PCBs and PFASs on long-
term memory.

Our sex-stratified analysis of language tests revealed distinct cognitive profiles for girls
and boys. Perinatal exposure to a mixture of PCBs and PFASs was associated with poorer
receptive language, particularly in semantic processing, in girls, while PCBs exposure was
linked to lower expressive language and phonological processing, in boys.

Our previous study had already identified a decline in Verbal Comprehension Index
(VCI) scores in girls associated with antenatal exposure to PFASs mixtures (617). Similarly,
Oh et al. found that higher PFOA concentrations in cord blood were negatively associated with
receptive language development in girls at 10 and 18 months (508). In addition, in a large
Norwegian cohort of over 44,000 mother-child pairs, elevated dietary exposure to PCB-153
during pregnancy was also linked to language delays in girls (505).

Nonetheless, most studies that analyzed boys and girls separately did not detect
significant sex-specific effects (375,376,426,445,450,472,505,511,512,710,711). Two studies
even reported positive associations between higher prenatal PFNA and PFOA levels and verbal
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function in girls (88,445). However, these findings were typically based on global cognitive
assessments like verbal IQ, which reflect accumulated verbal knowledge rather than directly
measuring language abilities. A more nuanced evaluation of language subskills is necessary to
clarify ED-related effects.

Subcomponents of language function have been largely overlooked in literature. Our
findings of phonological deficits in boys exposed to PCBs may be partly explained by motor
dysfunction (164,715), an area known to be more vulnerable to prenatal PCBs exposure in boys
(662). Reduced articulation speed, in turn, may impair working memory via the phonological
loop, consistent with our results showing negative effects on boys' working memory after PCB
exposure. Impairment of working memory, or even a direct auditory dysfunction induced by
PCBs, compounds recognized for their ototoxic properties (716), could also contribute to the
development of phonological disorders; however, this latter hypothesis was not investigated in
the present study. These combined effects can hamper language acquisition.

On the other hand, semantic deficits in girls may be related to concurrent impairments
in long-term memory, which forms the basis for semantic short-term memory (164,717). The
Boston Naming Test, a task that reflects semantic memory and vocabulary development, was
negatively affected by prenatal exposure to PCBs, PFOA, and chemical mixtures (490,493).
However, these studies did not conduct sex-stratified analyses, leaving the question of sex-
specific susceptibility open.

Finally, we also observed lower performance on a counting sequence recitation task in
boys exposed prenatally to EDC mixtures. Yet, previous studies found no sex differences in the
relationship between maternal PCB or PFAS levels and academic performance (414,480).
Interestingly, numerical skills are closely linked to cognitive domains such as phonological
awareness and working memory (718), which were also adversely affected in our cohort.

Given the scarcity of sex-stratified research and the inconsistency of current findings,

future studies with sufficient sample sizes are essential to determine whether sex modifies the
cognitive effects of EDC exposure.
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Physiopathology:

Animal toxicology studies have shown that neonatal exposure to EDCs can result in
neurological and behavioral abnormalities, suggesting that early-life exposure during critical
developmental windows can disrupt brain development. During gestation, migrating and
dividing cells are particularly vulnerable to toxic damage (521). Compounding this risk, the
fetus lacks key detoxification systems present after birth (522), and the immature blood—brain
barrier further increases susceptibility to central nervous system insults (523).
PCBs and PFASs are potential thyroid disrupters. Exposure to some congeners has been
associated with reduced maternal and neonatal levels of thyroid hormones (321,719) , which
are essential for promoting neuronal and glial proliferation and differentiation (720). PCBs and
PFAS have also been shown to act as agonist or antagonist of thyroid hormone receptors
(86,359). Beyond hormonal interference, they may disrupt brain development by affecting
neuronal homeostasis, neurotransmitter balance, synaptic plasticity, and myelination (375—
377). Emerging evidence also suggests that environmental chemicals can interfere with
epigenetic processes (404). Specifically, the hippocampus and prefrontal cortex, regions crucial
for learning and memory, appear particularly sensitive to certain EDCs (721,722). The
hippocampus is a major site of PFAS accumulation in the brain, where they impair
neurotransmission and synaptic plasticity (343,695). Liu et al. found that prenatal exposure to
PFOS and PFOA impaired spatial cognition and memory in rats, potentially due to reduced
concentrations of N-methyl-D-aspartate receptor 2B in the cortex and hippocampus and
changes in gene expression of calcium-dependent signaling molecules during gestation (406).
PFOS exposure also significantly increased glutamate and GABA concentrations in the dorsal
hippocampus (723). Postnatal exposure to PFOS, PFOA, and PFHxS disrupted cholinergic
signaling and reduced cognitive performance in rats (724). Similarly, perinatal exposure to non-
dioxin-like PCBs (e.g., PCB-138, -153, -180) has been linked to long-term memory deficits in
mice (725). Perinatal exposure to PCBs altered the expression of developmental genes related
to cell cycle, synaptic function and neurogenesis in the hippocampus (205). Disruptions in
dopamine signaling within the prefrontal cortex were also observed in rats exposed to PCBs in
utero (101). The precise mechanisms through which EDCs affect language development remain
poorly defined. Beyond indirect effects mediated by impairments in motor or memory
functions, both critical to language acquisition, evidence indicates that PCBs may contribute to
subtle hearing and auditory processing deficits (716). These findings raise the possibility of a
complex cascade in which minor auditory dysfunctions disrupt the development of language
skills.

The sex-specific effects observed in our study suggest that EDC neurotoxicity may
differ between males and females. One explanation lies in toxicokinetic differences: PFASs
tend to have shorter half-lives and lower tissue accumulation in females than in males (332).
Another potential factor is the estrogenic and anti-estrogenic properties of PCBs, which could
affect brain development differently by sex (726), given estrogen’s crucial role in neurogenesis
and cognitive function (727). PFASs may also disrupt sex hormone regulation and alter thyroid
physiology in a sex-specific way (203,728). Finally, sex differences in epigenetic transmission
have been proposed as another explanation for sex-specific prenatal vulnerability. Although
epigenetic changes can occur throughout life, the prenatal period is particularly susceptible to
such alterations (729). Epigenetic mechanisms such as DNA methylation play a crucial role in
neurodevelopment (586), and some studies have shown that PFASs may differentially affect
DNA methylation in males and females: in a Faroese birth cohort, PFOS exposure was
associated with DNA methylation changes in males only, which were predicted to dysregulate
genes involved in nervous system development (587).
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Strengths and limitations

This study benefits from several strengths, including its prospective design and the use
of validated, adapted neuropsychological tests to assess various cognitive domains such as
memory, language, and arithmetic abilities. All assessments were conducted by trained
professionals. Importantly, PCBs and PFASs were measured in cord blood at birth. Given their
long biological half-lives, a single serum sample was deemed a reliable proxy for exposure
throughout pregnancy (518). The ante- and perinatal periods are known to be particularly
critical for central nervous system development. Furthermore, two robust and validated
statistical methods were used to examine the effects of a mixture of EDCs on learning and
memory, with models adjusted for prospectively collected covariates.

Nonetheless, the study has limitations, primarily its modest sample size and a low
participation rate attributable to the COVID-19 pandemic, which could introduce selection bias.
Despite this, the demographic and clinical characteristics of the final sample remained
consistent with those of the original cohort. Moreover, environmental exposure often involves
multiple neurotoxicants simultaneously. Given the large number of chemicals suspected to
harm the developing brain, evaluating complex exposure scenarios is essential in
neuroepidemiological research (518). Therefore, other toxicants should be considered as
possible confounders. For instance, in a Faroese cohort with high exposure to PCBs and
methylmercury, largely due to the consumption of pilot whale meat and blubber, prenatal PCB
exposure was initially associated with poorer performance on the Boston Naming Test.
However, this association lost significance after adjusting for methylmercury, whose effect
remained statistically significant (490). In our study, decisions were constrained by the limited
blood sample volume. Other covariates deserve further attention. Socioeconomic status and
parental stimulation, crudely approximated by parental education level in this study, are known
to influence children's language and memory development (730). In a Dutch cohort, for
example, adverse effects of prenatal PCB exposure on memory were observed only among
children raised in less favourable environments, while no effects were seen in more advantaged
settings (468). Finally, inconsistencies in findings may also be attributable to sex-specific
biological mechanisms and variability in ED types. Yet, few studies have explored sex
differences in the effects of ED exposure. Future studies with larger cohorts and sex-specific
analyses are needed to better elucidate the cognitive impacts of prenatal exposure to ED
mixtures.

Conclusion

This study explores the potential impact of prenatal exposure to a mixture of endocrine-
disrupting chemicals on memory, language, and learning development, in a Belgian birth cohort
born between 2014 and 2016. Using two complementary statistical methods, we observed
adverse associations, with distinct exposure-response profiles between boys and girls. While
larger studies are needed to confirm these findings, our results underscore the urgent need to
protect children’s neurodevelopment from environmental contaminants throughout pregnancy
and early childhood. Exposure during these sensitive windows may lead to enduring cognitive
effects due to lasting changes in the developing central nervous system. Although
environmental concentrations of PCBs and certain PFASs have declined over time, the risk of
exposure persists, particularly from industrial waste. Notably, the volume of these substances
remaining in outdated electrical equipment and landfills still exceeds the total amount currently
released into the environment (306).
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SYNTHESE DES PRINCIPAUX RESULTATS
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Abréviations : QIT = quotient intellectuel total ; ICV = indice de compréhension verbale ; IVS = indice
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SUR LA POPULATION GENERALE

L’objectif principal de cette these est d’évaluer les effets d’une exposition prénatale a
une mixture de PEs sur le développement psychomoteur et cognitif d’enfants d’age préscolaire.
Les résultats obtenus (Tableau 22) indiquent qu’une exposition précoce a un mélange de PCBs
est associée a une diminution des performances aux évaluations neuromotrices ainsi qu’a des
altérations des capacités attentionnelles. Par ailleurs, une exposition combinée aux PCBs et aux
PFASs semble affecter négativement la mémoire a court terme, la mémoire a long terme, ainsi
que les compétences langagieres, tant du point de vue expressif que réceptif (Figure 20). Dans
I’ensemble, ces observations suggérent que les mélanges de substances chimiques pourraient
exercer des effets plus marqués et potentiellement plus complexes sur les fonctions cognitives
que les composés pris isolément. L’effet cumulatif pourrait s’expliquer par le fait que plusieurs
de ces substances partagent des mécanismes d’action communs ou interférent simultanément

avec différentes voies biologiques impliquées dans le neurodéveloppement.

Figure 20: Synthese des résultats obtenus sur la population globale

PCB PFAS

Population ﬁ ﬁ Visuo-spatiale (Indice Visuo-Spatial)
globale
Examen neuromoteur

Fonction attentionnelle (attention divisée)
Mémoire a court terme

Mémoire a long terme
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Etant donné la vulnérabilité des cellules cérébelleuses et du systéme dopaminergique
face aux PCBs et aux PFASs, une altération des fonctions motrices était attendue. Comme
I’ont montré plusieurs modéles animaux (380,419-421) ainsi que les observations issues de la
cohorte contaminée Yu-Cheng (432), les PCBs semblent affecter les systémes moteurs. Nos
résultats s’inscrivent d’ailleurs dans la lignée de recherches antérieures ayant rapporté une
augmentation du risque de dysfonctionnements neurologiques mineurs associés a une
exposition prénatale aux PCBs (457—460). En ce qui concerne les PFASs, bien que certaines
¢tudes aient mis en ¢évidence des effets déléteres sur les fonctions motrices dans diverses
cohortes (445,449,507), aucun impact significatif n’a été observé dans notre échantillon lorsque

les données des filles et des gargons sont analysées conjointement.

Le cervelet et le systéeme dopaminergique, en particulier au niveau du cortex préfrontal,
jouent également un role essentiel dans le contrdle des fonctions attentionnelles. Par ailleurs,
les études en neuroimagerie menées chez 1’étre humain ont mis en évidence une réduction du
volume et de I’activité du striatum a la suite d’une exposition aux PCBs et aux PFASs
(731,732). Nos résultats sont en accord avec les travaux antérieurs ayant observé une
augmentation des troubles attentionnels chez les enfants exposés précocement aux PCBs
(486,488-490,675). En revanche, aucun effet significatif des PFASs sur les capacités
attentionnelles n’a été relevé dans notre échantillon, ce qui suggere un impact plus limité a ce

niveau, conformément aux conclusions de la revue récente de Forns J. et al. (87).

L’hippocampe et le cortex préfrontal, deux structures cérébrales clés impliquées dans
les processus d’apprentissage et de mémoire, apparaissent particulicrement vulnérables a
I’exposition a certains PEs. L’hippocampe, en particulier, constitue un site privilégié
d’accumulation des PFASs dans le cerveau (342). Par ailleurs, les PCBs comme les PFASs
peuvent altérer ’homéostasie des hormones thyroidiennes et sexuelles dont I’'importance dans
le développement hippocampique a été soulevée (124,125). De plus, ils exercent une influence
sur les systemes glutamatergique et cholinergique, pouvant ainsi perturber la neurotransmission
ainsi que la plasticité synaptique (339,395-397). Ces altérations ont été clairement mises en
¢vidence chez des modeles murins exposés, notamment a travers des performances dégradées
dans des taches de type labyrinthe (282,376,425). Dans notre étude, 1I’exposition combinée aux
PCBs et aux PFASs est associée a une diminution des performances mnésiques, tant a court
qu’a long terme. Si I’impact négatif des PCBs sur la mémoire a court terme est bien documenté
dans la littérature (444,463,465,471,472,486,488,490-492,492,501,502,706), les données

concernant leur effet sur la mémoire a long terme restent plus contrastées
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(463,468,472,490,493). Quant aux PFAS, leurs effets sur les fonctions mnésiques demeurent
incertains, les résultats disponibles étant encore trop hétérogénes pour permettre de tirer des

conclusions définitives (375,376,414,426,450,493,500).

L’atteinte sur le plan du langage est peu ¢étudiée dans la littérature. Par ailleurs, les
processus physiopathologiques sous-jacents sont difficiles a analyser en raison du caractére
complexe et multimodal de cette fonction et de 1’absence de modéle animal adapté. Les atteintes
des fonctions motrices, attentionnelles et mnésiques pourraient entraver secondairement le
développement des différentes composantes du langage (164,715,717). Un autre facteur
intéressant a prendre en compte est le caractére ototoxique des PCBs dont une exposition
précoce est associée a des déficits subtils de l'audition et/ou du traitement auditif (716) ; cette
derniére hypothése n’a cependant pas été approfondie dans la présente étude. De telles
interactions complexes sont difficiles a appréhender dans un contexte épidémiologique. La
revue de Boucher O. et al. en 2009 (100) a souligné que les fonctions verbales, notamment le
vocabulaire et la compréhension, sont particuliecrement sensibles a 1’exposition prénatale aux
PCBs. En ce qui concerne les PFASs, les résultats sont moins cohérents, certaines études

rapportant des associations négatives, d’autres nulles ou méme positives (426).

Notre étude met également en évidence une absence d’effet sur plusieurs fonctions
cognitives au sein de la population générale. En ce qui concerne I’intelligence, peu d’études ont
rapporté une diminution du QIT a la suite d’une exposition précoce au 4,4’-DDE (438,439),
tandis que les résultats relatifs aux PFASs demeurent trés hétérogénes (86,439). A ’inverse, de
nombreux travaux portant sur les PCBs ont mis en évidence une association négative entre
I’exposition prénatale et I’intelligence générale (86,439). Toutefois, contrairement aux
populations fortement exposées aux PCBs, chez lesquelles des capacités intellectuelles
diminuées ont été observées (433), la majorité des études récentes menées sur des populations
faiblement ou modérément exposées ne rapportent plus d’effets aussi marqués
(455,472,482,513,588-595). L’existence d’un effet seuil, ou la sensibilité limitée de la WPPSI
a détecter des atteintes subtiles de certaines fonctions cognitives pourraient ainsi expliquer
I’absence d’impact majeur des PCBs observée dans notre étude. Un raisonnement similaire peut
étre appliqué aux fonctions exécutives. Celles-ci apparaissent peu affectées par une exposition
précoce aux PCBs dans les ¢études récentes, y compris la  notre
(471,475,476,478,487,489,491,663), alors que des travaux plus anciens rapportaient des
performances diminuées en vitesse de traitement, inhibition et/ou planification

(464,466,468,486,486,492). Les résultats concernant les PFASs restent contradictoires
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(426,495,499,682). Enfin, les capacités d’apprentissage apparaissent globalement préservées,
en accord avec les données de la littérature, notamment en ce qui concerne la cognition
numérique (414,512,513). Bien que les données disponibles demeurent limitées, ces
observations suggerent que les apprentissages scolaires reposent sur des mécanismes largement
multifactoriels, impliquant une interaction complexe entre différentes fonctions cognitives et
de nombreux déterminants environnementaux, ce qui pourrait atténuer ou masquer les effets
spécifiques des expositions chimiques précoces. A notre connaissance, aucune étude antérieure
n’a examiné I’impact conjoint d’une exposition prénatale aux PCBs et aux PFASs sur les
fonctions intellectuelles, exécutives et numériques, soulignant ainsi une lacune importante dans

la littérature actuelle.

Pour finir, nos analyses ont mis en évidence des associations positives significatives
entre une exposition prénatale aux PFASs et le développement des compétences visuo-
spatiales. Bien que ces effets « protecteurs » puissent paraitre contre-intuitifs, ils sont en accord
avec certaines ¢tudes antérieures rapportant des résultats similaires (414,426,445,733). Une des
hypothéses avancées suggere que les bénéfices nutritionnels de certains aliments, tels que les
fruits de mer, pourraient compenser, voire surpasser, les effets toxiques des contaminants qu’ils
contiennent. Par ailleurs, il a été proposé que certains PFASs pourraient induire des effets
neuroprotecteurs via D’activation des récepteurs PPAR, connus pour leurs propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires (414). Bien que toutes les études ne corroborent pas
I’existence de telles associations positives entre exposition aux PFASs et cognition, ces résultats

soulignent I’intérét d’approfondir les recherches sur ces mécanismes potentiels.
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UN EFFET DEPENDANT DU SEXE

Le développement cérébral « naturel » et, par surcroit, son fonctionnement, différent
entre les filles et les garcons. Par ailleurs, 1’expression clinique des TNDs est également
distincte en fonction du sexe, avec également une prévalence majorée chez les gargons. Enfin,
il a ét¢ démontré que de nombreux PEs peuvent avoir un impact spécifique sur le
développement neurologique en fonction du sexe
(375,376,426,449,484,491,495,497,500,508,600). Dans ce contexte, nous avons jugé essentiel
d’examiner I’impact d’une exposition précoce aux PEs sur les fonctions psychomotrices et
cognitives chez les filles et les gargons de manicre séparée. Dans notre étude, des différences
considérables ont été retrouvées entre les filles et les garcons. Des atteintes de la fonction
intellectuelle globale, du raisonnement fluide, des compétences de motricité globale, des
fonctions attentionnelles, exécutives (métacognition et mémoire de travail), de la mémoire a
court terme, du langage (versant expressif et phonologie) et du dénombrement ont été
retrouvées chez les garcons. Chez les filles, ce sont les compétences visuo-spatiales, la mémoire
a long terme, le langage (versant réceptif et sémantique) et les fonctions exécutives (régulation
comportementale) qui sont impactées (Figure 21)Erreur ! Source du renvoi introuvable..
Dans la littérature, la plupart des études examinant les associations spécifiques au sexe entre
l'exposition prénatale a certains polluants, surtout les PCBs et les PFASs, et le développement
neurologique de I'enfant suggerent €galement que les gargons sont plus vulnérables aux produits

chimiques environnementaux que les filles (375,426,449,457,484,491,495,500,562).
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Figure 21: Synthese des résultats obtenus chez les filles et les gargons
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Une vulnérabilité accrue du fonctionnement intellectuel chez les gargons a été décrite
des les premieres études consacrées aux PCBs, notamment a la suite de la contamination
accidentelle des femmes enceintes a Yu-Cheng (556). Toutefois, cet effet n’a pas été
systématiquement retrouvé dans des études plus récentes menées au sein de populations
présentant des niveaux d’exposition plus faibles, suggérant I’hypothése d’un effet seuil (484).
Les effets sexe-dépendants du 4,4’-DDE restent, quant a eux, peu documentés. Dans 1’étude de
Kalloo G. et al., ce composé, pris isolément, ne semblait pas altérer les performances cognitives.
En revanche, son association avec d’autres toxiques, tels que des phénols, des phtalates, des
métaux lourds, d’autres perturbateurs endocriniens ou des pesticides, était associée a une
diminution des scores de QI a 5 et 8 ans, suggérant un possible effet potentialisateur (571). Par
ailleurs, le 4,4’-DDE, a I’'instar des PCBs, est moins représenté dans la littérature récente, et ses
effets en mélange pourraient étre sous-estimés. Concernant les PFASs, certaines études ont mis
en évidence des associations inverses entre 1’exposition précoce et le développement
psychomoteur (445) ou l’intelligence globale (375,511,581) uniquement chez les garcons,

suggérant 1a aussi une possible vulnérabilité différentielle selon le sexe.
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En ce qui concerne le développement des compétences motrices, plusieurs études ont
mis en évidence un effet différencié selon le sexe. Les travaux de Kishi et al. (616) ainsi que
ceux de Vermeir et al. (484) ont montré qu’une exposition prénatale plus élevée aux PCBs était
associée a un score de développement moteur inférieur chez les garcons par rapport aux filles
a I’age de six mois et de trois ans respectivement. De manicre similaire, les effets déléteres
d’une exposition prénatale aux PFASs sur les habiletés motrices ont été rapportés comme étant
plus marqués chez les garcons dans plusieurs études (445,448,449). Par ailleurs, des recherches
en neuroimagerie ont révélé une diminution de I’activité fonctionnelle du putamen, structure
impliquée dans le controle moteur, plus prononcée chez les garcons exposés aux PFAS

(731,732).

Concernant les fonctions attentionnelles et exécutives, 1’é¢tude de Sagiv S. et al. a mis
en évidence, a I’aide d’un test de performance continue (CPT), un taux d’omissions plus élevé
ainsi que des temps de réaction plus courts chez les garcons exposés aux PCBs, en comparaison
avec les filles (491). L’influence du sexe dans le cadre d’une exposition prénatale aux PFASs
sur les fonctions attentionnelles demeure, quant a elle, trés variable selon les études : certaines
rapportent un risque accru de TDAH chez les filles (87,497,679), tandis que d’autres soulignent
une vulnérabilité plus marquée chez les garcons (426,495,497,499,558,679). A Pinverse,
plusieurs travaux n’ont identifié aucune association significative entre exposition aux PFAS et
troubles attentionnels, quel que soit le sexe (375,376,426,483,495,497,679,682). Par ailleurs,
bien que de nombreuses études aient suggéré un lien entre exposition périnatale aux PCBs ou
aux PFASs et dysfonctionnements exécutifs, seuls I’étude HOME (500) et le projet INMA (426)
ont mis en évidence un effet délétére des PFASs, affectant spécifiquement les garcons. A ce
jour, aucune autre recherche n’a encore examiné de maniere systématique les effets combinés

d’une exposition simultanée aux PCBs et aux PFASs sur les fonctions exécutives.

Nos résultats concernant les fonctions mnésiques indiquent également un impact
différencié selon le sexe : une altération de la mémoire de travail a été principalement observée
chez les garcons, tandis qu’une diminution des performances en mémoire a long terme a été
relevée uniquement chez les filles. Cette différenciation pourrait s’expliquer par la sensibilité
particuliére de I’hippocampe aux stéroides sexuels. Il est donc plausible qu’une exposition
précoce a des PEs susceptibles d’interférer avec la signalisation cestrogénique et androgénique
au cours du développement cérébral perturbe la maturation des circuits neuronaux impliqués
dans les processus mnésiques. L’effet différencié selon le sexe sur la mémoire a court terme est

en accord avec les résultats de Carrizosa C. et al., qui ont observé des déficits similaires chez
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des garcons agés de 4 a 5 ans exposés in utero a des niveaux maternels plus ¢élevés de PFHxS
et de PFOA (426). A I’inverse, les données issues de la cohorte MoBa révélent une association
positive entre la mémoire a court terme et la composante 2 (dominée par les PENA, PFDA et
PFUnDA), avec un effet plus marqué chez les garcons (376). Il est également intéressant de
noter que la composante 1 de cette méme étude (comprenant des PFOA, PFHxS, PFHpS et
PFOS) ne montrait aucune association significative, suggérant que les effets des PFASs
pourraient varier en fonction des congéneres impliqués. Enfin, aucune autre étude n’a
spécifiquement exploré 1’effet différencié du sexe sur la mémoire a long terme en lien avec une

exposition précoce aux PCBs ou aux PFASs.

Notre analyse stratifiée par sexe des performances langagieres a mis en évidence des
profils cognitifs distincts entre filles et garcons. Une exposition périnatale combinée aux PCBs
et aux PFASs a été associée a des altérations du langage réceptif, en particulier dans le
traitement sémantique, chez les filles. En revanche, une exposition aux seuls PCBs était li¢e a
des difficultés dans le langage expressif, notamment a des déficits phonologiques, chez les
garcons. Ces résultats sont en accord avec ceux d’Oh J. et al., qui ont observé une association
négative entre des concentrations plus élevées de PFOA dans le sang du cordon ombilical et le
développement du langage réceptif chez les filles a 10 et 18 mois (485). Par ailleurs, une étude
conduite dans une large cohorte norvégienne a également rapporté un retard langagier chez les
filles exposées a des niveaux alimentaires élevés de PCB-153 (505). Toutefois, la majorité des
¢tudes ayant procédé¢ a une analyse différenciée selon le sexe n’ont pas mis en évidence d’effets
significatifs spécifiques (375,376,426,445,450,472,505,511,512,710,711). 1l convient de noter
que ces travaux s’appuyaient généralement sur des mesures globales de la cognition, telles que
le QI verbal, qui reflétent davantage les connaissances acquises que les compétences
langagieres spécifiques. Les sous-composantes du langage, telles que la phonologie, la
sémantique ou la morphosyntaxe, ont ¢ét¢ largement négligées, soulignant la nécessité
d’évaluations plus fines pour mieux comprendre les effets potentiels des expositions
environnementales. Le développement du langage oral est étroitement li¢ a celui d’autres
fonctions cognitives, qui contribuent de maniere significative aux performances observées lors
des évaluations. Dans notre étude, les capacités de mémoire de travail apparaissent
particulierement sollicitées dans les taches phonologiques, notamment via la boucle
phonologique. Il est intéressant de noter que ces deux fonctions semblent davantage altérées
chez les gargons exposés a des mélanges contenant des PCBs. Par ailleurs, le développement

de la boucle phonologique est étroitement associé€ aux compétences articulatoires, elles-mémes
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dépendantes des fonctions motrices, qui sont également décrites comme vulnérables en cas
d’exposition précoce aux PCBs (164,715). Les taches lexicales, telles que « Dénomination » et
« Compréhension » reposent davantage sur la mémoire a long terme. Dans notre échantillon,
ces processus apparaissent plus fragilisés chez les filles exposées précocement a des mélanges
de PCBs et de PFASs. Cette atteinte des systémes mnésiques pourrait en partie expliquer les
difficultés sémantiques observées dans cette sous-population. Enfin, plusieurs des taches
administrées mobilisent également des fonctions attentionnelles et exécutives, dont le
développement peut également Etre entravé par une exposition précoces aux PCBs ou aux
PFASs. Bien qu’aucun lien évident n’ait pu étre démontré dans le cadre de notre étude, une
fragilisation de ces processus transversaux pourrait contribuer aux difficultés langagiéres
observées, soulignant I’importance d’envisager le développement du langage dans une
perspective neurocognitive intégrative. Les mécanismes sous-jacents aux atteintes langagieres
restent complexes et hypothétiques. Plusieurs hypotheéses peuvent étre formulées a partir des
connaissances actuelles relatives au développement cérébral, aux effets toxicologiques connus
des PEs, ainsi qu’aux altérations cognitives observées dans notre étude. Il est bien établi que
des différences structurelles et fonctionnelles existent entre le cerveau des filles et celui des
garcons. Notamment, les filles présentent proportionnellement un volume hippocampique plus
important (240). Or, les PFASs ont tendance a s’accumuler préférentiellement dans
I’hippocampe. Dés lors, il est plausible que, a exposition équivalente, les concentrations locales
de ces composés soient plus élevées chez les filles, en raison de ce volume relatif plus important.
Par ailleurs, le développement et le fonctionnement de I"hippocampe sont étroitement régulés
par les hormones sexuelles, lesquelles peuvent étre perturbées par de nombreux PEs (246,247).
Cette interaction entre vulnérabilité structurelle et perturbation hormonale pourrait contribuer a
majorer I’impact observé sur la mémoire a long terme, socle de la mémoire sémantique
(164,717), chez les filles exposées. Ce lien est appuyé par les résultats obtenus a des taches
telles que le Boston Naming Test, qui mesure le vocabulaire et la mémoire sémantique, et dont
les performances se sont révélées négativement influencées par une exposition prénatale a une
mixture contenant des PCBs et du PFOA (490,493). Néanmoins, ces études n’ont pas réalisé
d’analyses différenciées selon le sexe, laissant ouverte la question d’une susceptibilité sexuelle
spécifique face a I’exposition aux PFASs durant la période prénatale. En ce qui concerne la
mémoire de travail, celle-ci repose sur un réseau neuronal impliquant notamment les régions
fronto-pariétales, le cortex cingulaire antérieur ainsi que le cervelet. Des données
neuroanatomiques indiquent que le cortex préfrontal et le gyrus cingulaire antérieur présentent,

en moyenne, un volume proportionnellement moindre chez les garcons. De plus, le systeme
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dopaminergique semble y étre moins développé que chez les filles (113,240,243,244). Dans ce
contexte, pour un niveau d’exposition toxique comparable, les garcons pourraient présenter une
vulnérabilité accrue aux altérations de la mémoire de travail, en raison d’une moindre réserve
structurelle et fonctionnelle de ces réseaux. Enfin, des données issues de modéles murins
indiquent que le développement du cervelet est particuliérement sensible a une exposition
précoce aux PCBs, notamment chez les males. Bien que 1’extrapolation a ’humain doive étre
prudente, cette susceptibilité pourrait contribuer a expliquer, au moins en partie, 1’atteinte
préférentielle des fonctions de mémoire de travail observée chez les garcons dans notre étude.
Dans I’ensemble, ces ¢léments suggérent que les différences sexuelles dans la neuroanatomie,
la neuroendocrinologie et la vulnérabilité aux agents toxiques pourraient moduler de maniére
significative les effets des perturbateurs endocriniens sur le développement des fonctions

cognitives.

En ce qui concerne les apprentissages, la seule association négative identifiée dans
notre étude concerne la maitrise de la chaine numérique verbale chez les garcons exposés
précocement aux PCBs. A ce jour, aucune étude antérieure n’a mis en évidence de différences
entre les sexes dans la relation entre les concentrations maternelles de PCBs ou de PFASs et les
acquisitions dans le domaine de la cognition numérique (414,480). L impact spécifique d’une
exposition prénatale aux PEs sur les compétences numériques demeure par ailleurs trés peu
documenté. Il convient néanmoins de rappeler que les habiletés numériques sont étroitement
liées a d'autres fonctions cognitives telles que la conscience phonologique, la coordination
motrice et la mémoire de travail (718), des domaines dans lesquels des altérations ont été

observées chez les garcons de notre cohorte.

Ainsi, bien que des analyses supplémentaires soient nécessaires pour affiner la
compréhension des effets différentiels des substances chimiques sur le développement
psychomoteur et cognitif, nos données suggerent une sensibilité accrue du cerveau masculin a
I’exposition prénatale a des toxiques environnementaux. Cette tendance est d’ailleurs
également rapportée dans la littérature, tant pour d’autres types de PEs (375,601) que pour
certains métaux lourds (603,604). Le chapitre suivant propose plusieurs pistes explicatives

susceptibles d’éclairer ces observations.
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DES PROCESSUS PHYSIOPATHOLOGIES DIFFERENTS SELON
LE SEXE

Par définition, les PEs interférent avec la signalisation hormonale, ce qui augmenterait
le risque de TNDs chez I’enfant. L’axe thyroidien constitue une cible centrale, en raison de
son role fondamental dans la migration neuronale, la synaptogenése et la myélinisation, en
particulier durant la gestation et la petite enfance (734). Toutefois, d’autres axes hormonaux
sont également concernés. De nombreux POPs, notamment les PFASs (374) et les PCBs (10),
altérent ¢galement ’axe des stéroides sexuels, qui joue un role crucial dans 1’organisation des
circuits neuronaux a 1’origine de la différenciation sexuelle du cerveau. De nombreux neurones
expriment des récepteurs aux hormones stéroidiennes a différents stades du développement, les
rendant particuliérement vulnérables a une perturbation chimique (597). Ainsi, compte tenu des
différences hormonales et métaboliques entre les filles et les gargons, les PEs susceptibles d’agir
sur les circuits neuronaux sensibles aux stéroides sexuels pourraient entrainer des effets
cognitifs différenciés selon le sexe (533,726). De plus, I’exposition chimique au cours de la
gestation peut modifier de mani¢re sexuellement dimorphique les taux d’hormones
thyroidiennes et sexuelles chez le feetus (322,614,640,735). Les différences d'interférence avec
'expression des génes, notamment ceux codant pour les récepteurs hormonaux, pourraient

¢galement expliquer les effets spécifiques liés au sexe (643).

Outre leurs effets sur les axes hormonaux, les PEs peuvent impacter différemment les
filles et gargons a d’autres niveaux (Figure 22). Tout d’abord, les modes d’exposition peuvent
différer selon le sexe en raison de facteurs comportementaux, sociaux ou biologiques (736). In
utero, le transfert placentaire de certains contaminants semble plus €levé chez les faetus males
(611,737) et, une fois absorbés, la distribution et le métabolisme des substances toxiques
different également selon le sexe. Les femmes, ayant une masse grasse proportionnellement
plus importante (738), peuvent étre plus exposées aux composés lipophiles comme le 4,4’-DDE
ou les PCBs, qui s’accumulent dans les tissus adipeux (739). A I’inverse, les PFASs tendent a
étre retenus plus longtemps chez les hommes en raison d’une clairance réduite et de 1’absence
de pertes sanguines régulieres (333). Cependant, ces deux différences ne sont présentes

qu’apres la puberté.
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Différents facteurs de vulnérabilité ont été proposés pour expliquer 1’atteinte
prédominante du cerveau masculin. Un premier facteur concerne la différence observée dans le
rythme de maturation cérébrale. Le systéme nerveux des feetus males se développe en effet plus
lentement que celui des feetus femelles, laissant potentiellement une fenétre temporelle plus
étendue durant laquelle le cerveau masculin est plus exposé aux agressions environnementales
(740). Une seconde hypothéese est apportée par la théorie évolutive de la vulnérabilité liée a la
sélection sexuelle (741). Selon ce principe, les traits cognitifs plus élaborés, et donc soutenus
par des circuits cérébraux fortement consommateurs d’énergie, sont plus sensibles aux stress
oxydatifs et aux perturbations métaboliques. Etant donné que les cerveaux masculins présentent
en moyenne des volumes et des densités tissulaires plus importants dans plusieurs régions

cérébrales, ils sont donc plus vulnérables a une exposition toxique (742).

Des différences de transmission épigénétique entre les sexes ont également été
proposées pour expliquer cette vulnérabilité différentielle (743). Bien que les mécanismes
épigénétiques, comme la méthylation de I’ADN, puissent étre modulés tout au long de la vie,
la période prénatale est particulierement sensible a ces modifications (729). Certaines études
ont montré que les PFASs peuvent influencer différemment la méthylation de I’ADN chez les
filles et les garcons. Par exemple, dans une cohorte des iles Féroé, 1’exposition prénatale au
PFOS a été associée a des modifications de la méthylation uniquement chez les garcons,

perturbant 1’expression de génes liés au développement du SNC (587).

Des différences dans le stress oxydatif et la réponse inflammatoire ont ¢galement été
documentées. Les hormones sexuelles féminines telles que I’cestradiol et la progestérone ont
des effets neuroprotecteurs pendant le développement cérébral (235-237). Elles favorisent
notamment la plasticité synaptique, la croissance axonale, la remy¢linisation, et contribuent a
réduire le stress oxydatif et I’inflammation. En revanche, les garcons, qui expriment
généralement moins de ERs dans leur systéme nerveux central (736), présentent une capacité
moindre a compenser ces effets délétéres. Ils ont également des niveaux plus faibles de
glutathion et d’enzymes antioxydantes comme la superoxyde dismutase et la glutathione
peroxydase, les rendant plus vulnérables aux effets toxiques des PEs (744). L activité de divers
cytochromes P-450 (CYP450), une classe d’enzymes impliquées dans le métabolisme des
substances chimiques toxiques, est ¢galement réduite chez les garcons (745). Enfin, il a
¢galement été démontré que la testostérone intracérébrale pouvait accentuer la toxicité et la

réponse inflammatoire induites par certaines substances (533).
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Certains PEs peuvent avoir une action directe sur des neurones ou structures
cérébrales spécifiques. Par exemple, 1’étude de Nguon K. et al. a révélé qu'un mélange de
PCBs peut réduire la masse cérébelleuse de fagon plus marquée chez les rats males nouveau-
nés que chez les femelles (641). Le cervelet, qui joue un role essentiel dans le controle moteur,
les apprentissages et la cognition (notamment les fonctions attentionnelles), connait un
développement prolongé depuis la période embryonnaire jusqu’aux premicres années de vie,
ce qui en fait une cible particulierement vulnérable aux expositions environnementales (642).
Par ailleurs, 1’exposition aux PFASs pendant cette période a été associée a une diminution de
I’expression de la tyrosine hydroxylase, une enzyme clé dans la synthése de la dopamine, chez
les souris males mais pas chez les femelles (746). De plus, 1’exposition périnatale aux
androgenes, notamment a la testostérone, module les circuits dopaminergiques striataux,
exposant davantage les garcons a un risque de troubles de 1’attention. Toute exposition toxique

complémentaire pourrait ainsi exacerber cette susceptibilité (87,90).

Enfin, d’autres facteurs peuvent en partie expliquer la différence de susceptibilité
retrouvée entre les filles et les gargons. Un nombre croissant de recherches suggerent que le
placenta féminin pourrait exercer un effet protecteur face aux perturbations environnementales
maternelles (737). Les différences entre sexes en mati¢re de métabolisme, d’immunité et de
croissance feetale pourraient également contribuer a une organisation cérébrale distincte, et

donc a une susceptibilité différenciée vis-a-vis des expositions toxiques prénatales (322,747).

Reconnaissant les différences biologiques inhérentes entre les sexes, I’Institute of
Medicine des Etats-Unis a publié en 2001 un rapport majeur soulignant que le sexe constitue
une variable essentielle devant étre intégrée a tous les niveaux de la recherche fondamentale et
clinique (748). Malgré cette reconnaissance, jusqu’en 2005, le sexe était le plus souvent
considéré comme un simple facteur de confusion dans les études de neurotoxicologie, et rares
¢taient les travaux s’intéressant spécifiquement aux effets différenciés selon le sexe. Ce n’est
qu’en 2005 que le Groupe scientifique sur les méthodologies d’évaluation de la sécurité des
produits chimiques a étendu les recommandations au champ de la toxicologie (375), en insistant
sur la nécessité d’intégrer systématiquement la variable "sexe" dans la conception

expérimentale ainsi que dans 1’analyse des résultats des études toxicologiques futures.
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Figure 22: Hypotheses physiopathologiques concernant les effets différentiés des PEs étudiés
sur le développement psychomoteur et cognitif selon le sexe
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CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES

EN LIEN AVEC LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

LE DOSAGE DES POLLUANTS DANS LE SANG DE CORDON EST-IL
REPRESENTATIF DE L’EXPOSITION PRENATALE ?

Dans cette étude, I’exposition prénatale aux POPs a été évaluée a partir de prélévements
de sang de cordon réalisés a la naissance. En raison de leur longue demi-vie, ces composés
peuvent étre quantifiés de maniére ponctuelle pour refléter de facon fiable une exposition
chronique (518). Par ailleurs, le dosage dans le sang de cordon permet de cibler les substances
effectivement passées a travers la barriére placentaire, ce qui confére a cette matrice un intérét
particulier. Ce prélévement, qui ne présente pas de caractére invasif, est ainsi couramment
utilisé dans les recherches portant sur les effets des expositions prénatales sur la santg,

notamment en lien avec le développement neurocognitif (749).

Pour la majorité des classes chimiques, les concentrations mesurées dans le sang de
cordon s’averent inférieures, voire parfois comparables, a celles observées dans le sang
maternel (Tableau 23). Les coefficients de partage entre sang maternel et sang foetal indiquent
un transfert préférentiel vers le sang foetal pour les POPs de masse moléculaire plus faible et
plus lipophiles, contrairement a ceux de masse moléculaire élevée (750). De nombreux facteurs
maternels ou feetaux peuvent moduler ce transfert, parmi lesquels figurent la consommation
d’alcool ou de tabac, les infections, le diabete, la parité, le poids de naissance, le poids et 1’age
maternels ainsi que le taux de lipides circulants (751). Il est €également reconnu que les niveaux

de certains contaminants ainsi que leur taux de transfert évoluent au cours de la grossesse.

Plus spécifiquement, le rapport de transfert cordon/sang maternel est estimé a 0.8 pour
le 4,4’-DDE (296). Les corrélations entre les concentrations mesurées dans le sang maternel au
premier trimestre et celles du sang de cordon dépassent 0,7 (752) (753). Pendant la grossesse,
les concentrations en g/L de 4,4’-DDE augmentent de 10 a 28 % entre le premier et le troisiéme
trimestre, probablement en lien avec une hausse des lipides sériques (+53 %). En revanche, une
diminution de 16 a 28 % des concentrations rapportées au gramme de lipides a été observée sur

la méme période (753).
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Concernant les PCBs, le taux de transfert du sang maternel vers le sang de cordon est
de I’ordre de 64 % et varie grandement en fonction des congéneres : ceux de faible masse
moléculaire franchissent plus aisément la barriére placentaire (309,310). Des corrélations
similaires entre sang maternel au premier trimestre et sang de cordon ont été retrouvées (r >
0,7), attestant que le taux de transfert transplacentaire reste globalement stable durant la
grossesse (752,753). Enfin, une étude a mis en évidence des variations des concentrations
moyennes de plusieurs PCBs avec une tendance a 1’augmentation au fil de la grossesse : entre
le ler et le 3e trimestre, une augmentation de 20 a 33 % en poids total (soit 3 a 7 % en g/g

lipides) a été enregistrée (753).

Pour les PFASs, les coefficients de corrélation entre les niveaux dans le sang maternel
prélevé en fin de grossesse et le sang de cordon restent indicatifs d’un transfert significatif (=
60 %) (310,754). Le passage transplacentaire varie selon le type de PFAS et la longueur de leur
chaine carbonée, en lien avec leurs affinités différentielles aux protéines de transport s€riques
(754,755). Les composés sulfonates, tels que le PFOS et le PFHxS, présentent des taux de
transfert plus faibles que les composés carboxylates (754). Malgré une baisse progressive des
concentrations de PFASs dans le sang maternel au cours de la grossesse (462), les corrélations
entre les niveaux mesurés a 16 semaines de gestation, a 1’accouchement, et dans le sang de
cordon restent élevées (>0,8) (756).

Tableau 23: Taux de transfert moyen du sang maternel vers le sang de cordon des différents
PEs étudiés

POPs Taux de transfert moyen Références
4,4’-DDE 76.4 % (296)
PCB-138 66.9 % (309)
PCB-153 66.9 % (309)
PCB-180 56.9 % (309)
PFHxS 52.19 % (322)
PFOA 75.3 % (322)
PFNA 51.25% (322)
PFOS 34.9 % (322)

Ces ¢léments suggerent que les mesures dans le sang de cordon constituent une
estimation pertinente de I’exposition in utero sur ’ensemble de la grossesse, bien que reflétant
davantage les niveaux de fin du troisieme trimestre. Il est reconnu que 1’exposition aux POPs
peut perturber la fonction thyroidienne maternelle, essentielle au développement neurologique

du feetus. La mesure des concentrations en début de grossesse aurait permis de mieux
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appréhender ces effets indirects, notamment via des mécanismes de médiation hormonale (757).
Par ailleurs, de fortes corrélations ont été rapportées entre les concentrations de polluants
mesurées dans le sang maternel, le sang de cordon et le tissu placentaire (758,759). Le placenta
pourrait dés lors représenter une alternative non invasive pour la biosurveillance prénatale de
multiples POPs (750), bien que la variabilité des mécanismes de rétention selon les propriétés
physico-chimiques des substances rende I’estimation de 1’exposition feetale parfois complexe.
Enfin, il convient de souligner que 1’exposition aux polluants environnementaux se poursuit au-
dela de la période prénatale, et peut méme s’intensifier au cours de I’enfance (760). Bien que
I’organogenese soit achevée a la naissance, le développement cérébral se prolonge au moins
jusqu’a la fin de I’adolescence, rendant le cerveau particulierement vulnérable aux agressions
environnementales, en particulier chez les jeunes enfants. La mesure des concentrations de
POPs dans le sang au cours de I’enfance ou de ’adolescence représenterait une approche
pertinente pour évaluer I’évolution de I’exposition postnatale. Toutefois, cette méthode
implique un prélévement sanguin, procédure parfois difficilement acceptée par I’enfant et son

entourage.

TRAITEMENT DES VALEURS SOUS LA LIMITE DE DETECTION

Comme cela est fréquemment observé en expologie et en ¢épidémiologie
environnementale, une part des données d’exposition demeure indéterminée, en raison de
concentrations inférieures a la limite de quantification (LOQ) définie lors de la validation
analytique. Dans notre étude, cette limite correspond a la plus faible concentration mesurable
avec une incertitude maximale inférieure a 40 % (761). Au sein de notre cohorte, la proportion
de PEs détectés au-dela de leur LOQ varie fortement, allant de 0,0 % pour I’hexachlorobenzene
et le trans-Nonachlor a 94,3 % pour le PFOA (548). Un seuil de détection a été défini,
conditionnant la sélection des PEs inclus dans les analyses statistiques. Ce seuil varie selon les
études, certains travaux retenant un critére aussi bas que 20 % (575,762), voire 10 % (761).
Dans notre premiere publication, nous avons adopté une approche similaire en retenant les PEs
dont le taux de détection était supérieur ou égal a 20 %, conformément a plusieurs références
méthodologiques (548,575,762). Cependant, dans les analyses ultérieures, en raison de la taille
restreinte de notre échantillon, nous avons opté pour un seuil plus strict, en incluant uniquement
les PEs détectés chez plus de 50 % des participants, conformément aux recommandations de
van den Dries M. (620). Ainsi, des composés tels que le 4,4'-DDE et le PCB-118, initialement

intégrés, ont €té exclus des analyses suivantes.
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L’exclusion des sujets pour lesquels les données d’exposition sont manquantes,
notamment en raison de concentrations inférieures a la LOQ, entrainerait une perte significative
de puissance statistique, particulierement dans les échantillons de petite taille. Pour pallier cette
limitation, plusieurs stratégies d’imputation des données manquantes non ignorables ont été
développées. Une premiere approche repose sur la substitution des valeurs non détectées par
une valeur fixe (par exemple : 0,05 ; LOQ/2 ; LOQ/\2 ; VLOQ) ou aléatoire. Dans notre
premicre étude, nous avons retenu une méthode basée sur une distribution triangulaire, générant
une valeur aléatoire comprise entre zéro et la LOQ pour chaque donnée censurée (763).
Toutefois, cette méthode présente un risque de biais, notamment lorsque la proportion de
valeurs censurées dépasse 30 % ou lorsque la taille de I’échantillon est limitée (764,765). Dans
ce contexte, d’autres méthodes ont été développées pour améliorer la robustesse des
estimations. Celles-ci peuvent étre classées en deux grandes catégories. La premicre regroupe
les approches reposant sur la maximisation de la vraisemblance a partir de données incomplétes,
incluant notamment I’estimation par maximum de vraisemblance, la méthode de Kaplan-Meier
et la régression robuste sur les statistiques d’ordre (Robust Regression on Order Statistics),
chacune étant applicable sous des conditions spécifiques (764,766). La seconde catégorie
regroupe les méthodes d’imputation multiple, telles que proposées par Lubin J. et al. (621),
largement utilisées en épidémiologie environnementale. Ce procédé consiste a générer plusieurs
valeurs plausibles pour chaque donnée manquante, a partir des caractéristiques statistiques
observées dans 1’échantillon (variabilité, corrélations entre variables), produisant ainsi plusieurs
jeux de données complets. Des analyses sont ensuite menées séparément sur chaque ensemble,
avant d’agréger les résultats pour obtenir des estimations consolidées. Dans nos travaux, a partir
de la deuxieme étude, nous avons implémenté cette approche en utilisant les packages MIPCA
et miWQS, permettant la génération de cinq jeux de données imputés (K = 5), intégrés

respectivement aux modeles de PCA et WQS (622,623).
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EN LIEN AVEC LA POPULATION

ETUDE DE COHORTE ET TAILLE DE L’ECHANTILLON

Aujourd’hui, on définit I’épidémiologie comme 1’étude de la distribution des maladies
et de leurs déterminants dans les populations humaines (767). Discipline scientifique
fondamentale, 1’épidémiologie a largement contribu¢ a I’amélioration de la santé publique,
notamment en permettant d’identifier, de cartographier et de controler les maladies émergentes.
Les études épidémiologiques peuvent étre expérimentales, lorsqu’elles impliquent une
intervention, ou observationnelles. Parmi ces derniéres, on distingue principalement les études
descriptives, les études cas-témoins et les études de cohorte qui sont au cceur du présent travail.
Les ¢études de cohorte consistent a suivre, de manicre longitudinale et individuelle, un groupe
de sujets sur plusieurs années. Il convient de différencier les cohortes de patients atteints d’une
pathologie spécifique des cohortes constituées en population générale, qui visent a identifier les
causes des maladies, en particulier celles a déterminants multiples, qu’ils soient
environnementaux et/ou génétiques. Ce type d’étude nécessite souvent d’inclure un large
¢chantillon, suivi sur le long terme, et d’assurer une collecte prospective de données
personnelles, sociales, professionnelles et environnementales, souvent complétée par des

prélevements biologiques conservés dans des biobanques.

Les études de cohorte offrent, sur le plan méthodologique, un cadre particulierement
adapté a 1’analyse des relations causales entre expositions environnementales et états de santé,
puisqu’elles permettent de prendre en compte les variations temporelles et les interactions
complexes entre facteurs. Toutefois, leur mise en ceuvre s’accompagne de plusieurs défis

méthodologiques et logistiques.

Pour évaluer de maniere fiable I’association entre une exposition a un facteur de risque
et la survenue d’une maladie ou d’un trouble, il est indispensable de disposer d’un effectif
suffisant pour garantir une puissance statistique adéquate. La taille de I’échantillon nécessaire
dépend principalement de trois parametres : I’incidence de la pathologie dans la population non
exposeée, la force de I’association présumée (généralement exprimée par le risque relatif), et la
fréquence du facteur de risque dans la population étudiée. De manieére générale, plus
I’événement étudié est rare, qu’il s’agisse de la maladie ou de I’exposition, plus il est nécessaire
d’inclure un grand nombre de participants pour pouvoir détecter une association significative
avec un niveau de confiance donné. Une taille d’échantillon insuffisante expose ainsi a un

risque accru d’erreur de type II, c’est-a-dire a la non-identification d’un lien réel entre

193



Discussion

exposition et effet, faute de puissance statistique. Dans notre étude, I’ensemble de la population
est expos¢ a des concentrations faibles et relativement homogenes de PEs. Par ailleurs, il ne
s’agit pas d’évaluer la survenue d’une pathologie mais des performances psychomotrices et
cognitives, qui, pour la majorité des enfants, se situent dans la norme pour 1’age. Dans ce
contexte, la taille limitée de notre échantillon constitue une contrainte majeure. Ce travail doit
donc étre considéré comme une étude exploratoire. Des analyses a visée confirmatoire
nécessiteraient la constitution d’un échantillon beaucoup plus large pour valider les effets

d’exposition avec un niveau de preuve suffisant.

Par ailleurs, le suivi longitudinal d’une cohorte souléve des problémes supplémentaires
liés aux données manquantes ou a la répétition des mesures sur les mémes sujets au cours

du temps, complexifiant les analyses statistiques.

Enfin, une des sources majeures de biais dans les études épidémiologiques provient des
effets de sélection. Ce biais survient lorsque la population incluse différe de la population cible
en raison de processus liés au recrutement ou au maintien des participants dans 1’étude. La
participation reposant généralement sur le volontariat, il existe un risque d’attrition progressive
: au fil du temps, les sujets restant dans I’étude tendent a devenir plus homogenes et a présenter
des caractéristiques spécifiques (768). Si la représentativité n’est pas indispensable pour établir
des associations causales, elle limite néanmoins la portée des conclusions a des populations
similaires et restreint ainsi la généralisation des résultats obtenus. Il existe toutefois des
méthodes statistiques de pondération, relevant des techniques de redressement, qui consistent a
attribuer un coefficient (poids) a chaque observation d’un échantillon afin de corriger les
déséquilibres entre celui-ci et la population cible, de maniere a ce que les résultats refletent plus
fidélement la structure de cette derniére (769). Dans notre cohorte, une comparaison entre la
population initialement incluse (N = 214) et celle de 1’échantillon testé (N =~ 66) montre que
les caractéristiques sont globalement comparables, a I’exception des niveaux d’exposition : les
enfants testés présentent des concentrations plus élevées de 4,4’-DDE et de PCB-138. Ces deux
PEs ont d’ailleurs été exclus des analyses ultérieures en raison de leur faible taux de détection

(Tableau 24).
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Tableau 24: Comparaison des données anamnestiques et toxicologiques issues de la

population initiale (N= 214) et de I’échantillon étudié (N = 66).

Total population Selected population t-test

Variable N N (%) Mean SD N N (%) Mean SD P
Sex (male) 214 113 (53) 66 35(53) 0.61
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 209 24.16  5.06 66 23.67 4.51 0.14
Maternal age at delivery (years) 214 29 5 66 30 5 0.13
Parity (multiparous) 214 115(54) 66 33 (50) 0.44
Gestational age (days) 214 277 8.38 66 276 9 0.98
Birth weight (kg) 214 330 045 66 331 050 0.54
TSH (mUI/L) 214 729 399 66 532 3.19 0.82
Alcohol during pregnancy 68 5(7) 66 5(8)
Breast feeding 68  55(81) 66 53 (80) 0.96
Smoking parents

Smoking father 68 13(19) 66 12 (18) 0.82

Smoking mother 214 46 (21) 66 13 (20) 0.84
Parental educational level

Mother 68 49 (72) 66 44 (67) 0.38

Father 68 41 (60) 66 38 (58) 0.27
Pesticides

4,4’-DDE (ng/mL) 191 022 025 66 034 022 <0.01
PCBs

PCB-138 (ng/mL) 191 0.07  0.09 66 0.11  0.10 <0.01

PCB-153 (ng/mL) 191 0.06 0.03 66 0.07 0.03 0.29

PCB-180 (ng/mL) 191 0.05 0.02 66 0.06 0.03 0.08
PFASs

PFHxS (ng/mL) 193 0.18 0.13 66 020 0.15 0.99

PFOA (ng/mL) 193 0.80 0.52 66 0.79 0.48 0.40

PFNA (ng/mL) 193 0.18 0.12 66 0.18 0.12 0.99

PFOS (ng/mL) 193 0.88 0.79 66 1.07  1.20 0.60

Malgré ces limites, les études de cohorte se sont multipliées dans le monde au cours des

deux dernieres décennies. Certaines, comme la cohorte norvégienne MoBa, incluent plusieurs

centaines de milliers de participants. Toutefois, la plupart des cohortes restent d’une taille plus

modeste en raison de contraintes financicres, logistiques et organisationnelles. Le colit de ces

¢tudes est ¢levé, notamment parce qu’elles reposent sur la collecte d’informations directement

aupres des participants par divers moyens

entretiens, questionnaires auto-administrés,

examens médicaux, ou encore prélevements biologiques. A cela s’ajoute la nécessité d’une

implication a long terme des équipes de recherche, dont la pérennité institutionnelle et

financiere n’est pas toujours garantie.
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SELECTION DES COVARIABLES

Le contrdle des covariables constitue I’un des enjeux méthodologiques majeurs en
épidémiologie, en particulier lorsqu’il s’agit de limiter les biais de confusion dans I’estimation
des effets causaux. Au cours des différentes études menées dans le cadre de cette thése, la
stratégie de sélection des covariables a progressivement évolué. A partir de la seconde étude,
I’utilisation de graphes acycliques orientés (Directed Acyclic Graphs) a été introduite afin
d’explorer les chemins causaux potentiels entre les variables et d’identifier les facteurs de
confusion pertinents (626,770). Ces graphes, qui modélisent les relations causales entre les
variables, sont aujourd’hui largement reconnus comme des outils efficaces pour guider la
sélection des covariables a conditionner, dans le but de limiter les biais d’estimation liés a la
confusion (626). Dans ce cadre conceptuel, une distinction essentielle est établie entre facteurs
confondants, facteurs pronostiques et médiateurs (Figure 23). Les facteurs confondants sont
définis comme des variables associées a la fois a I’exposition étudiée (ici, I’exposition aux PEs)
et a I’issue de santé (le développement psychomoteur et cognitif), et doivent étre prises en
compte dans les analyses causales. Dans notre étude, il s’agit du niveau d’éducation et du
tabagisme parental, de I’age maternel ainsi que du sexe de I’enfant. Les facteurs pronostiques,
en revanche, influencent uniquement 1I’issue sans €tre associés a 1’exposition ; leur inclusion
dans les modeles peut s’avérer non nécessaire, voire contre-productive, selon le cadre causal
sous-jacent. Toutefois, dans nos analyses, il a ét¢ décidé d’inclure la consommation d’alcool
durant la grossesse, la durée de 1’allaitement et 1’age de 1’enfant au moment du test, compte
tenu de leur influence significative sur le développement cognitif et psychomoteur de I’enfant.
Les médiateurs, tels que I’age gestationnel, le poids de naissance et la concentration de TSH
en période néonatale, se situent sur le chemin causal direct entre 1’exposition et 1’issue.
Contrairement aux facteurs de confusion, dont I’ajustement vise a réduire les biais, I’ajustement
sur un médiateur peut fausser I’estimation de I’effet causal total, dans la mesure ou il correspond
a une étape du mécanisme causal plutdt qu’a une cause commune. Néanmoins, dans le cadre de
notre réflexion méthodologique, certaines variables influengant 1’exposition, telles que la
multiparité¢ et I’indice de masse corporelle maternel, ainsi que certains médiateurs, ont été
retenus a priori comme covariables sur la base de la littérature existante (450,507). Il convient
également de noter que certaines variables, telles que les antécédents de pathologies périnatales
ou anténatales, ainsi que la présence d’affections chroniques, n’ont pas été incluses dans les
modeles analytiques car elles constituaient des criteres d’exclusion dans notre protocole

d’étude.
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Figure 23: Graphe acyclique orienté permettant de modéliser les relations entre une exposition
(2 une mixture de PEs) et un résultats (le développement des fonctions cognitives), en prenant
en considération l'effet de différentes variables. Les fleches indiquent le sens des relations

causales.
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Dans un second temps, une analyse empirique a ¢t¢ menée afin d’évaluer 1’association
entre chaque covariable candidate et les variables de résultat. Pour ce faire, des tests de Student
ont été utilisés pour comparer les groupes dans le cas des variables binaires, tandis que des
modeles de régression univariée ont permis d’examiner 1’effet des variables continues sur les
issues neurodéveloppementales. La sélection des covariables en épidémiologie est cependant
I’objet d’un débat méthodologique persistant, notamment en ce qui concerne 1’usage des seuils
de significativité dans les modeles multivariés. Dans nos premiers travaux, nous avons retenu
une stratégie fondée sur le test de signification statistique, incluant les variables dont le
coefficient était significativement différent de zéro a un seuil classique de p < 0,05. Toutefois,

cette approche présente des limitations importantes, en particulier dans le contexte
d’échantillons de taille restreinte, comme c’est le cas dans notre étude. Plusieurs auteurs
recommandent, dans ce contexte, d’adopter des seuils de significativité plus souples pour
limiter les erreurs de type II et ne pas €carter prématurément des variables potentiellement

confondantes (627). Ainsi, a partir du deuxiéme article nous avons €largi notre critére de

sélection en adoptant un seuil de p <0,20.
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Bien que la méthodologie concernant la sélection des covariables ait évolué au fil des
différents articles publi¢s, des améliorations méthodologiques restent possibles. En particulier,
une analyse de sensibilité aurait pu étre menée afin d’évaluer le réle des médiateurs et de tester
la robustesse des résultats face a la présence de variables non observées (771). Par ailleurs, des
outils d’évaluation plus globaux de I’environnement familial, tels que 1’échelle HOME (Home
Observation for Measurement of the Environment), auraient pu étre mobilisés pour caractériser
les déterminants cognitifs liés au cadre de vie. Bien que cette échelle soit fréquemment utilisée
dans des études longitudinales en population pédiatrique, elle présente plusieurs limites
méthodologiques. En particulier, le calcul d’un score global peut occulter des disparités
significatives entre les différents domaines évalués, réduisant ainsi la sensibilit¢ de I’outil a
certaines variations environnementales spécifiques (772,773). Enfin, de nombreux travaux se
sont intéressés a 1’effet d’une exposition précoce a différents perturbateurs endocriniens sur la
fonction thyroidienne, en analysant les concentrations sanguines de TSH, de T4 et de T3 (totales
ou libres), ainsi que d’iode chez I’enfant (719). Bien que les effets antithyroidiens de ces
mélanges puissent, en partie, entraver le développement neurologique, leur analyse détaillée
dépasse le cadre du présent travail dont I’objectif principal est d’évaluer I’impact de ces
mélanges sur le développement des fonctions psychomotrices et cognitives. Par ailleurs, étant
donné que ces hormones sont considérées comme des médiateurs dans le graphe acyclique

orienté, leur prise en compte dans les analyses statistiques doit rester prudente.

MESURE DES FONCTIONS PSYCHOMOTRICES ET COGNITIVES

Historiquement, apres les premieres €tudes menées sur des patients présentant des
troubles neurologiques, de nombreux travaux ont été réalisés chez des sujets sains, notamment
en population pédiatrique, aboutissant a la création d’épreuves dites standardisées,
régulierement actualisées et détaillées (774). Les résultats obtenus a partir de la population
générale permettent d’établir des normes de référence en dessous desquelles un score peut étre
considéré comme pathologique. Toutefois, I’ interprétation de ces résultats doit tenir compte de
nombreux facteurs : phénomenes de compensation, hétérogénéité des taches cognitives et des
stratégies mobilisé€es, spécificité des processus cognitifs engagés dans une tache donnée,
caractéristiques psychométriques des outils utilisés, etc. De plus, du fait de facteurs

neurobiologiques, psychologiques, sociaux et culturels, une grande variabilité des
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performances cognitives existe naturellement entre enfants d’un méme age. Dans ce contexte,

il est essentiel de faire preuve de prudence dans I’interprétation des résultats.

Dans notre cohorte, les différentes évaluations ont été réalisées a 1’aide de nombreux
tests et questionnaires psychométriques validés. Les résultats présentés ici ne concernent pas
des troubles diagnostiqués, comme le TDAH, mais portent sur des compétences psychomotrices
et cognitives. Cette approche permet de mettre en évidence des effets subtils et subcliniques
d’une exposition a des contaminants environnementaux. Comparativement aux questionnaires
d’(auto-)évaluation, les tests psychométriques présentent 1’avantage d’étre plus objectifs, car
fondés sur des données observables, non biaisé€s par la perception subjective, et donc moins
susceptibles de générer des erreurs de mesure ou de classification. Par ailleurs, le nombre

d’examinateurs ayant administré les tests a été limité afin de réduire les biais liés a I’intervenant.

Afin de mieux appréhender I’effet d’une exposition sur le développement cérébral et de
mieux comprendre les voies neurologiques impliquées, il nous a paru essentiel d’étudier les
différentes fonctions cognitives a la fois de maniére globale et détaillée. Ainsi, les fonctions
psychomotrices et cognitives ont été évaluées a I’aide d’outils permettant, dans la mesure du
possible, d’obtenir a la fois un score global reflétant la performance générale et des scores issus
de sous-tests, afin d’identifier plus finement les composantes susceptibles d’étre altérées. Si
cette approche s’est avérée pertinente pour I’évaluation des fonctions intellectuelles,
neuromotrices, exécutives et langagieres, elle s’est révélée peu adaptée aux fonctions
attentionnelles. En effet, la construction d’un indice de performance globale, selon les méthodes
proposées par Chignell M. et al. (775) ou Vandierendonck A. (776), n’apportait pas de plus-
value a I’analyse des résultats, demeurait peu interprétable sur le plan clinique et ne permettait
pas d’enrichir la discussion dans la mesure ou ces indices ne sont pas utilisés dans la littérature

relative aux PEs étudiés.

Depuis le début des années 2000, de nombreuses cohortes parents-enfants ont été
constituées afin d’étudier les effets des expositions prénatales et précoces sur la santé, dans le
cadre de I’hypothese DOHaD. Toutefois, dans la littérature consacrée au neurodéveloppement,
les domaines cognitifs sont souvent évalués a I’aide de méthodologies hétérogeénes, ce qui
complique les comparaisons directes entre études. De plus, peu de travaux ont recours a des
outils spécifiquement congus pour mesurer la fonction cognitive ciblée (160). Par ailleurs, un
grand nombre de tests utilisés sont multidéterminés, et leurs résultats ne sont pas

systématiquement interprétés en tenant compte des différents processus cognitifs sous-jacents.
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Un biais de publication demeure également possible, les études rapportant des effets
défavorables ayant plus de chances d’étre publiées que celles concluant a I’absence d’effets.
Enfin, il conviendra de déterminer dans quelle mesure une tache neuropsychologique donnée

refléte effectivement les fonctions cognitives mobilisées dans la vie quotidienne.

I1 est crucial d’identifier les mécanismes cognitifs spécifiquement altérés afin de mieux
comprendre I’impact d’une exposition a un mélange de PEs sur le développement
psychomoteur et cognitif. Pour ce faire, le recours a des épreuves issues de paradigmes
expérimentaux, ancrées dans des cadres théoriques robustes, est essentiel. Idéalement, ces tests
devraient étre appliqués dans plusieurs cohortes distinctes et répétés a différents ages, afin de
permettre des analyses longitudinales fines. Dans ce contexte, le suivi de larges cohortes mére-
enfant offre une opportunité unique pour décrire 1’évolution des effets d’atteintes neurotoxiques
précoces ainsi que les facteurs susceptibles de moduler ces effets (777). Cette approche est
d’autant plus pertinente que certaines conséquences des expositions prénatales aux PEs peuvent

se manifester de fagcon différée, parfois seulement a I’age adulte (778).
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EN LIEN AVEC L'EVALUATION STATISTIQUE

APPROCHES MONO-POLLUANTS, MULTI-POLLUANTS ET DES
MELANGES

La majorité des études examinant les associations entre expositions prénatales et le
neurodéveloppement s’est initialement concentrée sur des polluants considérés
individuellement ou par groupe homogeéne. Depuis une quinzaine d’années, les approches
multipolluants, puis celles axées sur les mélanges, ont connu un essor important dans la
littérature, accompagnées de nouveaux défis méthodologiques, en particulier sur le plan
statistique. Les analyses de mélanges chimiques doivent, en effet, répondre a plusieurs
exigences fondamentales : estimer I’effet propre de chaque polluant tout en tenant compte de
la présence des autres, évaluer la contribution relative de chaque substance au mélange global,
modéliser des relations potentiellement non linéaires, identifier d’éventuelles interactions entre

les composés, et enfin, quantifier 1’effet global du mélange sur la santé.

Peu de méthodes statistiques classiques disponibles dans les logiciels standards
permettent de traiter simultanément I’ensemble de ces dimensions. En particulier, en raison du
risque €levé de colinéarité entre les expositions, les modeles linéaires généralisés (GLM) et les
méthodes de partitionnement usuelles comme la classification ascendante hiérarchique (CAH)
ou les algorithmes de type K-means sont peu recommandés. Les approches adaptées disponibles
peuvent étre regroupées en deux grandes familles, selon la stratégie poursuivie : les méthodes
de réduction de la dimensionnalité et les méthodes fondées sur la sélection de variables
(572,779,780). Les méthodes de réduction de la dimensionnalité visent a conserver 1’essentiel
de I’information contenue dans des jeux de données complexes tout en réduisant le nombre de
variables explicatives, ce qui améliore leur caractere généralisable et la robustesse des modeles.
Parmi elles, I’ACP constitue une technique fréquemment utilisée. Elle permet de transformer
un ensemble de variables corrélées en un nombre restreint de composantes principales (CPs)
non corrélées, capturant la majeure partie de la variance totale des données (781). Ces CPs sont
ensuite utilisées comme nouvelles variables dans les modeles. Toutefois, leur interprétation
biologique peut parfois s’avérer difficile. D’autres méthodes relevant de la méme catégorie
incluent 1’analyse discriminante linéaire (LDA), 1’algorithme t-SNE (t-distributed stochastic
neighbor embedding), ou encore la régression par moindres carrés partiels (PLS). Les méthodes
avec sélection de variables cherchent quant a elles a identifier les variables les plus pertinentes

parmi un ensemble de prédicteurs, afin de modéliser ou prédire une variable cible. Parmi ces
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méthodes, la WQS s’est révélée particulicrement adaptée aux mélanges environnementaux,
comparativement a des techniques telles que LASSO ou Elastic Net. La WQS, couramment
utilisée en épidémiologie environnementale, transforme les valeurs d’exposition en quantiles,
puis les combine en un indice pondéré unidirectionnel. Cette approche permet d’atténuer la
multicolinéarité, de limiter I’influence des valeurs extrémes et de réduire la dimensionnalité du
jeu de données. En outre, elle fournit une estimation synthétique de I’effet global du mélange
et classe les polluants individuels selon leur contribution relative a cet effet. Enfin, la WQS
s’est rendue plus robuste par I’utilisation de la « validation répétées » (Repeated holdout), une
méthode combinant validation croisée et rééchantillonnage bootstrap (581). Cette derniére

approche a été utilisée a partir du deuxiéme article pour valider la stabilité de nos résultats.

L’application conjointe de plusieurs méthodes complémentaires est de plus en plus
recommandée pour garantir la validité des analyses sur les mélanges (782). Dans cette
perspective, les approches ACP et WQS, deux méthodes fréquemment utilisées dans la
littérature, adaptées et reposant sur des fondements analytiques distincts mais complémentaires,
ont été conjointement mobilisées dans le cadre de cette thése. Néanmoins, une limite importante
de ces approches réside dans le fait qu’elles reposent généralement sur des hypothéses
paramétriques contraignantes concernant la forme de la relation exposition—réponse. Cette
rigidité peut limiter leur capacité a refléter fidelement la complexité des interactions entre
covariables et les effets potentiellement non linéaires sur la santé. C’est dans ce contexte qu’a
été développée la méthode Bayesian Kernel Machine Regression (BKMR). Celle-ci permet une
mod¢élisation souple de la fonction d’exposition—réponse, y compris dans le cas de relations non
linéaires et d’interactions complexes entre les polluants (783). En plus de fournir une estimation
globale de I’effet du mélange, 1’approche BKMR permet d’identifier les substances (ou groupes
de substances) les plus contributrices aux effets observés, et de visualiser des interactions entre
expositions. Bien que les résultats puissent devenir instables dans le cas de mélanges incluant
un grand nombre de composés, cette approche apparait prometteuse pour de futures analyses.
Par ailleurs, de nouvelles approches, comme celle proposée par Oulhote Y. et al. (493),
continuent sans cesse d’émerger et méritent d’€tre explorées dans le cadre de recherches

ultérieures.

Les méthodes d’analyse de mélanges €voluent ainsi constamment, et des travaux
méthodologiques restent nécessaires pour développer des outils adaptés aux problématiques
environnementales actuelles. En particulier, il convient de définir des critéres objectifs pour

choisir la méthode la plus appropriée en fonction de la question de recherche, du type de
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données et des objectifs d’inférence. En outre, aucune ¢tude actuelle ne permet d’évaluer
I’ensemble des substances chimiques auxquelles la population est exposée. A titre d’exemple,
parmi les quelque 4 730 composés de la famille des PFASs, seuls le PFOA et le PFOS ont été
suffisamment documentés a ce jour (518). Les études épidémiologiques sur les PEs ne peuvent
pas non plus couvrir I’ensemble des effets sanitaires potentiels. Ainsi, des efforts continus sont
nécessaires pour mieux comprendre les liens entre les expositions combinées aux PEs et les
issues de santé, en s’appuyant sur des études épidémiologiques répétées, rigoureuses et de
grande qualité. Enfin, une mesure agrégée ou globale de I’exposition aux PEs, bien qu’utile, ne
permet pas a elle seule d’identifier les interactions spécifiques entre composés. Une
compréhension plus fine des mécanismes toxicologiques impliqués, et de la maniére dont les
interactions entre PEs modulent les effets d’exposition, demeure essentielle pour mieux cerner

les risques pour la santé humaine.
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PERSPECTIVES

CONCEPT D’EXPOSOME

Bien que les facteurs génétiques jouent un rdle reconnu et non négligeable dans
I’étiologie de nombreux troubles, I’implication de 1’environnement ne saurait étre ignoré. En
complément des POPs examinés dans le cadre de cette recherche, plusieurs études de
biomonitoring réalisées aupreés de femmes enceinte et d’enfants ont mis en évidence une
exposition simultanée a divers groupes de contaminants chimiques, tels que les pesticides
organophosphorés, les bisphénols, les phtalates et les métaux lourds. La littérature scientifique
souligne de maniere croissante les effets neurotoxiques de ces composés, lesquels s’intégrent
aux autres facteurs environnementaux susceptibles d’influencer le développement neurologique

et 1’état de santé général de I’individu (493).

L’unicité¢ de chaque individu réside tant dans son patrimoine génétique que dans son
profil d’exposition environnementale, ce qui conditionne sa vulnérabilité face aux substances
toxiques. A titre illustratif, une carence, méme modérée, en iode peut potentialiser les effets
déléteres des PEs sur la fonction thyroidienne, avec des répercussions significatives sur le
développement neurocognitif et la santé globale (9). Dans une perspective intégrative, le
concept d’exposome, proposé en 2005 par Wild C.P., vise a appréhender 1’ensemble des
expositions auxquelles un individu est soumis tout au long de sa vie. Ce concept englobe les
facteurs chimiques, biologiques, physiques, psychosociaux, comportementaux, nutritionnels et
infectieux, ainsi que leurs interactions complexes et leur influence sur la santé (784). Selon la
structuration proposée par Santos S. et al. (785) et Siroux V. et al. (786), ’exposome se décline
en trois composantes interconnectées : 1’exposome externe général, 1’exposome externe
spécifique et I’exposome interne. L’exposome externe général inclut les facteurs tels que le
climat, I’environnement socio-spatial (urbain/rural), et les déterminants sociaux, généralement
évalués a 1’échelle populationnelle a 1’aide d’indicateurs agrégés ou de méthodes de
géolocalisation. L exposome externe spécifique est relatif aux expositions individuelles a des
agents environnementaux (notamment les polluants) et est modulé par le mode de vie, les
comportements et les habitudes alimentaires, et mesurées a 1’aide d’outils tels que les
questionnaires ou les dosages biologiques. L’exposome interne, quant a lui, regroupe les
mécanismes biologiques endogenes, notamment les processus inflammatoires, métaboliques ou
hormonaux, accessibles par des approches moléculaires omiques. Il est désormais bien établi

que I’exposome constitue un déterminant majeur de l’incidence des maladies chroniques,
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faconnant des profils individuels de risque morbide et de mortalit¢ indépendamment de la

susceptibilité génétique polygénique (787).

L’étude de I’exposome requiert le recours a des approches multi- et transdisciplinaires,
impliquant des domaines tels que la toxicologie, I’épidémiologie, 1’expologie, la biologie
moléculaire, la chimie analytique, 1’infectiologie, la bio-informatique, la psychologie ou encore
les sciences sociales. Toutefois, cette approche intégrative souléve de nombreux défis
méthodologiques, en particulier sur le plan statistique. La gestion d’un grand nombre de
variables d’exposition (parfois plusieurs centaines par individu), hétérogénes en nature, en
reproductibilité¢ analytique et en variabilité inter- et intra-individuelle, engendre un risque de
biais de classification. Ces biais peuvent conduire a une estimation erronée du poids réel de
certaines expositions (788). Par ailleurs, la complexité propre aux données a haute dimension
nécessite des tailles d’échantillon particuliérement importantes afin d’assurer une puissance
statistique adéquate. Cette exigence méthodologique constitue I’une des principales limites de
notre étude, la taille de I’échantillon analysé s’avérant insuffisante pour garantir une robustesse
optimale des résultats. L’identification et la modélisation des interrelations dynamiques et
temporelles entre les différents domaines de I’exposome (interne et externe) ajoutent un niveau
supplémentaire de difficulté a sa caractérisation (789). Dans ce contexte, la précision et la
représentativité des mesures d’exposition demeurent des priorités méthodologiques essentielles

pour limiter les erreurs de mesure et améliorer la validité des classifications individuelles.
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IMPACT SUR LA SANTE

La littérature scientifique ainsi que les travaux présentés dans cette thése suggerent
qu’une exposition a une combinaison de polluants chimiques durant les périodes de
vulnérabilité est associée a des effets déléteres sur le développement cérébral a moyen terme.
Dans le cadre du concept DOHabD, les effets subtils observés chez I’enfant suite a une exposition
prénatale a des polluants chimiques pourraient préfigurer I’augmentation de I’incidence de
certaines pathologies apparaissant plus tard, notamment les TNDs, dont I’incidence, comme

nous I’avons vu, est en constante augmentation (268).

Ces altérations psychomotrices, cognitives et/ou comportementales apparaissent
généralement durant I’enfance, mais peuvent avoir des répercussions durables a I’age adulte,
avec un impact sociétal important en termes de perte de productivité et de consommation de
soins (778). Par ailleurs, les connaissances actuelles suggeérent que les perturbations
neurodéveloppementales liées a I’exposition a des substances neurotoxiques pourraient
¢galement se manifester plus tard dans la vie, notamment lors du déclin cognitif li¢ a ’age (une
notion liée au concept de « capacité de réserve cognitive ») (339). Certains ¢léments laissent
méme envisager une transmission transgénérationnelle de ces effets, affectant potentiellement

les générations futures (778).

Nos travaux, a I'instar de la majorité des études épidémiologiques prospectives en
population générale portant sur I’association entre expositions précoces et développement
psychomoteur et cognitif, ne reposent pas sur des diagnostics cliniques établis mais sur la mise
en ¢vidence de moindres performances a certaines taches psychométriques en lien avec des
niveaux d’exposition croissants. Ces altérations subtiles des compétences cognitives et
comportementales peuvent-elles étre prédictives d’un risque accru de développer un TND
manifeste plus tard dans la vie ? Cette question reste encore ouverte (789). Cependant, en
prenant ’exemple de I'intelligence mesurée par le QI, Bellinger D. C. (2012) a montré que
méme une légere diminution du score moyen de QI au sein d’une population largement exposée
a de faibles doses de toxiques peut entrainer une augmentation significative de la proportion
d’individus présentant des scores tres faibles (544). Il est donc raisonnable de penser que des
déficits comportementaux subtils, liés a des expositions environnementales ubiquistes,

pourraient avoir des effets mesurables a 1’échelle populationnelle.
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La perturbation de 1’homéostasie et des régulations physiologiques constitue un
mécanisme central de toxicité, qui invite a repenser certains concepts établis. Parmi ces
altérations, la perturbation endocrinienne reste la plus étudiée, la plus visible et probablement
la plus fréquente. Toutefois, de nombreuses ¢tudes apportent des preuves solides que nombre
de PEs peuvent ¢galement induire une « neuroperturbation » directe, indépendamment de toute
atteinte du systeme hormonal. Les répercussions neurologiques représentent par ailleurs
I’atteinte prédominante liée a ces substances (546). Devant ce constat, certains auteurs
proposent de rebaptiser les PEs en « Perturbateurs endocriniens et nerveux » (583). Néanmoins,
au-dela des fonctions neuronales et endocriniennes, d’autres systémes méritent également une
attention particulicre : I’immunité, le métabolisme, le développement, etc. Comme le soulignent
Barouki R. et al., ces systémes partagent des stratégies communes de « communication

biologique » dont la perturbation devrait également étre abordée avec la plus grande prudence

(790).
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INFORMATION, REGLEMENTATION ET PREVENTION

Les produits chimiques, bien qu’indispensables au développement économique et au
confort moderne, présentent des risques majeurs pour la santé¢ humaine lorsqu’ils ne sont pas
gérés de maniere adéquate. L’augmentation constante de leur production et de leur utilisation
entraine mécaniquement une hausse des expositions, notamment chez les enfants,
particulierement vulnérables du fait de leur développement en cours et de la diversité des
environnements qu’ils fréquentent. Offrir a chaque enfant un environnement sain constitue un
investissement essentiel pour leur santé future et leur capacité a relever les défis de demain.
Cela implique la mise en ceuvre de mesures coordonnées, a la fois individuelles et collectives,

du niveau local a 1’échelle internationale.

ACTIONS INDIVIDUELLES ET COLLECTIVES

Bien que l'impact des produits chimiques sur le neurodéveloppement suscite encore de
nombreuses questions, l'incertitude ne justifie pas l'inaction. Sur le plan individuel, les
connaissances actuelles sont suffisantes pour proposer la mise en place de stratégies de
prévention ciblant les périodes de vulnérabilité (grossesse, enfance, adolescence)
conformément au principe de précaution (778,791). Ces recommandations ne pointent pas
spécifiquement les PEs étudiés dans le cadre de notre étude, mais concernent de nombreux PEs

averés ou suspects.

En Belgique, divers organismes tels que 1’Office de la Naissance et de I’Enfance (ONE)

), le Service public fédéral Santé
publique, Sécurit¢ de la Chaine alimentaire et Environnement (SSCE)
( )
(Tableau 24) ou encore I’asbl Espace Environnement subsidiée par le Service Public de
Wallonie ( ) proposent aux familles
des recommandations pratiques pour réduire les expositions domestiques, alimentaires et
environnementales. L’évaluation de leur efficacité pour chaque type d’exposition serait
toutefois nécessaire afin d’adapter les messages aux besoins réels des futurs et jeunes parents

(792).
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Tableau 24: Les dix recommandations du SSCE permettant de réduire I’exposition aux PEs chez
les jeunes enfants et chez les femmes enceintes

Jeunes enfants
a la maison ?

1
2
3
4.
3.
6
7
8
9

10.

Limitez I’utilisation de la vaisselle en plastique

Aérez les nouveaux jouets et lavez-les a I’eau chaude
Choisissez si possible des biberons en verre

Utilisez de I’eau, du savon solide et un gant de toilette
Lavez a I’eau chaude les nouveaux biberons et tétines
Préférez les jouets a base de matieres naturelles

Utilisez des casseroles en inox, plats en faience ou verre
Limitez les désodorisant ou bougies parfumées
Remplacez les tétines lorsqu’elles sont abimées

Evitez le contact de votre bébé avec du parfum

Enceinte ?

S RN

10.

Evitez de réchauffer des aliments dans du plastique

Réduisez Iutilisation des produits cosmétiques

Lavez ou épluchez toujours vos fruits et Iégumes

Lavez vos vétements neufs avant de les porter

Evitez les ustensiles de cuisine abimés

Nettoyez avec des produits simples

Informez-vous sur les risques d’exposition sur le lieu de travail
Aérez votre logement

Limitez ’utilisation de diffuseurs de parfum

Lisez bien 1’étiquette de vos produits ménagers

La prévention individuelle, reposant sur 1’information et la sensibilisation, doit €tre

complétée par des mesures collectives. Dans certaines régions, des professionnels de santé

spécialisés dans le suivi de la grossesse et de la petite enfance sont déja formés a cette

thématique. Idéalement, cette formation devrait s’étendre a I’ensemble des praticiens impliqués

dans la prise en charge d’enfants, jusqu’a 1’adolescence (793). Les cliniciens ont en effet un

role important en informant les familles sur les moyens de réduire 1’exposition aux substances

chimiques potentiellement nocives. Ils peuvent également plaider auprés des autorités locales

et nationales pour la mise en place de politiques publiques protectrices. Enfin, ne sous-estimons

pas le pouvoir des collectifs citoyens et des sociétés scientifiques pour sensibiliser la population,

offrir un soutien aux personnes exposées, promouvoir des solutions alternatives et faire pression

sur les autorités.
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La sensibilisation passe également par un acces a une information claire, adaptée au
niveau de compréhension du public. Les médias jouent ici un rdle crucial. Bien que certains
articles de presse aient été alarmistes, le journalisme responsable a contribué a attirer I’attention
sur des substances comme le bisphénol A ou le triclosan, menant a leur interdiction dans
plusieurs pays européens et aux Etats-Unis. Des enquétes d’investigation, telles que « The Map
of Forever Pollution » publiée par Le Monde, ont mis en lumicre I’ampleur de la contamination
environnementale par les PFASs ( ) (794). Plus récemment, le
projet « Forever Lobbying » (janvier 2025) a approfondi la compréhension du lobbying et de la
désinformation liés aux produits chimiques, en adoptant une approche académique. Ces
initiatives médiatiques fournissent des données parfois précieuses non seulement aux citoyens,

mais également aux chercheurs et aux décideurs politiques (282).

Bien que les messages de prévention et les recommandations visant a réduire
I’exposition aux perturbateurs endocriniens se multiplient, il convient de rappeler que ces
substances ne constituent pas les seuls risques sanitaires. La consommation d’alcool et de tabac
durant la grossesse demeure, par exemple, un probléme de santé publique non négligeable
encore insuffisamment pris en compte (795,796). Dans cette perspective, comme le suggerent
de nombreux auteurs, ces mesures de protection devraient s’inscrire dans une approche plus
globale d’hygieéne environnementale, afin de protéger efficacement les femmes enceintes, les
enfants a naitre et les nourrissons contre les effets a long terme d’expositions combinées a des
facteurs de mode de vie défavorables (792,797) (Figure 24). Il convient toutefois de souligner
que ces stratégies n’ont pas encore ¢té validées par des études d’intervention. L’évaluation de
ces hypothéses nécessiterait la mise en place d’études de biosurveillance, associées a un suivi
longitudinal des effets sur la santé de la descendance. Néanmoins, la mise en évidence d’effets
bénéfiques constituerait un argument fort en faveur d’actions supplémentaires visant a garantir

un acces équitable a une meilleure santé environnementale.
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Figure 24: Exemple de recommandations permettant de diminuer ’exposition aux PEs mais
également a d’autres agents environnementaux (potentiellement) néfastes. Document réalisé
par I’équipe de Bourguignon J.P. du CHU de Liege.
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MESURES REGLEMENTAIRES

La réduction des niveaux de polluants dans I’environnement, et a défaut leur éviction,
demeure ’axe d’action prioritaire. Elle repose avant tout sur des mesures réglementaires et
politiques coordonnées, aux niveaux national et international, visant a limiter 1’utilisation et la
diffusion des substances préoccupantes (791). Le Tableau 25 résume de maniére non exhaustive
les réglementations belges et européennes (

) ainsi que les accords internationaux ( )
concernant le 4,4’-DDE, les PCBs ainsi que les PFASs étudiés dans le cadre de notre recherche.

Tableau 14: Résumé non exhaustif des reglementations belges et européennes ainsi que des
accords internationaux concernant le 4,4’-DDE, les PCBs ainsi que les PFASs.

PE Reéglementation Réglementation Accords internationaux
belge européenne
4.4°- Interdiction d’utilisation ~ Utilisation restreinte en 1981, = Reconnu comme POP par la
DDE depuis 1974 puis interdite en 1986 Convention de Stockholm en
2001
PCB Interdiction de Toute nouvelle utilisation est ~ Reconnu comme POP par la
fabrication et interdite par ’OCDE depuis ~ Convention de Stockholm en
d’utilisation depuis 1986 1987 2001
Les appareils contenant des
PCBs doivent étre démantelés
et les fluides détruits dans des
installations spécialisées (>
1200°C)
PFAS  Le SPF Santé publique = L’Union européenne utilise le =~ Reconnus comme POPs par

surveille I’eau
embouteillée et certains
aliments.

Les autorités régionales

contrdlent la conformité

aux seuils pour I’eau du
robinet

reglement REACH pour
restreindre les PFAS dans
I’alimentation, I’eau potable et
certains produits (emballage,
vétement, cosmétique, mousses
anti-incendie)

la Convention de Stockholm
en 2009 (PFOS), 2019
(PFOA) et 2022 (PFHxS)

En Wallonie, le plan « ENVIeS » (2025-2030) constitue un exemple d’action concertée
en matiére d’environnement et de santé. Elaboré avec la participation des citoyens, des
professionnels de santé, des chercheurs et des associations, il regroupe un ensemble de mesures
concretes pour améliorer la qualité de 1’air, de 1’eau et des sols, et pour limiter 1’exposition de
la population aux substances préoccupantes. Ces mesures visent a instaurer un cadre de vie plus

sain et durable.
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Discussion

En Belgique, le Plan d’Action National sur les Perturbateurs Endocriniens (NAPED)
2022-2026, adopté conjointement par les autorités fédérales, régionales et communautaires,
traduit également cette volonté de protection. Il prévoit un ensemble de mesures préventives
telles que des campagnes de sensibilisation, le financement d’études scientifiques et
le renforcement de la législation européenne et nationale. Ainsi, depuis 2023, les PEs sont
intégrés dans le Code belge du bien-€tre au travail, afin d’assurer une meilleure protection des

travailleurs, en particulier des femmes enceintes.

A Péchelle européenne, la Commission Européenne agit principalement & travers les
reglements REACH et CLP (Classification, Labelling and Packaging). REACH, en vigueur
depuis 2007, encadre l’enregistrement, 1’évaluation, 1’autorisation et les restrictions des
substances chimiques, avec pour objectif de protéger la santé humaine et I’environnement tout
en garantissant la libre circulation des produits et en stimulant I’innovation. Ce réglement, dont
la révision est actuellement en attente, place la responsabilit¢ de la gestion des risques
directement sur I’industrie et assure la transmission d’informations de sécurité dans toute la
chaine d’approvisionnement. L’Agence européenne des produits chimiques (ECHA) est
chargée de sa mise en ceuvre et de [I’identification des substances particuliérement
préoccupantes. Le réglement CLP, révisé en 2008, complete cet arsenal en harmonisant la
classification, 1’étiquetage et I’emballage des substances dangereuses dans toute 1’Union
européenne. Cette harmonisation permet une communication claire et cohérente des dangers,

grace a des pictogrammes et mentions standardisés.

Le renforcement de la réglementation passe également par I’amélioration des méthodes
d’évaluation (798). L’OCDE joue ici un role central, en développant et en validant des lignes
directrices d’essais reconnues a l’international. Elle recommande des approches intégrées de
tests qui combinent différentes méthodologies, de I’expérimentation in vitro aux modeles in
vivo, afin d’identifier les voies biologiques conduisant aux effets indésirables observés.
Appliqué au domaine du neurodéveloppement, ce type de démarche vise a relier des déficits
cognitifs observés chez I’enfant a des expositions précoces, puis a déterminer les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués. Les travaux de Birgersson L. et al. illustrent cette
approche, ayant mis en évidence des réseaux génétiques spécifiquement altérés par les
mélanges de PEs, avec la fonction thyroidienne comme axe de vulnérabilité majeur (799).
Toutefois, malgré les progres réalisés ces dernieres années, les outils actuels comportent encore

des lacunes, limitant la précision et la rapidité des évaluations.

213



Discussion

Enfin, sur le plan international, la Convention de Stockholm, adoptée en 2001 et signée
par 152 pays, constitue un accord visant a réglementer la production et 'usage des POPs, en les
classant en trois annexes principales (A, B et C), correspondant respectivement a leur
¢limination, leur restriction ou la réduction de leurs rejets. Les substances inscrites a 1’annexe
A, telles que les PCBs, le PFOS, le PFOA et le PFHxS, font I’objet de mesures visant a éliminer
leur production et leur utilisation. Celles relevant de I’annexe B sont soumises a des restrictions
de production et d’usage, avec certaines dérogations ; ¢’est notamment le cas du DDT, autorisé
dans des contextes spécifiques de lutte antivectorielle. Enfin, les substances répertoriées a
I’annexe C concernent des sous-produits industriels, tels que les dioxines et les furanes, pour
lesquels les Parties s’engagent a réduire, voire €éliminer, les rejets, notamment ceux issus de

processus de combustion et d’incinération.

LES POLLUANTS ETERNELS, UNE HISTOIRE SANS FIN ?

Les substances chimiques neurotoxiques pour le développement étudiées dans ce travail
ne représentent qu’une fraction infime de I’ensemble des produits présents sur le marché. On
estime qu’en Europe, environ 120.000 produits chimiques différents sont fabriqués ou importés
chaque année. Parmi ceux-ci, plus de 26.000 sont enregistrés dans le cadre de la réglementation
REACH et pres de 10.000 produits dépassent une production annuelle d’une tonne. Pourtant,
seule une minorité d’entre eux a été évaluée pour leurs effets neurotoxiques chez 1’adulte, et
encore moins pour leurs impacts potentiels sur le développement cérébral de I’enfant (34). Les
effets combinés de mélanges de substances, bien qu’inévitables dans la réalité, restent

largement absents des évaluations réglementaires.

Si les outils réglementaires constituent une arme essentielle pour lutter contre la
pollution chimique, le processus qui méne a I’interdiction ou a la restriction d’une substance
reste long et complexe (778). Pendant ce temps, le produit incriminé continue d’étre utilisé, de
se diffuser et de contaminer 1’environnement. De plus, le retrait d’une substance du marché
s’accompagne souvent de son remplacement par des composés chimiques similaires, dont la

toxicité est peu ou pas connue, relangant ainsi le cycle d’exposition et de risques.

L’augmentation prévue de la production mondiale de produits chimiques, combinée aux
émissions persistantes de substances dangereuses, laisse présager une charge chimique globale

sur la santé et I’environnement qui risque de ne pas diminuer. La diversité considérable des
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composés présents sur le marché rend illusoire la possibilité d’une évaluation approfondie et
d’un suivi environnemental systématique pour chacun d’eux. De surcroit, I’interdiction d’une
substance pourrait entrainer 1’introduction de produits de remplacement potentiellement plus
nocifs. Par ailleurs, les lacunes restent importantes dans la compréhension des impacts
sanitaires et environnementaux a long terme. Enfin, le rapport 2020 de I’Agence européenne
pour I’environnement (AEE) souligne I’existence d’un écart persistant entre 1’état réel de
I’environnement et les objectifs politiques a court et long terme fixés par I’Union européenne
(800). Dans ce contexte, les mesures actuellement en place sont encore loin de répondre aux
attentes des citoyens en matic¢re de protection de la santé et du cadre de vie. Comme certains
polluants dits « éternels », la problématique des substances chimiques persistantes semble, elle

aussi, s’inscrire dans une histoire sans fin.

UN ENVIRONNEMENT SUR ET SAIN : UNE PREOCCUPATION
MONDIALE POUR UN ENJEU GLOBAL

A Péchelle mondiale, la protection de la population contre I’exposition aux produits
chimiques dangereux, en particulier des enfants, constitue une priorité affirmée par I’OMS. D¢s
2012, celui-ci publiait un rapport fondateur sur les PEs, rassemblant les preuves disponibles a
I’époque (6). Depuis lors, I’institution continue de produire des dossiers et rapports réguliers
sur I’impact des produits chimiques sur la santé humaine (801,802). Ces documents mettent en
évidence la nécessité de promouvoir des alternatives plus siires, de renforcer les politiques et la
base juridique de la réglementation, d’améliorer la gestion des produits chimiques et de leurs
déchets, et de développer des infrastructures capables de répondre rapidement aux situations
d’urgence, comme les centres antipoison. L’OMS encourage aussi la mise en ceuvre d’outils
fiables pour évaluer I’exposition et les risques sanitaires, afin de fournir aux décideurs des
¢éléments solides pour justifier des mesures préventives. Elle plaide pour une intégration
systématique de la perspective de santé publique dans les politiques environnementales et
soutient les pays dans leurs engagements internationaux et régionaux, que ce soit par la
réduction des émissions de substances persistantes, la limitation de leur usage dans les produits
de consommation ou encore la promotion de matériaux non toxiques comme alternatives aux

composés les plus préoccupants.

En 2016, I’Organisation des Nations Unies (ONU) a adopté les Objectifs de

Développement Durable (ODD), un ensemble de 17 priorités mondiales visant un équilibre
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entre progres économique, équité sociale et protection environnementale (803). La gestion des
produits chimiques, et en particulier des perturbateurs endocriniens, s’inscrit dans cette feuille
de route, tout comme la lutte contre la pauvreté et les inégalités, reconnues comme des facteurs
aggravant la vulnérabilité aux expositions toxiques. Ces objectifs sont interconnectés et
devraient étre atteints d’ici 2030. Cependant, leur réalisation est aujourd’hui menacée par de
multiples freins économiques, politiques et sociaux : « Si nous n'agissons pas maintenant,

I'Agenda 2030 deviendra 1'épitaphe d'un monde qui aurait pu étre ! ».

Enfin, il est essentiel de rappeler que les PEs et autres produits chimiques toxiques ne
menacent pas uniquement 1’espéce humaine. Depuis plusieurs décennies, ils ont pénétré les
écosystemes terrestres et aquatiques, impactant de nombreuses especes animales et altérant des
fonctions vitales telles que la reproduction, le comportement ou I’immunité (2). Cette réalité
souligne la nécessité d’une approche « One Health » qui intégre la santé humaine, animale et
environnementale dans une vision commune. Une telle perspective, reposant sur la coopération
entre scientifiques, autorités publiques, professionnels de santé et société civile, est

indispensable pour prévenir et maitriser les risques de maniére globale et durable.

To repair is twenty times more difficult than to prevent.

Henri-Fréderic Amiel (1821-1881)

216



CONCLUSION

Cette thése met en évidence I’impact potentiel d’une exposition prénatale a des

mélanges de perturbateurs endocriniens sur le développement cognitif et psychomoteur de
I’enfant. Les résultats obtenus dans une cohorte li€égeoise confirment qu’une exposition précoce
aux PCBs et aux PFASs peuvent interférer avec le développement de fonctions essentielles
telles que la motricité, 1’attention, la mémoire et le langage. L analyse différenciée selon le sexe
met en lumiére des profils distincts, suggérant des mécanismes physiopathologiques propres,
ouvrant ainsi la voie a une compréhension plus nuancée des effets différenciés entre gargons et

filles.

Ces observations s’inscrivent dans un contexte épidémiologique marqué par
I’augmentation constante de la prévalence des troubles neurodéveloppementaux, tels que les
troubles du spectre autistique et le trouble déficit de 1’attention avec ou sans hyperactivité. Si
une part de cette augmentation est attribuable a des facteurs génétiques, la contribution des
facteurs environnementaux, en particulier des expositions précoces a des PEs, apparait de plus
en plus déterminante. Le paradigme des « origines développementales de la santé et de la
maladie » (DOHaD) rappelle en effet que la période prénatale constitue une fenétre de
vulnérabilit¢ majeure, durant laquelle méme de faibles expositions peuvent avoir des

conséquences durables sur la trajectoire neurodéveloppementale.

Notre travail souligne également I’importance de recourir a des approches statistiques
adaptées pour appréhender les effets de mélanges complexes, reflétant davantage les conditions
réelles d’exposition. Les cohortes mere-enfant représentent a ce titre un outil précieux pour
¢tudier I'influence des expositions périnatales, bien que ces études se heurtent a des défis

méthodologiques tels que la sélection et I’attrition au long cours.

Au-dela du champ scientifique, ces résultats appellent a une réévaluation des normes de
sécurité sanitaire et a un renforcement des politiques de prévention. La bioaccumulation et la
persistance des POPs dans [’environnement imposent une vigilance accrue et une
réglementation proactive. La prévention devrait s’articuler autour de mesures universelles
(restriction rapide des substances suspectées), ciblées (information et accompagnement des
femmes enceintes et jeunes enfants) et territorialisées (réduction des expositions dans les
milieux de vie). Dans une perspective plus large, ’approche One Health s’impose,

reconnaissant I’interdépendance entre santé humaine, santé animale et environnementale.
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Conclusion

Enfin, cette recherche contribue a combler un manque de connaissances sur les effets
neurodéveloppementaux des expositions précoces aux PEs et ouvre la voie a des études
longitudinales et mécanistiques, intégrant les technologies omiques et I’exposome. De tels
travaux sont indispensables pour mieux comprendre les voies biologiques impliquées, affiner
la caractérisation des risques et orienter les politiques publiques. Plus largement, ils rappellent
I’urgence d’une action préventive visant a protéger le développement cérébral des générations

futures et a limiter le poids humain, social et économique des troubles neurodéveloppementaux.
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Appendix IID: Mean and coefficient inference (95% confidence intervals) of the WQS index B
coefficient (A) and the chemical weights in relevant situations (B) of the repeated analysis (rh = 100);
compared to standard WQS, the mean of repeated WQS results were quite similar and are stable

A

FSIQ
Coeff (CI)

VCI
Coeff (CI)

VSI
Coeff (CI)

FRI
Coeff (CI)

WMI
Coeff (CI)

PSI
Coeff (CI)

WQS
WQS Girls
WQS Boys

-0.57 (-0.72 ; -0.40)
0.90 (0.34 ;1.66)
-5.06 (-5.16 ;-4.98)

135 (-1.38 ;-1.32)
-2.43 (-2.48 ;-2.40)
-1.94 (-1.98 ;-1.91)

1.08 (1.00 ; 1.18)
0.63 (0.38 ;0.91)
-0.51 (-0.61 ;-0.43)

0.02 (0.01 ; 0.03)
1.60 (1.45 ;1.77)
2.54 (-2.57 ;-2.49)

-0.98 (-1.08 ; -0.81)
0.71 (0.28 ;1.10)
-1.90 (-1.96 ;-1.77)

-0.42 (-0.47 ; -0.37)
-0.99 (-1.07 ;-0.89)
137 (-1.42 1-1.32)

B

Increased risk of lower FSIQ in boys

Increased risk of lower VCI in girls

Increased risk of lower FRI in boys

Chemical

Weight (B (CD))

Chemical

Weight (B (CD))

Chemical

Weight (B (CI))

DDE
PFOA
PCB180
PFOS
PFHxS
PCBI153
PFNA
PCB138

0.42 (0.39 ;0.46)
0.30 (0.25 ;0.35)
0.12 (0.10 ;0.16)
0.11 (0.08 ;0.14)
0.02 (0.01 ;0.03)
0.02 (0.01 ;0.04)
0.01 (0.01 ;0.02)
0.01(0.01 ;0.01)

PFHxS
PFOA
PFOS
DDE
PCB138
PCBI153
PFNA
PCB180

0.31 (027 ;0.35)
0.22 (0.19 ;0.25)
0.22 (0.18 ;0.25)
0.10 (0.08 ;0.12)
0.07 (0.05 ;0.09)
0.04 (0.02 ;0.06)
0.03 (0.19 ;0.25)
0.02 (0.01 ;0.03)

DDE
PFOA
PCB138
PFHxS
PCB180
PFNA
PFOS
PCB153

0.44 (0.40 ;0.48)
0.27 (0.23 ;0.32)
0.14 (0.11 ;0.18)
0.07 (0.05 ;0.09)
0.04 (0.02 ;0.06
0.01 (0.01 ;0.02)
0.02 (0.01 ;0.03)
0.01 (0.00 ;0.01)

Appendix IIE : The moderating effect of sex on the association between the WQS POPs mixture
index and 1Q scores (Bwas * sex = weighted quartile sum regression interaction coefficient); In our results,

the interaction between WQS and gender is significant for FSIQ, VCI and FRI

Outcome Bwas * sex (SE) p-value
FSIQ -14.51 (5.28) 0.035
VCl -2.94 (2.30) 0.041
VSl 0.29 (2.76) 0.92
FRI 5.10 (2.18) 0.032
WMI 0.96 (1.49) 0.52
PSI -0.42 (1.04) 0.68

265



Appendices

pudr 8/50 o = (01 g0z Teipegy FOOT-T00T
UOTED0SEE O SvEN (woguany) o Poo[g preg) 86t 0107 e o Onzng weder ‘QosL
WONEUIWELT pudt 3/50 £9 = £C1 GDd Wepaly T00T-100T
BIs2UL{EAD WUOFIRIOW T £C]-0d wamno] pue ey < Poo[q [BLRIE]Y 79 5007 Te 32 320 B TV INOD
(yeg
TOGETI0SSE O] UOEUIIERS 5T 8/8d 12°¢ = (9¢1 97T "SI 1) 0T WSy T00T-000T
TIOTEID08SE ON [EoIEo[oman (ReL] (magquan]) | PO [ETLIRIE]Y LT 3007 T2 32 TRy Jmenag - 2EQq
TEu
61°0 = (03T €51 "SET 1T E0dT WeTpef] 8661661
AUmETE 1030 T g0 SYEN (moguang) poolg p1edy The 8007 T8 1 ardeg ¥E1'$0EN
-1l
8°0=1(081 '8£T "€CT "SI1) H0dT WEIPaJY 00T 3661
UOTETI0SE O] SYEN (mwoquang) PO [ETLIRIE]Y 61 L00T Te ¥ 1REug WS HeR MmN
Sqan
G168 = LT €8T 08T 0LT 95T "ECT BET
_ suonipuod MOTJEUTEYT “BTT ST1°C0T ‘101 “66 TC 8T) AT Weap 9661661
sawe[eq W ARwns [BERASIER | £0]-g0d W[RE50L) PUE UOST] -[R100y ¥ Poolq pIos i) £007 T e saadsag EPEUE]) “JINED
1/&r
§£°0 = (037 "€CT "8ET 91T} EOJT we=p] T661-0661
UOTEOSTE O WOTENIIELT TRAN0] 9 Poo[g p1eg) FLE 100T TB 32 FHEROg I “SOa
3m 5/50 70 = (B0 E0d3 wepay] Fos1-1661
SI¥AfaI PUE S0UENUCIad 10J0T Pty SYEN (moguang) | poolg p1eg 76T 000T Te 18 B35 ¥S[ Ypng ofausg
-1l
TOEUIELT $E°0 = (031 "€CT "$ET BT} E0JT w=fy] T66T-066T
UOTETI0SEE O mamna], pre admey o Poog pIoD F6E 8661 Te 12 Sunwe] T “S0Fa
1/8n
UOEUIHERT 360 = (031 €51 "8ET1 31T} EDdT we=p] T661-066T
TIP3 [EI1E0[0Mat 12100 mamno ] pre fadmey £T poolg predy E183 (319) CEET T8 38 WIS T “SOa
0 AW I 180
emood AT puE TonTpIeD [ENEC[OMAT RI00 WOTENIERR §£°0 = (031 "€CT "8ET 91T EDJT W==f] T661-0661
g0 Tevenaad Jo TONEIIOSEE ON [EILE0[0maU YRl (mIoqaanT) ¢ pooyq pragy g1t CH61 T8 12 UBWEMH qang *SoMa
EJUZ T WO LI I3I00>
pue ‘uensodde qumig-1eEny o sjgep (qdd gg°) rerpat mmuI2s UIPIIL) CB61-8L5T
FIEIRPOT 0} PIN “SIUSWEAOTI 10U | g2 UOTEUTIHERR [ENZ0[0man] TIoL Eumostod [epmepIaY U FE51 TE 12 W) TEMTE] “HOYD]) TEMIE]
. qdd [ 7% = g2dT TEpep TE6TH8LET
fyomaorediy eneprdiy SYEN (mwoquang) | Poolq pIog Tl 8861 T¢ 32 meEoy WS EUICIE]) THON
1861-085T
Trpgaiediy “Gumgenmm 210l gvean (maquan]) ! T 861 T ¥= mosqode] V[ mEnpY
(s1Eak) JUSTI[OIE2
IIATUSE355E uhdm .m_H- Ieh ﬁﬂm
sEUTpUIY ATEWITIg SINSEIUT WO Jo A8y uonrsodxa g0d a[dmesg S0 UOTEDO] “JOT0D)

“(>av) Jav-uawanoy ‘(0-aJia) SNeUuosanty 12 piosid UoIEpIo0])

[eyuawdojaaaq {vISIN) sy 5, usapiy) Jo sajeas Aypednw ‘(arsa) uswdojaaaq Jueyu] jo sajeds Asjheg [Syan) 2|e5 JUSWSSISSY |BIOIAEYIY |ElRUOIN uolEIzelg — [SHIT) Apms yyeay pue
JuSWuoNAU] Ysiwaly ‘(37va) aunsodxg [eanway) pue 33u2053|0py 18 JuswdoRaad [2Jwd) Hoyod pryd-1ayiow eaygy ‘(MI3IHJ) B340y Ul SjENWSY) [EJUIWUCIAU] pue yyeaH s.uaappyd ‘loananmi)
Aypuay uswny pue 331p w ssuuoyloueizo yuagsisiadoig ‘(YNNI 23usigquy oipay A eioueinl ‘(SOWSAN) Apnas Joyo) 1a|Suy 21e35 Y104 maN ‘[ddD) 1reload |ejeunad aaieloqe||od ‘[0JNIY) Yijesy
UBLUNY WO SJUBLIWEIUO] JULl0pu] jo ¥s51y ‘[adsl) wawdoaaag ppyd jo Apnis nyjoyol ‘(IUvdino)) suadojeyouediQ o saunixip [eluawuosiau] xajdwo) Jo sysiy Yyljeay uewwny Jo JUawWssassy ayl
anosdwy 03 sAemyled payI-aunsodx] jo vosuedwo) ‘(7aa) Poyod yng Singsing ‘(sJan) Apnis poyod paojpag man (dwdd) wesSosd Susopuow poojg paod ‘(sowa) Apnis ppiyd-12uow yxana
SSUOEAIIGYY — 5152] Jojow Jynads pue uonenjeas |ejuawdoEazpoinau ‘voeunuex: |endojoinau Suisn worouny Jojow uo gid jo Pedun ayy Swpiedas aingesay) Jo Aeununs @ ) xapuaddy

266



Appendices

rn-5/2d 190 = (661 ‘£61

(wemdofasp LT ERT 0BT HLI CLLT T0LT "EQT 9T TECT
10907 [2ats ) “OFT "SET OTT 11 '66 “pL) S0dT WRSJY TI0T
UONEIICETE Of] SIEUONSRTE) SATH (Spuom ) ££°0 poolg pIo)) 6T €107 BB 0O wedep
sprdry 8/30 77 ‘70T = (081
"ECTBET BT T0T T8 "0 E0dT WEIpRR S007-£00T
531005 [0 1 (xowepD) QIsd (SUmom 1) LT°T TIMLI=S [ETLRIE]Y 1081 TI0T T2 e Fmayg treds “palold VI
pidi 550 (166 = dr( T WP ) 6661-0661
TOTJETI0SSE Op] (xowpD) QI1sd T POOq TEIRIE)] L TI0T Te 38 i V51 TISOVSAN
sprdr S Sn
065°0 = (08T 0L T "€CT "3€T) G2 TEIpagy FO0T-T00T
4 T 590d PAmsqus-OmRIo-ouofy (1e3op) (IS E (o g1} €577 poolg pIog) 8101 0107 T8 e 4m=d ETEA0[S
(1er
TOTRID0ESE O (1o30p)) 1S9 T B/3d 1170 = (95T "9TT1 "§1T) E0d3 WeIpafy T00T-000T
TOTETI0SSE ON] (xowepD) QIsd I POO[q TEIRIE) 6L1 3007 T 2 WLy, Amenuag - DgQ
UOUETI0SSE O {xoep]) 1S9 &1 pudy 55 g5 L10T T 12 Enmfeen] £00T-T00T
§AOG U ATUTRTH [([{T *STSA[EUR ¥a6 T] =(A8T 08T '0LT 69T "L9T "LET 9CT "9TT 171 £T0T T8 38 WETy tedey “Aprag
TOTRII0ETE Op] (o100"]) (QIS9 o] ETTSTT PTT 001 18 "LL) 04T wesfy 061 900 e 12 emleEy opreqp{oy oioddeg
[ 67 = (081
TIOTETI0SSE O (2030} SURLEFLID) (sTpuon €13 §0°T "ECT “BET 11101 T "8T) E0dT WRIpy 6661-L661
TOTEII0SSE ON] (1e3op) (IS E (suon £1) 30T poolg pIog) ol £00T T8 12 QiLI-TBqT wedg
VAN LT = €07 F61 08T DL €51
BET BT "C0T L “TE 8T E2JZ WIpSIY CO6T-6CAT
TOTETI0SSE ON] (xowepD) QIsd (spuo™ §) £5°) POOq TEIRIE)Y] LOTT £007 T 38 SPIEQ Y51 ddD
C661-C66T
TOUETI0ESE O] (xopop) Q1S9 £ MwEnce’) = (081 ‘€T "BET) EIIT WA Amenwag *Apmg 904
TIOTETO0SSE Op] (1e3ep) (IISH [ poolq prog) P01 00T Te 18 HETaoH[E Y, pumerspey weadomy
ce61-c661
MwEncs'y = (081 ‘€T "BET) EDIT WA Amenagy *Apmg 924
TICTRIDCSSE ON] (xe3ep) (IISH (suom 1) §¢7) poofq pIog) L1 8661 TE 12 SRy, pumersoey weadomy
(xoyopD) Q1S9 &1
25 J0 SIRUOT § 1 (o0 Q1S9 (smpuom ) §¢°0 E/8u ') =(0gT "£CT $ET FIT) E0dT W= 9661 T661-0651
puE ;T8 0T J0q 258 J0 SHUOT ¢ I8 21038 (4 T (xowpD) QI1sd (suuom €) <770 Poolq PIO) Lz T 12 mooqessg-emdooy] N “SOIa
381008 114 1 (1e30p) (IISH L4
TIORID0ETE Op] (To30p]) Q1S9 £1
TUOTETI0ESE Op] (oo qISg I
TOTJETI0SSE Op] (xowpD) QIsd £0 (qdd gg°n) TEIpATT “IMIE URIPITI) 1007 T8 18 wastmoq-Ajaperg CEE1-3L6T
siz[sp Emsmdofanap St g s2mo)sa{I [Ejuamdojaas ] L=g0 Sumostod [EuEpay ] PUE 55T T8 2 mES0Y TEMIE] “MOGO]) TEMIE]
531005 [0 (Ie3ep) (ISE T qdd [ T = G043 wEIpapy] - T861-5L6T
531008 JOd 1 (1e3op) (IS H ¢l poorq pIog) 0Lg 1661 Te J2 meSoy W[ PUIOIE) [HOK
531005 [(Id 1 (Ie10p) (1S9 ! qdd [ 7°p = g3 werpapy] 7861°9L6T
531005 J(Od 1 (IowpD QIsg £ POCTq PIOD 708 8861 TE 38 PR W[ BUOE) [HON
E[Il= UL £2002% —.m._H_H—&D 2SI0T
LY PREID0SEE SEM 50 ] 03 amsodxs =y
521008 I0JOTLIOSTRG - .
pue sojomonsty, Oenmdn | 9od UOTEUIRELT 5/Ew 06T = ((81 TLT "ECT “0F1
RMNo], pre [dueH "BET LT E2d-HO + 9T "E871 0T TL8T
S5 PUE STLE ‘08T 0LT "EST “SET ST "C0T) E0dT WIpSpy 0007-8651
JO SWRIRACTT SUMPITE PUE $[253 1 /§TE0d au0ag AEmmd() 10307y (smpuom ) T poolg pIo)) L6 F107 B8 syEIRyg SPURIERN (OINTE

267



268

Appendices

FO0T-Z0OT
prdif 550 €9 = £CTHDd WRIPARY PUE[2 WIED][) PUR[HR0I0
TOTEII0ETE O b-aoa 5 PO TRRLIRTE]Y o111 CI0T T8 e 2doH ONANNI
sprdl] 580 7 701 = (081
307 IO LI UOTEID0STE Op] ECT§ET BT T0T T 00 G0 T WP 800T-£00T
1000w BUg T £L1-g0d (109010 W8T t TTLRE [BURIE]Y Tk (519) T10T e 3° swiog wredg “palong YNNI
TOTEII0ETE Op] Suidon uftsa
TOTEII0ETE N JEVI puly 850 £9 = £¢] G0d WEPIY T00T-100T
TOTEII0ETE O Daoa g PoQlq e} 79 00T Te 1@ 320y 4TIV AN0D
SyEn
6465 = (L8 "£81 08T 0.1 "96T “£6T "351
*§T1°811 "00T ‘101 ‘86 T¢ 8T E2d3 Wl 9561-£661
TIOTEI02SE O] £33} J0}0UI 2ANEYUEN]) t poorq pe] 01 SO0z e e saudsag EpeuE]) “JINED
/81
Adoa $£°0="(081 €51 821 "311) E0dI W= 76610681
UOTBID08SE O] -152] ams] xeqduoy ey § poolg pIed £ F00T T2 1@ [MuepSnaly, Hang SoPd
£y puE 18w 850 707 = ([E0)gdT WEpajy _teel-1661
TOTEII0STE O (309010 W8T (Syuom §g) L1°¢ poorq P 61 £00T B 18 HEmag Apryg odamsQ
/8
o S52] a1 SONSURIEIEYD SE°0 =031 "€5T "8ET BT1) 2T W=y 6610661
may pe [yuered TRt sanIqe J0j0m § (109010 V25T 9 poolg pIog) 9LE T00T & 1@ [uepsnaly, Hang “SOd
TOTEII0SSE Op] TOTEUIPING]) BAT-PUEE]
TOTEI0SSE O] fmdde] =Eug B0 550 §5°] = (@303) EDJT WEIpal] LBET-5361
TIOTEI0858 O] 1030y [EnsT), RPURY L PooTq P10 =13 1007 Te 12 wealpwein R ‘SPUE(s] 200
qdd [T = g0dT WPl T861-3L61
TOTEII0ESE 0N (103017 WS CPmE L Poorq P ) 1661 T8 32 TRPR1D) VSN BUeRE]) oK
TOTEIN0ETE O] (103010 WS WS £°7 = (e g0 dT weepy 18610841
TOTEIN0ETE O 1s9] A1mag ¥ pooTq P 61T 0661 TE ¥@ uosqose| YSI Apug weEnR]
TOTEIN0ETE O] (z030p]) AISE
(motssaiSey e apdnmyy
esvadas) sloq w degs 31y 1 g0d + 3AA
{motssaiSay eamrT apdnmyy
asumdage) sdags 150y pue Suqmenn ¢ g0+ 90 euolseqm EuemdopEasg
s{aiE T e soq W (prdi] E303
pasumonodd 2H0TI S35 12302 STeATENE X28 U] 5/8u '8 = (081 "£CT “FE1) EOT TR 900T-200T
TRIPTID 3ATIE 552 semoyse(I [Eymeadopeaa £ Ppoolq P 90T 1707 T8 1o TemuRy, wmiERg ‘SHIT 14
prdiy 580 5967 = (L31 €81 ‘081 0L1
TOTEII0SSE O (1o (1S9 £T CT "ECT "OFT "RET “RTT “COT) DT WETRIN TO0T-8661
UOTEI0SSE O] (Fowp]) 1S9 &1 TTLRS [ELRIE]Y 181 6107 Te 38 B SPURRRN ‘HOVA
pud 58u g’/ g
= (6T "68T 08T 0LT L9 LST 941 "ECT
FEL ST PIT “C0T ‘66 L) ST WeIpap] TI0T-110T
TOTEIN0ETE O] (zor0p]) a1sd &1 TMIE [FURIENY ofT §107 Te o mry 22107 “MOHHD
F00T-200T
prdl] 880 ¢9 = £CTHDd WEIpApY PUR[O/WIED][) PUE[HROIL)
UOTEI0SSE O] sew0jse[I [Eyuerudofeas(] 5 Po0q BRI} 0111 107 Te 38 RioH OONANNI
spudip E4/8n [°3L = €01 g0d weIpepy 9561-£661
TOTEI0ESE O (Fowop]) a1sd (syuom 1) 760 poorq pe] 13 10T T8 1 =ipnog EpeuE]) “JINED



Appendices

SRS MRAANA FIUARID Op]

STIHE TEG T €8T €2d

UOTIRII0SSE Op]

UOTIRID0ESE Op]

2V

(101010 WIS
wajns Smidog
PIROY WLIO § BUY BJUES
2] Swdde] wREurg

(e
sread ¢1 03 €T) 5l

(smwom 1173 7570

P EETSTE = (L8] S51 081 0L1
"0CT *ECT “OFT “BET “3T1 “60T) 0T WPy
TUTLIRE [ETLIRIE[]
mwEd g°0ze = (031
DLT 9T “EST SE1 ST S04 Wepap]
TUTLIRE [ETLIRIE]A]

spud] B8 [°gy = €47 H0d WPy
Poo[q PI2g

11

689

5107 TE 12 smysneg

9107 T8 1o TEpLly

910T Te 32 Byanog

T00T-3661
SPUBLRTRN ‘HOVA

S00T-L00T
838alI) DOE

9661-E661
EPEUE]) AINED

269



Appendices

S3[NPI25
renemdofaasg £107-0T0T
Joj0w 250557 SXH A PUE S.1d 1cEETa) reah | WHWE PIOT) FLT T70T Tele oBR BUTD (DA T
Apeanoadsas 30°0 9070 F0°0 L10 F50 T
SaNas U3aM1aq 3DURIRIIIP on LT PLT 6T 9576 2R YS04d VIHAD
23008 30jow T (Vidd Wo@dd “WdHId) shr ‘8944 “Vodd "S¥HAd ‘YAau04d Veddd
23008 sojow T (monEindwoo-§ aseq-aqwenb) ampxmy VNAd “¥OId “SO4d 30 SHEpawW 2L 910T-£10T
23028 3000w T Y(U1dd PUE YOHAd WNid (3090w} [T (1S9 T WIRs [EUREN LSTT TIOT TR o] TEgSUES 509S
Alaamzadsal [ULET +7) pUB
£°0 60 g7 ATM §XH I PUR WAL VOId
*§0Id 30 STONRAURINOD SURIPIW 3T, F10T-600T
aZe Jo smal ¢ pue 7 18 520005 J010W 30 T ¥OId (3oow euy) TISIN EPWREZTCO WNI2E [BUIAE Tog 1207 B3R 4O V8N STTEIVIAL
Apsanoadsar
[WE0 [0 PUE 970 F'T *T°9 25em YN
SaNas U3aM1aq 30URIRIIIP an PUE SXHAJ ‘VOId "SOAd Jo suEpam sy 300T-+00T
wemdoasap 300w T §XH AL (mow) QIsg (spuom 1) T°1 WBE [ERRIE] ovel 170T TE 1@ BS0ZLIE)) wredg “palosg VINNI
fjaansedsas mmySu
€1°07°69°0 CF 0 "LET LT0 25 ST
sreal 'S¥HA WNAd “VOId "S0:d Jo swesm a7, T00Z-100T
€ 1e wone[ndod 2[eTwag puE [[e2a0 U A T (WNID) ¥2d (3000w} IT QIS 9 gpuE Tl poolq prog) Tog 0T0T e 12 uapendg WS OLM
Areanoadssr (w/5U
FTPEE QIO 0T TT 8T 661 301
3[F3] S[PPIG 310 W s40q UF S| J000W 3U T WpNdd sl XA PUE VL4 "Yodid Vindd
shoq w s[s J0jom 55018 | YOI (3oyom 55013 Wdd ¥NAd VOdd §04d J0 veaw sy AL
uonepndod [2qO[E UT DONEIIOSSE ON pue 2oy 111 DSV 14 WIaS [EURE £es 6107 Te 18 mp] BUTD) “SOENS
Arzpansadsar qwiEn 7] pue £00T-200T
EINEE U330 IDUSISIITR O L7C 8= VO 44 PUE SO d JO STEIRST 31T, .nﬁ_wm.ﬁ
LOTEIIOSSE ON (3o00m) T QIS 9 CTPEE LD ewsE[d [EWRIE[Y £ 9107 e 18 1ZEpnon ‘Apryg oprexpopy/esaddeg
Appanoadsar (we/Eu ¢ 7
sAog Suowe ryeals sem Joedir a1 (SeSA[EUE PRHENS-Xag PUE ([ aram YO Id PUE SO Id JO SWesT 3L CO0T-+00T
52005 J0J0TH AU pUE 55058 T §04d 1IIaD T poolq pIog 6ET £10T Te 12 TeG) weMIE] ‘5d9L
Aaanoadsar S gg
SIS PUE £ 0¢ 2R YOI PUE SO4d JO UBW 3L T00T-9651
LOTEIIOSSE ON Ensmdofans CTPUE ) ewse[d [EURIE)Y 00+T 8007 Te1R 18 HrewwR( DENd
sATene a[goid Jusie] UT SInojodAY SUTaq Jo SpPPO AT pasEalIn Afaanoadsal [/E0 g ¢ PUR (T CT 35Am
VO Id [erewesd U esEaur poj-(] E RAamor Bmoomo V04d PUE 501 JO SHESHE JINAW0sE 2] 000T-£00T
SNNN 11 3T [ PaIEII0SSE 100 353m Y0 4d PUB §04d SNNN (=ppam ¢) o WnIas [EURE ¢ £107 e 18 Jeneno] VSl “Apmg TNOH
(smak)
SIINSEITH JUSTISSISSR 2ZIs JUST[OITS JO TRaA
sEurpuy ATRTILg ElreteiliTg) Jo a8y uomsodxa sgVAd apdureg S20UIIRTY PUE TOTEI0] "LIOT0)

“(W2sIAI) Sa1IgY 5, ua1pjIy) Jo sajeas Ayuedonl (VINAYHM) 52110y 1010 A [ENSIA JO Juawssassy aduey apiw (D-02a) aneuuonsanyD Japlosig uoneuipioo) [eyuawdojaaaq ‘(135W) Suluiea
Ape3 jo sajeas uajny ‘(0sy) seneuuonsanp safels pue saly ‘(aisa) wawdojaaaq Jueu) Jo sajeas Asjheq ‘(1Lnan) s1a|ppol pue sjuepul 1oy Asojusau] [eyuswdojaaaq snsusyaidwo) (SNNN) 21825
|EloIABY3qOINSN YlomlaN [eleucaN — (0aNINNI) Ajipa) uewny pue 21p ul ssuuojyrouesio jualsistadoig ‘(DdJW) sNed ppyd-ewsie 1eySueys ‘(Dam1) Hoyod yyug uepy noyzie] ‘(soas) Apms
woyo) yang reySueys ‘(s31a8vin) sudis Ape3 Suluaea — saiqeq ul ys1y wisnny Jo siaxtew (viang 2usiquy oipaw A enueyi ‘(20LWM) Hoyoo yuig 1a3ua) apel] puomp Ausianun eiqunjod ‘(soan
-5) Apmis poyon yng Sueyuny-eySueys ‘(sdal) Apnis poyo) jueju pue jewsiely uemie] ‘(HaNa) Hoyod yuig [euonien ysiueq (JWOH) Apnis JUSWUONIAUT JO SINSEIN PUE S3W0NNQ Y EaH
'SUOIIBINRIGYY — $153) Jojow Jyinads pue uonen|eas [ejuawdojaaapoinau ‘uojeunuexs [edifojoinau Suisn uonouny Jojow uo ssydd jo pedun ayy SuipieSas sunjelay| Jjo Aewwns gy xipuaddy

270



Appendices

53T TaaM]aq IUILIIP ON

Araanoadsas
T/ () PUB 90 PT 10 R YN
PUE SXHAd V04d ‘SOId 30 sUSpaw a1

300T-+00T

LOTERIOSSE ON (303017) WIS [ TR [EWISIE]Y 0FTT 1207 TE }2 BS0ZHED uredy ef01d VIAINI
AJaanoadsal [WHEE § ] PUE T ¥ 00
0L G ARA VY040 PUE VY300
53X3s U3aMIB SIURIRIP ON SYHAd WA VOId 'S0.dd Jo Ueaw A T00T-666T
afe Jo smad T°¢ 18 s2MINQE J0jow-onsia | VOA FINAVEN LLPUe T THLIRS [ETIRYE]Y A 8107 T8 12 st s Ay elorg
Mpansadsar tm/Ew 4] +00T-T00T
PUE ] 2338 VO Id PUE SOId J0 WEaIl 2L PUE]OdWIER][)/PUE[USQID)
LOTERIOSTE O b-asa L TELIRS [ETIRTE]Y 9011 C107 Te1° RAoHg OANINNI
Aaanpadsar /B | ¢
PUE 1'9¢ 2524 VO Id PUE 5014 JO WeatU 3L T00T-966T
LOTEIIOSSE ON D-axa L TWHUES [EUIAIEY 9z7¢ 1107 eI 1R Frewua “DENd
AJuo £A0q U1 31038 Arannoadsar
sojow-ssesE T (moneIndwod-5 paseq-afnuenh) srmmmy TENTTT P00 600 €T 5T°0 "80°0 'FED
fqmo sfog FT019F 00T AR YSEAJ1OT9 PUR
T STAGOT § 18 23008 JOWW-2UY T YA 'S04d VO4d 3 VEId "$¥HAd Vo dd “WiLlid “¥NAd
SuoW 9 STHOW V4d 'VOAd '§04d J0 STETpam 2y ] LI0T-910T
18 23005 J0jow-200E T §XHAd “WNAd Vadd '$04d Vodd m-OsvY FTPUE I 9T Wi=s pioy a8 £707 TE 12 NoYZ EgErES “DJII

271



Appendices

Appendix lIC: Detailed evaluation grid for the Willems examination including the list of items and the weighting of scores.

Tasks Real Weighted
score score
Motor Tasks /150
Oro-facial praxia 1. Clicking tongue /12 /12
2. Puffing out cheek
3. Closing eye
4. Lingual motility
5. Lingual groove
6. Whistling
Tongue tremor at rest 7.  Tongue tremor at rest 2 2
Lingual protrusion 8. Lingual protrusion 2 2
Digital praxia 9. Right hand /4 /8
10. Left hand
Diadochokinesia 11. Right hand /4 /4
12. Left hand
Extending arm maneuver 13. First position /8 124
14. Second position
15. Third position
16. Fourth position
Middle line crossing test 17.  Right hand on right ear /8 /8
18. Right hand on left ear
19. Left hand on right ear
20. Left hand on left ear
Imitation of gestures 21. First gesture /8 /8
22. Second gesture
23. Third gesture
24. Fourth gesture
Demonstration of object use 25. Demonstration of object use 2 /20
Pencil grip assessment 26. Pencil grip assessment /2 2
Constructive praxia and visuo- 27. Draw figure 1 /12 /24
motor integration during figure 28. Draw figure 2
copying 29. Draw figure 3
30. Draw figure 4
31. Draw figure 5
32. Draw figure 6
Jumping and standing on one foot 33. Hop on one leg (right foot) /4 /16
34. Hop on one leg (left foot)
35. Standing on one foot (right foot) /4
36. Standing on one foot (left foot)
Ocular motility 37. Ocular motility 2 /20
Sensory Evaluation /250
Graphesthesia 38. O (right hand) /16 /16

39. X (right hand)
40. 3 (right hand)
41. > (right hand)
42. O (left hand)
43. X (left hand)
44. ¥ (left hand)
45. > (left hand)

Simultagnosia 46. Right cheek and right thigh /8 /40
47. Left cheek and left thigh
48. Right cheek and left thigh
49. Left cheek and right thigh

Digital discrimination 50. Index and middle finger (right hand) 24 /120
51. Middle and ring fingers (right hand)
52. Index and ring finger (right hand)
53. Major and little finger (right hand)
54. Thumb and ring finger (right hand)
55. Major 2 times (right hand)
56. Index and middle finger (left hand)
57. Middle and ring fingers (left hand)
58. Index and ring finger (left hand)
59. Major and little finger (left hand)
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60. Thumb and ring finger (left hand)

61. Major 2 times (left hand)
Hearing discrimination and 62. “pa” /10 /10
integration 63. “mi”

64. “sou”

65. “cha”

66. “do”
Language intelligibility and 67. “mon oncle” /12 124
sequential memory 68. “estallé”

69. “acheté”

70. “un journal”

71. “illustré”

72. “au kiosque”
Digital gnosia 73. Index =2 (right hand) /20 /40

74. Little finger =5 (right hand)

75. Thumb = 1 (right hand)

76. Ring finger = 4 (right hand)

77. Major =3 (right hand)

78. Index =2 (left hand)

79. Little finger = 5 (left hand)

80. Thumb = 1 (left hand)

81. Ring finger = 4 (left hand)

82. Major =3 (left hand)
Medical Elements /100
Presence of abnormal movement 83. Presence of abnormal movement 2 /10
Level of physical activity 84. Level of physical activity /2 /10
Behaviour during testing 85. Behaviour during testing /2 /10
History of convulsion 86. History of convulsion 2 /20
Presence of chronic suggestive 87. Presence of chronic suggestive /2 /10
complaints complaints
Cranial perimeter 88. Cranial perimeter /2 /120
Presence of dysmorphia 89. Presence of dysmorphia 2 /20
TOTAL SCORE /500

Appendix IID: Directed Acyclic Graph for analyses of cord serum EDCs and childhood neurodevelopment
" Gestational age Birth weight
Peri/antenatal
affection Chronic affection
Maternal ::;\
education
Age of the child
during test
Paternal
education
Gender
\ / Cognition of
A\ exposition il i

Maternal age

Maternal
smoking

Paternal
smoking

Multiparous

Thyroid
function

Breastfeedi
Alcohol during rRadoecie

pregnancy

O Confonding factors

O Pronostic factors
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Appendix lIE : Association between covariates and cognitive testing scores

Cognitive testing Covariates Continuous factor Binary factor p-value
Coeff SE Mean 0 Mean 1
Clinical Total score Sex, male 348.03 335.26 0.26
examination Multiparous 347.26 334.69 0.28
Alcohol during pregnancy 342.49 318.00 041
Smoking mother 348.66 311.31 0.035
Smoking father 344.19 326.07 0.16
Higher school for mother 321.92 350.57 0.024
Higher school for father 328.18 350.95 0.054
Age during tests (years) 42.54 16.44 0.0116
Age mother (years) 243 1.24 0.053
Gestational age (days) 0.03 0.66 0.96
Birth weight (kg) 0.01 0.01 0.42
TSH (mUI/L) -0.22 1.89 0.91
Breast feeding (months, log) 3.29 5.50 0.55
Motor Task Sex, male 95.97 91.83 0.32
Multiparous 93.61 93.94 0.94
Alcohol during pregnancy 94.31 97.20 0.51
Smoking mother 95.54 85.93 0.10
Smoking father 96.06 84.46 0.08
Higher school for mother 90.23 95.54 0.26
Higher school for father 88.43 97.71 0.034
Age during tests (years) 10.50 6.17 0.09
Age mother (years) 0.48 0.44 0.28
Gestational age (days) 0.22 0.24 0.37
Birth weight (kg) 0.00 0.00 0.53
TSH (mUI/L) -0.43 0..66 0.52
Breast feeding (months, log) 0.16 2.00 0.94
MABC-II Global score  Sex, male 7.97 8.26 0.73
Multiparous 8.84 7.44 0.09
Alcohol during pregnancy 8.18 7.40 0.57
Smoking mother 8.82 5.50 0.0004
Smoking father 8.43 6.78 0.037
Higher school for mother 6.15 9.14 0.0002
Higher school for father 7.09 8.95 0.023
Age during tests (years) 2.40 1.19 0.047
Age mother (years) 0.16 0.09 0.08
Gestational age (days) -0.00 0.05 0.94
Birth weight (kg) 0.00 0.00 0.51
TSH (mUI/L) 0.02 0.13 0.90
Breast feeding (months, log) 0.30 0.39 0.45
Fine Motor Sex, male 9.29 8.20 0.17
Multiparous 9.00 8.42 0.48
Alcohol during pregnancy 8.80 7.60 0.42
Smoking mother 9.36 6.08 0.010
Smoking father 8.80 8.33 0.65
Higher school for mother 7.14 9.50 0.010
Higher school for father 7.39 9.68 0.005
Age during tests (years) 2.52 1.17 0.035
Age mother (years) 0.17 0.08 0.047
Gestational age (days) -0.06 0.05 0.23
Birth weight (kg) -0.00 0.00 0.87
TSH (mUI/L) -0.05 0.13 0.69
Breast feeding (months, log) 0.60 0.38 0.12
Global Motor  Sex, male 17.13 17.66 0.65
Multiparous 18.15 16.67 0.20
Alcohol during pregnancy 17.41 17.40 1.00
Smoking mother 17.98 15.08 0.017
Smoking father 17.78 15.75 0.07
Higher school for mother 15.36 18.43 0.008
Higher school for father 15.89 18.53 0.018
Age during tests (years) 0.79 1.72 0.65
Age mother (years) 0.23 0.12 0.06
Gestational age (days) -0.01 0.07 0.86
Birth weight (kg) 0.00 0.00 0.39
TSH (mUI/L) 0.07 0.18 0.68
Breast feeding (months, log) 0.25 0.55 0.65
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Appendix IIF : Mean and coefficient inference (95% confidence intervals) of the WQS index B coefficient (A) and the
chemical weights in relevant situation (B) of the repeated analysis (rh = 100); compared to standard WQS, the mean of

repeated WQS results were quite similar and stable.

A Clin Exam Motor Task Total score Fine Motor Global Motor
Coeff (CI) Coeff (CI) Coeff (CI) Coeff (CI) Coeff (CI)
WwWQs -7.91 2.25 -0.42 0.24 -1.10
(-8.45 ; -7.25) (1.95 ;2.52) (-0.52 ; -0.40) (0.21;0.27) (-1.18 ; -1.05)
WQS Girls 9.30 6.20 0.40 0.53 1.73
(8.85 ; 9.95) (6.13;6.27) (0.38: 0.43) (0.47 ; 0.59) (1.68 ; 1.79)
WQS Boys -12.05 0.97 115 0.28 2.39
(-13.86 ; -10.58) (-0.99 ; -0.95) (-1.21 ;-1.09) (-0.30 ; -0.25) (-2.43;-2.33)

Increased risk of developing a
lower Global Motor score in Boys

Chemical Weight (95%
CDh

PFOA 0.37 (0.34; 0.39)
PFNA 0.25 (0.24; 0.26)

PCB 180 0.20 (0.17; 0.23)
PFHxS 0.08 (0.03; 0.15)
PFOS 0.07 (0.04; 0.10)

PCB 153 0.03 (0.01; 0.05)

Appendix lIG : Student’s test performed to compare boys and girls populations; no significant differences between girls
and boys were found regarding exposure to EDCs and neuromotor scores

Student test (p-value)

PCB-153 -0.19 (0.85)
PCB-180 -0.19 (0.85)
PFHxS -1.01 (0.32)
PFOA 0.09 (0.93)
PFNA -0.55 (0.59)
PFOS -1.55(0.13)
Clinical evaluation

Total score 1.14 (0.26)
Motor specific clinical score 0.99 (0.32)
MABC-II

Total score 0.31 (0.76)
Fine Motor score 1.38 (0.17)
Gross Motor score -0.46 (0.65)
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Appendix IIIC: Directed Acyclic Graph for analyses of cord serum EDCs and childhood neurodevelopment

. Gestational age Birth weight
Peri/antenatal

Gender

affection
Maternal
education
Qi - \ Age of the child
PSS \ \ during test
Paternal Y5 P
education ‘) P

Cognition of

fenatal EORES the child

exposition

Maternal age

Maternal
smoking

O Confonding factors

Pat 1 Thyroid O Pronostic factors
aterna

smoking Multiparous  Maternal BMr  Alcohol during Breastfeeding function O Mediator
pregnancy

Appendix IIID: Association between covariates and cognitive testing scores: the p-value of Student
tests (for binary variables) and univariate regressions (for continuous variables) are presented;
significant scores (p < 0.20) are in red.

Factors Covariates VSA (p-value) ASA (p-value) DA (p-value)
RT Err Om RT Err Om RT Err Om
Binary Sex, male 0.58 0.78  0.30 0.66 074 049 073 024 0.11
factors Multiparous 0.43 0.34 0.02 0.39 047  0.03 0.06 0.05 0.10
Alcohol during pregnancy 0.52 0.31 0.82 0.40 0.66 0.52 027 044 0.76
Smoking mother 0.49 022 0.14 0.18 076  0.58 072 053 0.03
Smoking father 0.39 0.21 0.82 0.62 0.84  0.08 0.75 056  0.10
Higher school for mother 0.38 0.19 049 0.11 097  0.40 0.03 024 0.28
Higher school for father 0.13 0.67 0.27 0.59 0.67 0.39 0.64 099 0.79
Continuous Age during tests (years) 0.26 0.10 0.07 0.06 0.21 0.91 0.32 0.89 0.06
factors Age mother (years) 0.50 0.12  0.38 0.27 026 022 031 042 0.54
Gestational age (days) 0.46 095  0.68 0.85 0.14 042 041 090 0.60
Birth weight (kg) 0.93 0.88  0.82 0.19 0.77  0.68 082 030 0.14
TSH (mUI/L) 0.45 099 041 0.02 055  0.69 026 080 0.78
Breast feeding (months, log) 0.30 034 0.54 0.78 096 0.73 093 037 041

Factors Covariates p-value

Stroop  Stroop
Inhibition Flexibility GoNoGo  Spatial BRIEF Behaviour. Meta
(Err) (Err) (Err) Planning  (Global)  Regul.  cognition

Binary Sex, male 0.51 0.84 0.30 0.23 0.40 0.75 0.29
factors Multiparous 0.12 0.44 0.21 0.06 0.19 0.12 0.33
Alcohol during pregnancy 0.61 0.54 0.60 0.72 0.82 0.44 0.93
Smoking mother 0.09 0.63 0.16 0.76 0.33 0.22 0.49
Smoking father 0.56 0.27 0.19 0.49 0.17 0.25 0.23
Higher school for mother 0.62 0.24 0.26 0.88 0.62 0.64 0.29
Higher school for father 0.33 0.88 0.20 0.79 0.88 0.91 0.76
Continuous Age during tests (years) 0.49 0.84 0.48 0.63 0.48 0.33 0.65
factors Age mother (years) 0.71 0.87 0.88 0.09 0.20 0.53 0.13
Gestational age (days) 0.86 0.21 0.29 0.29 0.63 0.83 0.56
Birth weight (kg) 0.74 0.87 0.74 0.74 0.37 0.37 0.43
TSH (mUL/L) 0.50 0.93 0.24 0.24 0.20 0.07 0.43
Breast feeding (months, log) 0.54 0.61 0.33 0.33 0.03 0.05 0.05
Stroop RT 0.003 0.24 / / / / /
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Appendix IIIE : WQS index B coefficient (A) and chemical weights in relevant situation (B)
of the repeated analysis (rh = 100); compared to standard WQS, the mean of repeated WQS

results were quite similar and stable.

A

VSA ASA DA
RT Err Om RT Err Om RT Err Om
B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) P (SE) B (SE) B (SE) B (SE)
WQs 121.12 (62.23) 3.51 (2.23) 1.49 (0.87) ~16.58 (47.10) 174 (093)  0.19(030) 12633 (74.02)  2.45(126)  1.20 (0.39)
Girls 195.56 (101.54) 278 (1.53) 137 (0.84) -121.57(79.52)  2.89(1.53)  0.12(0.48) -123.32(134.85)  4.02(217)  122(0.76)
Boys -54.52 (82.35) 471 (2.44) 1.5 (0.87) 104.26 (6138)  0.62(1.02)  0.33(0.24) -131.78 (102.36)  222(1.51) 115 (0.40)
Stroop Stroop
Inhibition  Flexibility GoNoGo Planification BRIEF
Err Err Err Score Global Score Behaviour Regul Metacognition
B(SE) B (SE) B (SE) B(SE) B (SE) B (SE) B(SE)
WQs 20.10 (0.54) -0.11(0.20) 0.60 (0.39) 179 (1.11) 8.41 (4.26) 2.82 (1.52) 461 (231)
Girls 0.05 (0.81) -0.41 (0.31) 0.56 (0.81) 258 (1.98) 7.43 (4.13) 4.42 (1.82) 1.97 (3.20)
Boys -0.21 (0.68) 0.15 (0.24) 0.68 (0.55) 0.10 (1.43) 7.97 (5.62) 199 (1.11) 10.87 (3.41)
Divided Attention BRIEF indices
More Omissions More Omissions Behavioural Regul Metacognition
Total population Boys Girls Boys

Chemical Weight Chemical Weight

Chemical Weight Chemical Weight

PCB-153 0.473
PCB-180 0.232

PCB-153 0.503
PCB-180 0.197

PFHxS 0.140 PFHxS 0.144
PFOA 0.078 PFOA 0.090
PFOS 0.041 PFNA 0.042
PFNA 0.036 PFOS 0.024

PCB-180 0.383 PCB-180 0.557

PFOS 0.224 PFOA 0.381
PFOA 0.197 PCB-153 0.043
PFHxS 0.074 PFHxS 0.015
PFNA 0.069 PFOS 0.003
PCB-153 0.053 PENA 0.001
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Appendices

Appendix IVC: Detailed assessment grid for the evaluation of memory, language and mathematics, including the list of
tests used and the weighting of scores.

Memory

Memory domains

Tests

Scores

Working memory

Verbal short-term
memory

Number (CMS)
Direct order

Visuo-spatial short-
term memory

Working Memory Index
(WPPSI-IV)

Central Executive
(Verbal WM)

Number (CMS)
- Indirect order

Long-term memory

Stories (CMS)

- Immediate recall
- Delayed recall

- Recognition

Language

Language domains

Tests

Scores

Phonology

Phonology and Memory (N-

EEL)

Repetition of infrequent words

- Total span
- Total phonology

Phonological Awareness (N-

EEL)
Phonological Sensitivity
- Rhyme Test

- Initial Phoneme Identification

- Syllabic Inversion

Phonology score

Semantics

Expression-Vocabulary (N-

EEL)

Vocabulary
- 1 without stub

- 1 with stub

Designation (EVALO)

Semantics score

Morphosyntax

Comprehension (ELO)
Comprehension

- Immediate Comprehension
- General Comprehension

Repetition of Statements (ELO)

Morphosyntax score

Expressive
Language

Phonology and Memory (N-

EEL)

Expression-Vocabulary (N-

EEL)

Repetition of Statements (ELO)

Receptive
Language

Phonological Awareness (N-

EEL)
Designation (EVALO)
Comprehension (ELO)

Global Language

Receptive Language
Expressive Language
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Mathematics
Mathematical domain Tests Scores Weighted scores
Counting (TEDI-MATH)
. - Count as far as possible | .. 2
Counting Sequence .
Recitation - Count w¥th anupper bound | . /2
- Count with alowerbound | ... 12
- Count with a lower and upperbound | ................ 2 /20
Enumeration (TEDI-MATH)
Counting Linear Patterns (6 items)
-SetofRabbits | L /3
-SetofLions | L /3
Counting Random Patterns (4 items)
Enumeration -Setof Turtles | L /2
-Setof Sharks | L 12
Abstraction of the quality of counted objects | ................ /1
Cardinality Tests
- Construction of Two Equivalent | ................ /1
Collections | L /1] /20
- Using the Counting Function
Understanding the numerical system (TEDI-
MATH)
Arabic Number processing | Arabic number processing | . 8
- Written Numerical Decision | ................ N2 . /20
- Arabic Numeral Comparison
. . Operation (TEDI-MATH)
Arithmetic Operations with image support | ... /6 | /20
Oral arithmetic fluencies in pictures (Noél,
Arithmetic fluency 2009 10 | /20
Total (time, bonus and score)
Global mathematics | | /100

Appendix IVD: Directed Acyclic Graph for analyses of cord serum EDCs and childhood neurodevelopment

Peri/antenatal

affection

Maternal
education

Paternal
education

Maternal age

Maternal
smoking

Paternal
smoking

Multiparous

Gestational age

Birth weight

Antenatal POPs’

during test

exposition

Alcohol during Breastfeeding

pregnancy

Maternal BMI

Thyroid
function

Age of the child

Cognition of
the child

O Confonding factors

O Pronostic factors

O Mediator
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Appendix IVE: Association between potential confounding factors and cognitive testing scores: the p-value of Student
tests (for binary variables) and univariate regressions (for continuous variables) are presented; significant scores (p <

0.20) are in red.

Confounding factors

Memory (p-value)

Number WMI Immediate Delayed Recognition
Binary factors Sex, male -0.82(0.42) -0.50 (0.62) 1.26 (0.21) 0.99 (0.33) -0.45 (0.66)
Multiparous 0.20 (0.84) 0.18 (0.86) 0.80 (0.43) 0.00 (1.00) 2.10 (0.042)
Alcohol during pregnancy -0.12 (0.91) 1.13 (0.31) 0.87 (0.44) 1.44 (0.23) 2.53(0.07)
Smoking mother -0.72 (0.49) 0.20 (0.84) 2.25(0.044) 1.89 (0.08) 1.94 (0.07)
Smoking father 0.31 (0.76) 0.29 (0.78) -0.06 (0.96) -0.64 (0.53) -0.48 (0.64)
Higher school for mother -1.01 (0.32) -1.53(0.14) -1.57(0.13) -2.61 (0.016) -2.67 (0.014)
Higher school for father -0.02 (0.98) 0.38 (0.71) -0.74 (0.46) -2.09( 0.044) -1.32 (0.19)
Continuous factors Age during tests (years) 2.36 (0.025) -1.31 (0.87) 14.94 (0.014) 11.47 (0.10) 4.16 (0.005)
Age mother (years) 0.15(0.031) 0.26 (0.62) -0.09 (0.82) 0.41 (0.37) -0.02 (0.84)
Gestational age (days) 0.01 (0.71) 0.17 (0.55) -0.25 (0.26) -0.41 (0.10) -0.03 (0.63)
Birth weight (kg) 0.00 (0.35) 0.00 (0.55) 0.00 (0.67) 0.00 (0.58) 0.00 (0.36)
TSH (mUI/L) -0.01 (0.95) 1.29 (0.08) -0.71 (0.21) -0.57 (0.37) 0.08 (0.57)
Breast feeding (months, log) 0.30 (0.32) -1.25 (0.59) 0.77 (0.66) -0.48 (0.81) 0.34 (0.42)
Confounding factors Language (p-value)
Phono Voc Morpho Global Lang Express Recept
Binary factors Sex, male -0.77 (0.45)  0.47 (0.64) -0.87(0.39) -0.72 (0.47) -0.88 (0.38) -0.37 (0.71)
Multiparous 1.06 (0.29)  2.66 (0.011) 0.62 (0.54) 1.53 (0.13) 1.09 (0.28) 1.64 (0.11)
Alcohol during pregnancy 0.52 (0.64) 1.22(0.31) 0.27 (0.81) 0.69 (0.54) 0.40 (0.71) 0.86 (0.45)
Smoking mother -0.41 (0.69)  1.64(0.13) 0.67 (0.52) 0.37(0.72) 0.01 (0.99) 0.58 (0.58)
Smoking father -0.76 (0.46)  0.85(0.41) -0.39(0.70) -0.38 (0.71) -0.66 (0.52) 0.06 (0.96)
Higher school for mother -3.01 (0.007) -2.44(0.023) -0.85(0.41) -2.87(0.010) -1.82(0.08)  -3.31(0.004)
Higher school for father -0.10(0.92) -2.03 (0.05) 0.98(0.33) -0.20 (0.84) 0.09 (0.93) -0.44 (0.66)
Continuous factors Age during tests (years) 13.90 (0.08)  6.00(0.24) 4.89(0.22) 8.26(0.034) 10.36 (0.022) 6.16 (0.15)
Age mother (years) 0.52(0.32)  0.22(0.20) -0.02(0.93) 0.24 (0.35) 0.35(0.24) 0.13 (0.64)
Gestational age (days) 0.48 (0.10)  0.07 (0.50) 0.04 (0.77) 0.19 (0.17) 0.26 (0.11) 0.13 (0.40)
Birth weight (kg) 0.00 (0.38)  0.00 (0.50) 0.00 (0.74) 0.00 (0.39) 0.00 (0.55) 0.00 (0.34)
TSH (mUI/L) 0.16 (0.83)  -0.04 (0.87) -0.08 (0.83)  0.01 (0.98) -0.08 (0.85) 0.10 (0.80)
Breast feeding (months, log) 1.42 (0.54) 1.07 (0.16)  1.25(0.27) 1.24 (0.27) 0.84 (0.52) 1.64 (0.17)
Confounding factors Mathematics (p-value)
Counting  Enumeration  Arabic  Arithmetic Arithmetic Global Math
number Fluency
processing
Binary factors Sex, male 0.45 (0.66) 0.28 (0.78) 0.58 (0.56)  -1.05(0.30) -0.31(0.76)  0.19(0.85)
Multiparous 0.01 (0.99) 0.97 (0.34) 2.69 (0.010)  1.97 (0.06) 1.18 (0.25) 1.50 (0.14)
Alcohol during pregnancy 0.23 (0.83) 1.22 (0.31) 0.34(0.75)  0.53(0.63) 0.77(0.49)  0.61 (0.58)
Smoking mother 1.17 (0.27) 0.52 (0.61) 1.43 (0.18) 1.27 (0.23)  1.82(0.09) 1.46 (0.17)
Smoking father -0.24 (0.82) -0.23 (0.82) 0.29 (0.78)  -0.38 (0.71)  0.54 (0.60)  0.05 (0.96)
Higher school for mother -1.36 (0.19) -1.27 (0.22) -3.08 (0.007) -2.08 (0.05) -1.87(0.07) -2.37(0.028)
Higher school for father -1.03 (0.31) -0.70 (0.49) -0.52 (0.61) -1.59(0.12) -0.66 (0.52) -0.99 (0.33)
Continuous factors Age during tests (years) 1.64 (0.17) 3.23 (0.005) 1.05 (0.11) 1.56 (0.21)  0.76 (0.46)  14.47 (0.06)
Age mother (years) 0.13 (0.64) 0.13 (0.10) 0.04 (0.32)  0.06 (0.45) 0.07 (0.28)  0.75(0.13)
Gestational age (days) 0.13 (0.40) -0.07 (0.09) 0.01 (0.59) -0.02(0.72) -0.01(0.79) -0.18 (0.51)
Birth weight (kg) 0.00 (0.34) 0.00 (0.74) 0.00 (0.98)  0.00 (0.36) 0.00 (0.26)  0.00 (0.40)
TSH (mUI/L) 0.10 (0.80) 0.03 (0.75) 0.03 (0.66)  -0.04 (0.70) -0.01(0.95) -0.06 (0.93)
Breast feeding (months, log) 1.64 (0.17) 0.62 (0.06) 0.27 (0.14)  0.33(0.35) 0.31(0.28)  3.45(0.11)
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Appendix IVF : WQS index p coefficient (A) and chemical weights in relevant situation (B) of the repeated analysis (rh
=100); compared to standard WQS, the mean of repeated WQS results were quite similar and stable.

A
Memory Short-term Long-term
memory memory
Verbal STM  Visuo-spatial CE component Immediate Delayed Recognition
(forward span) STM (backward recall recall B (SE)
P (SE) B (SE) span) B (SE) B (SE)
p (SE)

WwQs -0.47 (0.25) 1.60 (4.25) -0.68 (0.30) -2.68 (2.13) -7.04 (2.40) -0.70 (0.57)
Girls 0.15 (0.39) 2.00 (7.95) 0.15 (0.48) -9.80(5.37) -18.54 (4.61) -2.25(0.76)
Boys -0.82 (0.34) -13.01 (4.75) -1.25 (0.08) -1.79 (3.31) -5.79 (2.95) -1.51 (0.95)

Language Phonology Semantics ~ Morphosyntax Expressive ~ Receptive Global Language

B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE) B (SE)

WQS -10.15 (2.44) -2.17 (1.03) -1.98 (1.84) -4.57 (1.33) -3.81 (2.07) -3.75 (1.36)
Girls -9.84 (6.35) -2.85(1.32) -4.47 (3.46) -4.00 (3.01) -7.01 (3.30) -5.77 2.21)
Boys -14.21 (1.80) -4.09 (2.06) -4.31 (2.28) -6.09 (1.39) -3.72 (2.45) -5.00 (1.62)

Mathematics  Counting  Enumeration Arabic number Arithmetic ~ Arithmetic Global

sequence (counting processing B (SE) fluency mathematics
Recitation objects) B (SE) B (SE) B (SE)
p (SE) B (SE)

WwQs 0.05 (0.49) -1.05 (0.55) -0.17 (0.25) -0.81 (0.49) -0.35 (0.49) -3.33(3.12)
Girls -0.56 (0.87) -0.50 (0.61) -0.52 (0.41) -0.25 (1.10) 0.61 (0.92) -3.59 (4.99)
Boys -1.95(0.43) -1.23 (0.91) -0.40 (0.44) -1.41 (0.82) -0.87 (0.57) -8.01 (5.04)

B
Working memory Long-term memory
Verbal STM Visuo-spatial STM CE component CE component Delayed recall Delayed recall Recognition

(forward span) (backward span) (backward span) . . ,

Boys . Total population Girls Girls
Boys Boys Total population

Chemical Weight =~ Chemical Weight ~ Chemical Weight Chemical Weight ~ Chemical Weight ~ Chemical Weight Chemical Weight
PFOA 0.275 PFHxS 0.278 PFHXxS 0.287 PFNA 0.380 PCB-153 0.383 PCB-153 0.392 PCB-153 0.365
PFOS 0.242 PFOA 0.235 PFOA 0.225 PFOA 0.241 PFOS 0.224 PFOS 0.229 PFOS 0.220

PFHxS 0.190 PFOS 0.197 PFOS 0.209 PCB-180 0.207 PCB-180 0.197 PCB-180 0.194 PCB-180 0.190

PCB-180 0.181 PCB-180 0.187 PCB-180 0.174 PFHxS 0.073 PFHxS 0.074 PFOA 0.072 PFOA 0.086

PCB-153 0.062 PCB-153 0.059 PCB-153 0.057 PFOS 0.066 PFOA 0.069 PFHxS 0.064 PFHxS 0.082
PFNA 0.040 PFNA 0.034 PFNA 0.038  PCB-153 0.049 PFNA 0.053 PFNA 0.049 PFNA 0.057

Language
Phonology Phonology Semantics Semantics Expressive Expressive
Total population Boys Total population Girls Total population Boys

Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight

PCB-180 0.302 PCB-180 0.335 PCB-153 0.312 PFOA 0.300 PCB-180 0.307 PCB-180 0.351
PCB-153 0.292 PCB-153 0.260 PFOS 0.205 PFOS 0.231 PCB-153 0.288 PCB-153 0.242
PFOS 0.130 PFOA 0.142 PCB-180 0.181 PCB-153 0.190 PFOS 0.129 PFOA 0.156
PFOA 0.115 PFOS 0.102 PFOA 0.173 PCB-180 0.178 PFOA 0.121 PFOS 0.090
PFHxS 0.098 PFNA 0.087 PCB-153 0.070 PFHxS 0.057 PFHxS 0.095 PFHxS 0.096
PENA 0.063 PFHxS 0.074 PFNA 0.049 PFNA 0.034 PFNA 0.060 PFNA 0.065
Language Mathematics
Receptive Global Language Global Language Global Language Courl;tzz;gt::izl;ence
Girls Total population Girls Boys Boys
Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight Chemical Weight
PFOA 0.285 PCB-153 0.341 PFOA 0.318 PCB-180 0.305 PFOA 0.320
PCB-153 0.238 PFOS 0.219 PCB-153 0.229 PCB-153 0.290 PCB-180 0.235
PFOS 0.195 PCB-180 0.190 PFOS 0.182 PFOA 0.127 PFHxS 0.206
PCB-180 0.180 PFOA 0.175 PCB-180 0.170 PFOS 0.123 PFOS 0.090
PENA 0.055 PCB-153 0.038 PFHxS 0.059 PFNA 0.084 PCB-153 0.087
PFHxS 0.037 PEFNA 0.024 PEFNA 0.032 PFHxS 0.071 PFNA 0.062
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