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Introduction

La démence est la principale maladie cérébrale liée a I'dge. C’est un syndrome
caractérisé par l'altération de la mémoire et d’au moins une autre fonction cognitive, dont
'amplitude est suffisamment importante pour affecter les activités quotidiennes des malades.
Elle touche aujourd’hui plus de 50 millions de personnes dans le monde, avec 10 millions de
nouveaux cas chaque année (OMS, 2020).La forme la plus courante de la démence est la
maladie d’Alzheimer, qui représente entre 60 et 70% des cas de démence (OMS, 2020). Bien
que la démence touche principalement les personnes agées (99% des cas de maladie
d’Alzheimer sont diagnostiqués aprés 65 ans), il est important de préciser que la maladie n’est
pas une conséquence normale de la vieillesse. |l s'agit d’'une maladie multifactorielle, qui
résulte a la fois d’'une prédisposition génétique et de facteurs de risque environnementaux. ||
n'existe pas a I'heure actuelle de traitement étiologique contre la démence ou la maladie
d’Alzheimer. Il est alors primordial de connaitre les facteurs de risque ou de protection de la
démence afin de la retarder, en formulant des recommandations, par exemple, sur un certain
mode de vie a privilégier. Cette maladie engendre d’importantes conséquences économiques
et sociales, mais elle touche également énormément les proches des malades. C’est pourquoi
elle est aujourd’hui considérée comme une priorité de santé publique (OMS, 2020). Un plan
d’action mondial de santé publique contre la démence a notamment été approuvé par ’TOMS
en 2017.

Plusieurs facteurs de risque de la démence sont établis. L’age, un faible niveau de
scolarité ou l'alléle €4 du génotype apolipoprotéine E en sont les principaux. Il existe également
des facteurs du mode de vie qui influent sur le risque de démence, notamment I'obésité, la
consommation d’alcool et de tabac (Livingston et al., 2020). Parmi les facteurs du mode de
vie, la nutrition représente un facteur de risque important et intéressant, en raison de son
caractére potentiellement modifiable par la prévention. De nombreuses études
épidémiologiques ont montré I'impact de la nutrition sur le risque de démence. Elles suggerent
globalement qu’avoir une alimentation saine, comme par exemple adopter une diéte de type
méditerranéen, diminue le risque de démence (Scarmeas, et al., 2018). De nombreux
nutriments sont bénéfiques pour le cerveau, en particulier les acides gras omega-3 a longue
chaine apportés par la consommation de poisson (Thomas et al., 2020). Cependant, la
nutrition apporte également des contaminants, d’origines multiples. Les contaminants peuvent
étre soit ajoutés intentionnellement dans les aliments (additifs, pesticides, produits issus des
emballages, etc.), soit étre issus de Il'environnement extérieur (d’origine naturelle
mycotoxines, métaux présents dans les sols, ou issus de la pollution industrielle : dioxines,
furanes, retardateurs de flamme bromés, acides perfluoroalkyliques, etc) (EAT2, ANSES).
Nous y sommes exposés de fagcon chronique, en trés faible concentration, dans I'alimentation
quotidienne. (Traoré et al., 2016). De plus, la toxicité de plusieurs contaminants alimentaires
sur les systemes biologiques et les organes (y compris le cerveau) est démontrée (EAT2,
ANSES). Il est donc primordial de s’intéresser a leur impact sur la santé, notamment la santé
cérébrale, qui a été beaucoup moins étudiée que d’autres pathologies comme le cancer, en
relation avec les contaminants environnementaux. Un lien entre contamination chimique et
risque de démence est suspecté. Par exemple, 'impact du mercure sur la santé cérébrale est
connu depuis longtemps (Yegambaram et al., 2015). Cependant, il existe un large panel de
contaminants chimiques apportés notamment par I'alimentation, qui n’ont pas été explorés en
relation avec la démence.

L’objectif général est d’étudier I'association entre un large panel de contaminants issus
de l'alimentation et le risque ultérieur de développer de démence chez le sujet agé. La
premiére partie de cette étude fait un bref état de I'art épidémiologique sur le sujet. Cette partie
nous aidera a formuler nos objectifs spécifiques. Ensuite, les méthodes seront exposées dans
la deuxiéme partie (population d’étude, expositions et événement d’étude, méthodes
statistiques utilisées pour répondre a I'objectif et stratégie d’analyse). Dans la troisieme partie,
les résultats obtenus seront exposés. Puis, dans la discussion, ceux-ci seront confrontés a la
littérature aprés un rappel des principaux résultats. Nous discuterons également des limites et
forces de notre étude et ouvrirons enfin sur les perspectives de recherche a I'issue du stage.
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1 Etatde l’art

1.1 Contaminants dans I’alimentation

En France, I'exposition aux contaminants alimentaires de la population infantile et
adulte a commencé a étre évaluée par I'Agence nationale de sécurité sanitaire de
l'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES) au début des années 2000, dans les
Etudes de I'Alimentation Totale (ANSES, 2019). Réalisées a I'échelle nationale, les EAT ont
eu pour objectif de surveiller I'exposition des populations a des substances chimiques
présentes dans les aliments : résidus de produits phytosanitaires, contaminants de
I'environnement, composés néoformés, toxines naturelles, additifs, substances migrant des
matériaux au contact des denrées alimentaires, éléments traces ou minéraux par exemple.
Ces substances peuvent étre naturellement présentes dans I'aliment, ou proviennent d’une
contamination d’origine environnementale ou résultantes d’activité humaines, industrielles,
agricoles, domestiques. Elles peuvent étre introduites lors des étapes de production,
transformation ou de conservation des aliments. L’EAT a consisté a prélever sur différents
points de vente les aliments régulierement consommeés par la population, les préparer tels
gu'ils sont consommés, les mixer en des échantillons dits « composites » pour en réduire le
nombre, puis les analyser pour rechercher un certain nombre de substances toxiques et
nutriments. Deux études ont été réalisées, 'lEAT1 entre 2000 et 2004 et 'EATZ2 entre 2006 et
2010. Lors de la seconde étude de I'alimentation totale (EAT2), 445 substances d’intérét ont
été recherchées dans 212 aliments de base (Sirot et al., 2009).

A partir de ces données sur les concentrations moyennes en contaminants dans les
principaux aliments en France issues des EAT, il est possible en épidémiologie d’estimer, pour
une population donnée, I'exposition individuelle moyenne aux contaminants d’origine
alimentaire. Il faut pour cela avoir recueilli les habitudes alimentaires de chaque individu de la
population de fagon précise, a partir d’'une enquéte dédiée, puis de croiser ces données de
consommation alimentaire avec les données de contamination des EAT. On obtient les
apports moyens individuels en contaminants tels que caractérisés dans les EAT. C’est ce qui
a été fait en France a partir des données de I'étude INCA, pour caractériser I'exposition aux
mélanges chimiques de la population Francaise. L’'EAT2 s’appuie sur les données de
consommations alimentaires issues de I'étude INCA, réalisée par TANSES en 2006-2007,
décrivant les habitudes alimentaires des adultes et des enfants de plus de 3 ans, en France.

Parmi les 445 substances mesurées dans les aliments caractéristigues de
I'alimentation frangaise dans 'EATZ2, 210 avaient des concentrations supérieures a la limite de
détection. Les substances peuvent étre catégorisées en 10 grandes familles : contaminants
inorganiques, des minéraux, des dioxines, des perfluorés, des dioxines, des retardateurs de
flamme bromés, des mycotoxines, des pesticides, des phyto-estrogénes ou des additifs
(Traoré et al., 2016). Les substances ont été hiérarchisées en trois catégories selon le risque
santé associé : risque pouvant étre écarté pour la population générale, risque ne pouvant étre
écarté pour certaines populations (en raison d’'un possible de dépassement de la Valeur
Toxicologique de Référence) et I'impossibilité de conclure quant au risque (si les substances
ne présentent pas de VTR robuste, notamment).

Malgré le fait que les contaminants soient ingérés en trés faible concentration,
I'exposition réguliere pendant des années pourrait avoir un impact sur la santé. L'EAT 2
expose les risques pour la santé de certains contaminants. Comme évoqué précédemment,
beaucoup d’études ont été réalisées sur les métaux lourds. Ainsi par exemple, I'arsenic
inorganique peut entrainer des Iésions cutanées, des cancers (poumon, vessie, peau, foie,
rein, prostate), des maladies cardiovasculaires ou encore une perturbation du métabolisme du
glucose et du diabete. Le cadmium est un autre métal lourd naturellement présent dans la
cro(te terrestre classé comme « cancérogéne pour 'homme » par le centre international de
recherche sur le cancer (IARC). Notre intérét dans cette étude est d’analyser I'impact des
contaminants alimentaires sur la santé cérébrale, qui a été moins étudiée dans la littérature.
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1.2 Contaminants alimentaires, neurotoxicité et vieillissement cérébral

Le cerveau est trés vulnérable aux facteurs de stress environnementaux. Des études
précliniques et cliniques ont associé I'exposition aux métaux, aux solvants, aux pesticides ou
encore plus récemment aux perturbateurs endocriniens avec différents mécanismes de
neurotoxicité et avec une diminution des performances cognitives (Yegambaram et al., 2015).
Toutefois, beaucoup de travaux ont été menés in vitro ou chez I'animal et on recense
relativement peu de travaux chez 'homme (Yegambaram et al., 2015). Les études
épidémiologiques se sont surtout focalisées sur le neuro-développement, une période de
susceptibilité majeure du cerveau a la toxicité des polluants environnementaux (Rice et al.,
2000). Beaucoup moins de travaux ont été conduits en population dgée, alors que le cerveau
vieillissant a une plasticité réduite et s’avére également extrémement vulnérable aux toxiques
(Weiss et al,. 2000). La pollution environnementale a été peu étudiée en lien avec le risque de
démence. Les études se sont concentrées principalement sur les individus davantage exposeés
par leur activité professionnelle (agriculteurs notamment). Parmi les plus étudiés, on retrouve
les métaux lourds, dont la neurotoxicité est connue depuis les années xxxx. Par exemple, le
mercure est un contaminant neurotoxique connu comme étant un facteur de risque de la
démence (Yegambaram et al., 2015). De plus, dans une étude de cohorte composée de 1089
hommes agés de 69 ans en moyenne, il a été démontré que I'exposition chronique a faible
dose au plomb, mesurée par un biomarqueur ossseux, était associée a une augmentation du
déclin des performances cognitives visuospatiales au cours du temps (Weisskopf et al., 2007).
En dehors des métaux lourds, les pesticides ont fait I'objet de plusieurs études en lien avec
les évenements liées au vieilissement cérébral (risque de démence, d’Alzheimer, de
Parkinson, performances et déclin cognitif), mais surtout en population exposée
professionnellement (Aloizou et al., 2020). En population générale, les travaux sont tres
limités. Une étude écologique espagnole comprenant plus de 17 000 cas de maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson,...) recensés dans les registres hospitaliers
reportait une prévalence plus élevée de maladie d’'Alzheimer dans les régions du sud de
'Espagne davantage exposées aux pesticides (Parron et al.,, 2011). Les dioxines sont
également des contaminants alimentaires potentiellement impligués dans le risque de
démence, puisque leur réle neurotoxique a été démontré au travers d’études in-vivo et in-vitro
(Yegambaram et al., 2015). Une étude de cohorte italienne menée dans une zone trés polluée
au nord du pays, comprenant 699 sujets agés de 63 ans en moyenne, a montré une
association entre les niveaux plasmatiques de PCB (polychlorobiphényles) et le risque de
démence aprés 9 années de suivi en moyenne (Raffetti et al., 2020). Dans cette derniere
étude, le rdle médiateur des maladies cardiovasculaires a également été étudié, sans résultat
significatif. Cependant, cela nous permet de souligner la relation proche entre le vasculaire et
le risque de démence. Les contaminants peuvent exercer un effet délétére indirect sur le
cerveau, par une médiation vasculaire, ce qui peut augmenter le nombre de contaminants
ayant un potentiel effet biologique sur la démence.

1.3 Objectifs spécifiques de I’étude

Il existe une forte plausibilité biologique pour une association délétére entre plusieurs
contaminants alimentaires et le risque de développer une maladie cérébrale liée a I'age, dont
la démence est la principale représentante. Cependant, trés peu de travaux épidémiologiques
ont été menés chez 'lhomme entre exposition aux contaminants alimentaires et risque de
démence, notamment en population générale. De plus, aucune étude de grande ampleur n’a
analysé I'ensemble de I'exposition aux contaminants alimentaires en lien avec la démence.

L’objectif spécifique de ce travail est d’explorer les associations entre I'exposition a 'ensemble
des contaminants alimentaires tels que recensés dans les EAT et le risque de développer une
démence sur une période de 15 ans suivant I'enquéte nutritionnelle, dans une grande cohorte
de sujets agés en population générale, la cohorte des 3-Cités (3C).



2 Méthodes

2.1 Population d’analyse

Les données utilisées dans cette étude sont issues de I'étude des Trois Cités (3C), une
étude de cohorte prospective initieée en 1999-2000 (t0) ayant pour objectif général d’analyser
la relation entre facteurs vasculaires et démence. Les participants inclus, au nombre de 9294,
et ont été recrutés dans les villes de Bordeaux (n = 2104), Dijon (n = 4931) et Montpellier (n =
2259). Les critéres d’inclusion étaient d’étre inscrits sur les listes électorales de I'une des trois
villes, étre 4gé de 65 ans ou plus et de ne pas étre institutionnalisé (The 3C study group, 2003).
Les participants ont été suivis a 2 ans (t2), 4 ans, 7 ans, 10 ans, 12 ans, 14 ans, 17 ans. A
Bordeaux, une enquéte nutritionnelle a été réalisée lors du suivi a 2 ans.

L’étude 3C a effectivement débuté en 1999-2000 mais les données d’exposition
alimentaire ont été recueillies au premier suivi & 2 ans, entre 2000 et 2001 selon les individus
(Figure 1). Le temps de base de notre analyse ne correspond alors pas au temps d’inclusion
t0, mais au temps t2. L’étude est toujours en cours mais le dernier suivi exploitable est le suivi
a 17 ans. Notre période d’étude est alors d’environ 15 ans.

Figure 1 : Chronologie de la cohorte 3C (ligne de temps grisée, Iégende bleue) et de I’étude
épidémiologique faisant I’objet du stage (inscriptions en police rouge)

BASELINE FIN D’ETUDE
Inclusion3C 2 ans 4 ans 7 ans 10 ans 12 ans 14 ans 17 ans
1999-2000  2001-2002  2003-2004 2006-2007 2009-2010 2011-2012 2013-2014 2016-2017

Enquéte
nutritionnelle
Bordeaux

Tests cognitifs et diagnostic de démence

Seuls les participants bordelais ayant participé a 'enquéte nutritionnelle et cognitive a
t2 sont éligibles a l'inclusion dans notre étude. Aussi, il faut avoir été suivi au moins une fois
aprés t2, c’est-a-dire avoir au moins une visite de diagnostic de démence aprés I'enquéte
nutritionnelle. Cependant, certains de ces participants étaient déja déments a I'inclusion ou a
t2. Ceux-ci sont alors exclus de notre analyse car I'objectif est d’étudier le risque de survenue
de la démence, de fagon prospective.

2.2 Variables d’intérét

e Evénement étudié : incidence de la démence

Les participants 3C ont été examinés pour la démence a chaque suivi. Ce diagnostic est
établi par un neurologue a partir des tests neuropsychologiques réalisés a domicile par une
psychologue. Le dossier de ces individus a été revu et le diagnostic validé par un comité
indépendant de neurologues a partir des criteres de la quatrieme édition du Diagnostic and
Statistican Manual of Mental Disorders (DSM) (Bell, 1994).

e Variables d’exposition : contaminants alimentaires

Enquéte alimentaire : Rappel des 24 heures (3C). L’enquéte nutritionnelle réalisée
lors du suivi a 2 ans a Bordeaux a été menée par des diététiciennes qui se sont rendues au
domicile des participants, pour recueillir leurs habitudes alimentaires a travers notamment un
rappel des 24 heures. Ce rappel consistait a enregistrer tous les aliments et les boissons
consommeées dans les dernieres 24h, ainsi que les quantités (recueil de la taille des portions),
le week-end n’étant pas considéré. A partir de cette enquéte, les apports quotidiens individuels
en principaux nutriments (glucides, lipides, protides, vitamines, minéraux, etc.) a pu étre
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estimé (Féart et al., 2007), en croisant les données de consommation alimentaire avec des
tables de composition (contenant la composition en nutriments de milliers d’aliments
consommés habituellement en France). Un travail similaire d’estimation des apports en
polyphénols a partir du rappel des 24h et de tables de composition en polyphénols d’accés
public a été effectué ultérieurement. (Lefevre-Arbogast et al., 2018)

Tables de teneur en contaminants alimentaires (ANSES). Le méme travail pourrait
étre entrepris pour estimer les apports non pas en nutriments, mais en contaminants
alimentaires. Ce travail n’avait jusque-la pas été mené dans 3C. Des tables de teneur en
contaminants sont disponibles a partir de I'étude de 'alimentation totale frangaise 2 (EAT 2)
de 'ANSES, qui a été menée en 2006 et avait pour objectif de surveiller I'exposition de la
population francaise a des substances chimiques présentes dans les aliments. Des mesures
ont été effectuées par TANSES dans 212 aliments représentatifs de la consommation
alimentaire des Francais. Pour chaque type d’aliment, les dosages étaient composés de 15
échantillons différents du méme aliment (origine, variété, cuisson, préparation). C’est en
croisant ces données de teneur en contaminants pour les principaux aliments consommeés en
France en 2006 avec les apports alimentaires quotidiens individuels recueillis dans I'enquéte
nutritionnelle qu’ont été estimés les apports individuels en contaminants des participants 3C.

Estimation des apports individuels en contaminants alimentaires (3C x ANSES).
Un premier travail d’estimation des apports en contaminants dans 3C avait été mené par une
stagiaire master 1 en 2020, 'année précédent mon propre stage. Dans mon stage, j'ai repris
(en corrigeant les erreurs) et amélioré ce premier travail. J’ai notamment inclus les pesticides
qui n‘avaient pas été incorporés dans le premier travail. Plusieurs visioconférences ont été
réalisées avec 'ANSES pour établir la méthodologie. La fiqure 2 présente les différentes
étapes de la réalisation de la base de données. Il y a au total 445 contaminants, cependant
puisqu’un contaminant peut faire référence a la molécule et ses métabolites, le nombre de
contaminants a été réduit & 281. Cette partie de création de la base contenant les variables
d’exposition pour 1786 sujets 3C a représenté une partie importante du début du stage
(environ 1 mois).

Figure 2 : Etapes de réalisation de la base de données des apports individuels en
contaminants d’origine alimentaire, cohorte des 3 Cités, Bordeaux, 2001-2002.

Liste des aliments consommés Liste des aliments
(rappeldes 24h) échantillonnés (EAT 2)

Données de contamination Données de contamination

—> nationales (ug/g d’aliment) régionales (ug/g d’aliment)
601 aliments 212 aliments
Base de correspondances aliments o Ensemble des données de contamination
601 aliments aliments (ug/g)
v
Base des apportsen
contaminantsalimentaires [——
(ug/g d’aliment) Apportsindividuelsen

contaminants d’origine
alimentaire (ug/jour) pourles
1786 individus

Consommations individuelles
d’aliments (g/jour)
601 aliments

Données de contamination alimentaire. LANSES dans I'EAT 2 a hiérarchisé les
contaminants en 3 niveaux de risque : les substances dont le risque peut étre écarté pour la
population, celles dont le risque ne peut étre écarté, et celles pour lesquelles il a été impossible
de conclure quant au risque. Ces substances se répartissent en 10 grandes familles : les
contaminants inorganiques, les additifs, les minéraux, les dioxines, les mycotoxines, les
néoformés, les perfluorés, les pesticides, les phyto-estrogénes et les retardateurs de flamme
bromés. Dans I'EAT 2, des précisions sont apportées sur 14 contaminants alimentaires dont

5



le risque ne peut étre écarté. Comme expliqué ci-aprées, ces 14 contaminants dont le risque
ne peut étre écarté seront mes variables d’exposition d’intérét principal dans ce stage.

Variables d’exposition d’intérét

Les contaminants sur lesquels notre intérét se porte en premier sont les 14 dont le risque
ne peut étre écarté selon 'ANSES. En effet, nous savons dores et déja qu’ils représentent un
risque pour 'homme, notre étude cherche donc a savoir si la démence peut faire partie de ces
risques. Ces 14 contaminants dont le risque ne peut étre écarté sont 5 contaminants
inorganiques, 1 néoformé, 2 mycotoxines, 2 minéraux, 2 dioxines, 1 pesticide et 1 additif.

Dans une seconde approche, plus exploratoire (non centrée sur des contaminants),
nous nous intéresserons aux 9 grandes familles de contaminants (les minéraux ne seront pas
étudiés dans cette partie). Nous caractériserons pour chaque famille des profils d’apports en
contaminants par ACP. L’ACP permet d’analyser des données quantitatives et de visualiser
les corrélations entre les différentes variables, en réduisant la dimension par ['utilisation de
composantes principales. Les composantes principales sont des variables composites,
résumées de linformation, qui expliquent au mieux la variance des données. En
épidémiologie, elles sont souvent utilisées pour définir une variable d’exposition ou un
événement « composite », qui définit un profil. Par exemple, en épidémiologie nutritionnelle,
une ACP sur les variables de consommation alimentaire permet de définir des profils de
consommation alimentaire, qui sont ensuite analysés en relation avec le risque de maladies
dans des modeles de survie. Une ACP par famille sera réalisée afin d’extraire la premiere
composante principale, qui résument au mieux le co-apport en contaminants alimentaires
pour chaque famille de marqueurs. Le premier plan factoriel de chague ACP est donc celui
gui nous intéressera dans cette analyse.

La derniere approche est la plus exploratoire, en effet, la matrice totale de 281
contaminants est utilisée afin d’étudier chaque contaminant de facon individuelle, pour ne
passer a cOté d’aucune possible association. Parmi ces 281 contaminants se trouvent les 14
contaminants dont le risque ne peut étre écarté étudiés lors de la premiere approche.

e Covariables d’ajustement

L’étude 3C permet I'accés a d’autres données sur les participants par le biais d’examens
cliniques et de questionnaires a linclusion ou lors des différents suivis. Les données
disponibles incluent des caractéristiques socio-démographiques (age, sexe, niveau d’étude),
des indicateurs de mode de vie (activité physique, corpulence), d’état de santé physique et
psychologique, les facteurs de risque vasculaires (diabéte, hypercholestérolémie), etc. Dans
cette étude, nous nous intéresserons aux variables qui peuvent exercer un effet de confusion
dans la relation entre les expositions (contaminants) et 'événement (incidence de démence).
Ces facteurs sont choisis par rapport a ce qui est identifié dans la littérature : nous inclurons
ici 'age, le sexe, le niveau d’études, le principal facteur de risque génétique de la démence
Alzheimer (génotype APOE4), mais aussi des variables concernant le mode de vie dont la
consommation d’alcool, de tabac, et I'indice de masse corporelle.

2.3 Méthodes statistiques
2.3.1 Analyse de données temps-évenement par modeéle de Cox

Nous souhaitons étudier les associations entre les expositions aux différents
contaminants alimentaires et le risque de démence a 17 ans dans notre étude. L’'objectif de
I'épidémiologie analytique est d’étudier les relations entre des expositions et un événement
d’intérét. Ici, 'événement d’intérét est la survenue de la démence au cours du temps d’étude.
Nous sommes en présence d’un cas particulier de données longitudinales puisque le passage
de l'état sain a la démence est définitif, ce sont des données de survie. Une des
caractéristiques de l'analyse des données de survie est le fait que tous les individus
n’observeront pas I'événement. Dans notre étude, cela signifie que certains individus ne seront
pas déments au bout des 15 ans. Ce sont des observations incomplétes, on parle alors de
censure a droite. La censure est ici le décés ou la sortie d’étude. Le temps d’évenement est le
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temps de de survenue de la démence ou le temps de censure. La méthode la plus utilisée en
analyse de données de survie est le modéle a risques proportionnels ou modeéle de Cox
(1972). En effet, il prend en compte la censure et les temps d’apparition de la démence, ce qui
permet d’utiliser toute l'information disponible.

e Tests d’hypothése

Lors de l'utilisation de modeles de Cox, les estimateurs obtenus sont distribués selon
une loi normale, ce qui permet de calculer des intervalles de confiance et de réaliser des tests.
Le test réalisé est la nullité du paramétre grace au test de Wald. On rejette ’hypothése nulle
si la p-valeur est inférieure a 5%. Si I'on rejette HO, le paramétre est significativement différent
de 0 et la variable étudiée est associée au risque de survenue de I'événement (ici la démence).

e (Gestion de la censure et troncature a gauche

Y

Censure a droite: comme évoqué au début de la partie 1.3.1., une des
caractéristigues des données de survie est la présence d’observations censurées, certains
sujets ne subiront pas I'événement au cours de suivi. La période d’observation (15 ans ici)
peut prendre fin avant que la démence ait été observée ou un individu peut quitter I'étude
avant la fin sans présenter de démence. L'information est alors partielle, le temps d’apparition
est supérieur a un certain temps connu. C’est ce qui est appelé censure a droite, cela est pris
en compte par le modéle de Cox.

Censure par intervalle : les suivis dans la cohorte 3C étant a des temps fixes, I'dge
précis d’apparition de la démence est inconnu. C’est ce qu’on appelle la censure par intervalle.
Pour gérer cette censure par intervalle, 'age de démence est défini comme étant 'age meédian
entre le suivi auquel le diagnostic de démence est établi et le suivi précédent. Dans le cas ou
le sujet décéde sans présenter de démence, on considére I'age du dernier suivi comme I'age
de censure et non I'age de décés a cause d’incertitude sur I'apparition d’'une démence entre
ces deux temps.

Troncature a gauche : tous les individus ne sont pas entrés dans 'étude au méme
age et ne sont donc pas tous a risque en méme temps si on considére leur &ge chronologique.
On parle de troncature a gauche. Elle est prise en compte par des entrées retardées dans le
modele de Cox.

e Gestion des données manquantes

Le modele de Cox suppose d’avoir des données complétes. Exclure tous les individus
ayant des données manquantes ne peut pas étre réalisé car les effectifs de notre étude
seraient fortement réduits. Seuls les individus observant des données manquantes pour les
principaux facteurs de confusion (age au temps d’inclusion t2, sexe, niveau d’étude, APOE4)
sont exclus des analyses. Pour les autres covariables, si le taux de valeurs manquantes est
inférieur a 3%, on choisira d’imputer a la catégorie de référence (pour les variables
catégorielles) ou a la médiane (pour les variables continues).

e Hypothéses du modele

[l existe deux hypothéses majeures dans le modéle de Cox, I'hypothése de log-linéarité
et 'hypothése des risques proportionnels.

Log-linéarité : il existe une relation log-linéaire entre les variables explicatives du
modele et le risque. Dans le cas d’une variable explicative continue, le risque relatif correspond
au risque associé a une augmentation d’'une unité de la variable, quelque soit sa valeur. C'est
donc une hypothése forte, a vérifier. Pour cela, les résidus de Martingale et leur courbe lissée
seront étudiés pour déterminer si la relation entre la variable d’intérét et le risque respecte
I'hypothése de log-linéarité ou non. Dans le cas ou cette hypothése n’est pas respectée, nous
transformerons la variable explicative, comme décrit dans le paragraphe 1.3.2.1 (traitement
des variables d’exposition) ci-dessous.



Risques proportionnels : I'autre nom du modéle de Cox est « modéle a risques
proportionnels ». En effet, les fonctions de risque de démence de deux individus sont
proportionnelles. Cette hypothése sera également vérifiee dans différents modéles a I'aide des
résidus de Schoenfeld.

2.3.2 Stratégie d’analyse

Etant donné le peu d’informations trouvées dans la littérature sur 'association entre les
contaminants alimentaires et la santé cérébrale, nous sommes dans le cadre d’'une analyse
exploratoire. Nous ne nous appuyons pas sur des hypothéses spécifiques reliant une
exposition donnée a la santé cérébrale, et nous souhaitons exploiter un maximum les données
d’exposition disponibles. La stratégie d’analyse sera donc en deux temps.

La premiére partie de notre analyse sera une analyse par « marqueurs candidats »,
centrée sur les 14 contaminants alimentaires dont le risque ne peut étre écarté selon '’ANSES,
puisque I'on sait que les populations sont fortement exposées a ces contaminants et qu’ils
peuvent représenter un danger pour la santé, y compris cérébrale.

Ensuite, dans la deuxiéme partie, nous conduirons une analyse exploratoire, sans se
limiter a un contaminant alimentaire particulier. Le premier volet de cette analyse exploratoire
étudiera les familles de contaminants de facon globale, sous la forme de profils de co-apport
en contaminants. Cette analyse par profils complémente I'analyse par marqueurs candidats,
en prenant en compte la co-consommation de tous les contaminants d’'une méme famille, dont
les sources alimentaires peuvent différer. Le second volet analysera la matrice totale des 281
contaminants alimentaires individuellement.

2.3.2.1 Analyse principale : analyse par marqueurs candidats (14 substances
dont le risque ne peut étre écarté)

Les contaminants alimentaires dont le risque ne peut étre écarté pour la population
selon TANSES sont analysés dans cette partie.

e Analyses descriptives univariées

Les distributions des 14 contaminants alimentaires dont le risque ne peut étre écarté
selon 'ANSES seront représentées sous la forme de boxplots, d’histogrammes et de violin
plots. Les violin plots sont une combinaison de I'histogramme (densité de probabilité des
données a différentes valeurs, lissée par un estimateur de densité de noyau) et de la boxplot
sur un méme graphique, ils seront donc privilégiés pour la représentation graphique des
variables. Nous conduirons également une analyse bivariée en étudiant les corrélations deux
a deux entre les contaminants sous la forme de corrélogrammes.

L’origine alimentaire de ces contaminants sera ensuite étudiée en relevant les deux
groupes d’aliments les plus contributeurs. Il existe une trentaine de groupes alimentaires dans
notre étude, tous ne seront pas représentés.

e Traitement des variables d’exposition

Comme cela a été vu dans la partie 1.3.1., en utilisant des modéles de Cox, ily a 2
hypothéses a respecter, la proportionnalité et la log-linéarité. Ces deux hypothéses seront
vérifiées pour les 14 contaminants alimentaires.

Pour I'hypothése de log-linéarité, le graphique des résidus de Martingale issus d’'un
modeéle de Cox incluant la variable d’exposition d’intérét (sous forme « brute ») comme
variable dépendante et le risque d’événement comme variable a expliquer, permet de
déterminer si 'on a une forme linéaire ou non. Si la courbe lissée des résidus de Martingale
est une droite, la forme de la relation est log-linéaire. Si ce n’est pas le cas, une transformation
de la variable d’exposition doit étre appliquée.

Nous choisirons en premiére intention une transformation logarithmique de la
variable concernée, et les résidus de Martingale seront de nouveau analysés. Si la forme de
la relation au risque de démence n’est toujours pas log-linéaire malgré la transformation

8



paramétrique, la variable sera transformée au moyen de splines pénalisées, ce qui permet
de modéliser une relation non-linéaire de fagon souple. A noter que nous n’avons pas utilisé
les splines en premiére intention car ils induisent l'utilisation d’une fonction a plusieurs
paramétres ce qui complique l'interprétation des résultats.

e Analyse multivariable de la relation entre marqueurs candidats et risque de démence

L’association entre le risque de démence et chacun des 14 contaminants alimentaires
sera étudiée au moyen de modeles de Cox séparés, ajustés sur les facteurs de confusion
potentiels. Dans ces modéles, le contaminant sera utilisé sous la forme déterminée
précédemment par la vérification de I'hypothése de log-linéarité. Les contaminants seront donc
soit utilisés de facon brute (centrés réduits), soit sous forme transformée par fonction
logarithmique, ou par fonctions splines. Les modéles sont ajustés sur les facteurs évoqués
précédemment : age, sexe, niveau d’études, APOE4, alcool, tabac, IMC. Pour les 14
contaminants alimentaires, I'analyse des résidus de Schoenfeld permet d’affirmer que
I'hypothése de proportionnalité est respectée.

2.3.2.2 Analyse secondaire (1) : analyse exploratoire par profils de co-apport
en contaminants pour chaque famille

e Analyse descriptives multidimensionnelles par famille

Dans cette partie, les familles de substances sont étudiées dans leur ensemble, sous la
forme de profils, par analyse en composante principale (ACP). Une ACP par famille est
réalisée pour définir de nouvelles variables, des profils de co-apport en contaminants
alimentaires, comme décrit plus haut a la section 1.2. Ces ACP font également office d’analyse
descriptive, car elles permettent de visualiser les corrélations entre différents contaminants
d’'une méme famille. Nous nous arréterons au premier plan factoriel de chaque ACP dans cette
analyse, ce qui correspond aux deux premieres composantes principales, qui expliquent le
maximum de la variance des données.

On interpréte chaque composante principale en fonction du score factoriel lui étant
associé. Cela signifie qu’un score factoriel élevé pour la premiére composante principale est
associé a des apports plus élevés pour les variables étant bien projetées sur le premier axe
principal. Chaque score factoriel associé a chaque composante représente une nouvelle
variable, composite, qui sera introduite ensuite dans le modéle de Cox.

e Analyse multivariable de la relation entre profils de co-apport en contaminants par
famille, et risque de démence

De la méme fagon que pour I'analyse principale, les hypothéses du modele sont vérifiées
pour les scores factoriels des deux premiéres composantes de chaque analyse en
composantes principales conduites sur chaque famille. Afin d’étudier I'association entre le
risque de démence et les familles de substances, les scores factoriels des composantes
principales 1 et 2 sont utilisés dans des modéles de Cox. Deux modeles par famille sont alors
réalisés, pour chacune des deux composantes, toujours ajustés sur les mémes facteurs.

2.3.2.3 Analyse secondaire (2) : analyse exploratoire sur la matrice totale de
contaminants

Dans cette partie, 'ensemble des contaminants alimentaires couverts par 'EAT2 sont
analysés.

e Analyses descriptives univariées et analyses bivariées

Pour l'analyse descriptive univariée, nous choisirons deux contaminants par famille, ceux
associés aux apports moyens les plus élevés. La représentation de ces contaminants se fera
sous la forme de violin plots, comme précédemment.



e Traitement des variables d’exposition

Contrairement a l'analyse principale centrée sur 14 contaminants candidats, il est
difficile de vérifier 'hypothése de log-linéarité pour les 281 variables. Les variables seront donc
utilisées sans transformation en premiére intention (sauf pour les 14 contaminants de I'analyse
principale, pour lesquels nous utiliserons la transformation définie dans I'analyse principale).
Nous contrdlerons la robustesse des résultats a la transformation des variables d’exposition a
posteriori, en répétant les analyses multivariables avec une transformation logarithmique
appliquée a I'ensemble des variables d’exposition, et nous comparerons les résultats obtenus
par les deux approches (avec ou sans transformation).

e Analyse multivariable de la relation entre les 281 contaminants et le risque de
démence

L’analyse multivariable se fait au travers de 281 modéles de Cox, 1 par contaminant,
ajusté sur les mémes facteurs d’ajustement que pour I'analyse principale. Les p-valeurs seront
extraites de chaque modeéle puis représentées par un Manhattan plot. |l s’agit d’'une
représentation graphigue trés utilisée en génétique, qui permet de représenter sur un unique
graphique les résultats (sous la forme de P valeur) d’'un trés grand nombre de modéles (un
pour chague variant génétique dans les analyses pangénomiques). Dans notre analyse nous
représenterons les P valeurs de la relation entre chacun des 281 contaminants et le risque de
démence, en mettant en évidence le seuil alpha=5% de significativité, et le seuil ajusté pour
les tests multiples avec la méthode FDR. Cette représentation permettra de remarquer
rapidement les contaminants dont I'association au risque de démence est significative.

2.3.2.4 Correction pour les tests multiples

Le grand nombre de modéles réalisés dans cette étude nous amene au probléeme des
tests multiples. En effet, lors de ces modéles, nous rejetons HO au risque de 5%. Lorsque I'on
réalise ce méme test de fagcon répétée, le risque de se tromper dans le rejet de HO augmente.

Il est alors nécessaire de procéder a une correction pour les tests multiples. Dans notre
étude, celle qui sera utilisée est la méthode du False Discovery Rate (FDR) de Benjamini-
Hochberg. Cette méthode consiste a trier les p-valeurs des n tests effectués par valeur
ascendante, de leur attribuer chacune un rang (k) et enfin de multiplier chaque p-valeur par le
n/k. Cette correction sera appliqguée pour les trois niveaux d’analyses.

Il est possible de corriger les p-valeurs ou de corriger le seuil de p-valeur (le seuil
original étant fixé a 5%). Ces deux possibilités sont équivalentes et seront toutes deux utilisées
dans notre étude, avec la méthode FDR.

10



3 Reésultats

3.1 Population d’étude

La population a été choisie en suivant ce qui a été décrit au paragraphe 1.1. L'étude
3C comprenait a I'inclusion 2104 sujets bordelais. Parmi ceux-ci, 1786 sujets ont été enquétés
pour la nutrition a t2. Les sujets non suivis au moins une fois aprés t2 sont retirés de
I'échantillon soit 125 sujets. Les sujets éligibles a 'inclusion de I'analyse sont alors au nombre
de 1533. Certains sujets, dont ceux étant déja déments a t0 ou a t2 (n=60) et les sujets sans
données renseignées pour les facteurs d’ajustement principaux, soient'age, le sexe, le niveau
d’éducation et le génotype APOE4 (n=151) sont exclus. Notre population d’étude se compose
donc de 1322 individus.

Cette population est 4gée en moyenne de 75,8 ans en 2001-2002 (tableau 1).
Davantage de femmes composent notre échantillon (62,3%). Moins de la moitié de la
population (41%) a un niveau d’études équivalent au lycée ou supérieur. Dans cette
population, 24,8% deviendront déments pendant les 15 ans d’étude. Les participants qui ont
développé une démence dans les 15 ans étaient, a l'inclusion de I'analyse (2 de 3C), plus
agés, moins éduqués, plus souvent porteurs de 'APOE4 et plus souvent diabétiques.

Tableau 1 : Caractéristiques de la population a P'inclusion de I’analyse (t2 de I’étude 3C) chez

les participants ayant développé une démence par rapport a ceux restés sans démence au

cours des 15 années de suivi

Futurs .
Caractéristiques Total déments Non déments : CO.Xbl L
1322 328 (24.8) 994 (75.2)  nivariavie

Variables principales
d’ajustement
Age at2 (années) 75,8 (4,8) 77,4 (4,6) 75,2 (4,7)
Sexe (femmes) 823 (62,3) 228 (69,5) 595 (59,9) 0,82
Education (lycee et 540 (40,8) 114 (34,8) 426 (42,9) 0,04
supérieur)
APOE4, alléle &4 du gene 241 (18,2) 70 (21,3) 171 (17,2) 0,006
APOE
Mode de vie
IMC? (kg/m?2) 26,5 (4,1) 26,2 (4,1) 26,5 (4,1) 0,80
Alcool (g/)) 10,1 (11,6) 9,1 (10,1) 10,4 (12,0) 0,78
Tabac 0,80

Jamais fumé 842 (64,7) 225 (69,7) 617 (63,0)

< 10 paquets/an 151 (11,6) 33 (10,2) 118 (12,1)

10-20 paquets/an 81 (6,2) 19 (5,9) 62 (6,3)

20-30 paquets/an 77 (5,9) 15 (4,6) 62 (6,3)

> 30 paquets/an 151 (11,6) 31(9,6) 120 (12,3)
Facteurs de comorbidité
Antecedents de maladie 402 (30,4) 104 (31,7) 208 (30,0) 0,21
cardiovasculaire
Hypertension 1025 (77,5) 265 (80,8) 760 (76,5) 0,21
Hypercholestérolémie 763 (57,7) 204 (62,2) 559 (56,3) 0,16
Diabéte 125 (9,6) 40 (12,5) 85 (8,7) <0,001
Dépression 78 (6,0) 25 (7,7) 53 (5,4) 0,05

p.valeur du modéle de Cox univariable & entrée retardée (avec I'age comme échelle de temps)

2IMC : Indice de Masse Corporelle
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3.2 Analyse descriptive

3.2.1 Analyse principale : analyse par marqueurs candidats (14 contaminants

dont le risque ne peut étre écarté selon ’ANSES)

Les apports quotidiens en 14 contaminants dont le risque ne peut étre écarté selon
'ANSES sont décrits dans le tableau 2 (moyennes, écart-type) et a la figure 3 (violin plots).

Tableau 2 : Description (moyenne, écart-type) des apports quotidiens en 14 contaminants

alimentaires dont le risque ne peut étre écarté selon I'ANSES, classées par famille

d'appartenance

Famille d’appartenance

Contaminant alimentaire

Apports quotidiens

Moyenne Ecart-type

Contaminants inorganiques Arsenic inorganique 17,3 91

(Mg/jour)

Cadmium 12,0 9,6
Plomb 16,0 11,4
Aluminium 3148,1 2237,8
Mercure organique 11,9 18,2

Composés néoformés Acrylamide 15527,1 32500,9

(ng/jour)

Mycotoxines (ng/jour) Déoxynivalénol 23261,1 13505,1
Dérivés acétylés du 778,9 464,8
déoxynivalénol

Minéraux (ug/jour) Sodium 2,8.10° 1,2.106
Sélénium 77,7 41,4

Dioxines et PCB (pg TEQ Dioxines et PCB-DL 49,1 80,2

OMSO05/jour)

PCB-NDL 3,1.10° 7,6.10°

Résidus de pesticides (mg/kg) Diméthoate 6,1 5,8

Additifs (ug/jour) Sulfites 14556,6 15678,9

PCB : polychlorobiphényles — DL : Dioxin Like — NDL : Non Dioxin Like

La figure 3 montre les distributions des apports en substances via I'alimentation dont
le risque ne peut étre écarté. Les distributions sont globalement asymétriques, avec des
valeurs extrémes pour quelques individus. Cela peut s’expliquer par 'origine des données, un
unique rappel des 24h, et par le fait que beaucoup de contaminants proviennent d’aliments
qui ne sont pas consommeés quotidiennement. C’est le cas par exemple du poisson, source de
métaux lourds et de PCB. On observe ainsi une distribution particulierement asymétrique pour
les PCB (en gris). Ces données sont cependant plausibles puisqu’elles correspondent a des
individus ayant consommé une grande quantité de poisson et/ou des crustacés ou mollusques,
qui sont des sources majeures de PCB.
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Figure 3 : Description (médiane, intervalle interquartile, courbe de densité) des apports quotidiens en 14 contaminants alimentaires dont le risque ne peut étre
écarté selon I'ANSES
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Aprés avoir étudié la distribution des contaminants dont le risque ne peut étre écarte,
on s’intéresse a l'origine alimentaire de ces contaminants. Pour chaque substance, la figure
4 recense les deux groupes d’aliments les plus contributeurs a l'apport individuel. Pour
exemple, les aliments contenant du méthylmercure sont exclusivement des produits de la
mer : les poissons, crustacés et mollusques. Pour d’autres contaminants, les sources
alimentaires sont multiples. Par exemple, pour I'aluminium, les sources majoritaires sont les
légumes et le thé, mais cela ne dépasse pas 50% de I'apport.

Figure 4 : Principales sources alimentaires des 14 substances dont le risque ne peut étre
écarté selon ’ANSES
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3.2.2 Analyse secondaire (1) : analyse exploratoire par profils de co-apport en
contaminants pour chaque famille

Dans cette partie, nous nous intéressons aux familles d’appartenance des
contaminants alimentaires. Une analyse en composantes principales est effectuée pour
chaque famille pour définir des profils de co-apport en contaminants, qui représentent les
variables d’exposition d’intérét pour cette analyse secondaire. En réalisant une ACP par famille
et en représentant le cercle de corrélations des variables, les relations entre les contaminants
alimentaires d'une méme famille sont mises en évidence. L’axe des abscisses représente la
premiere composante et I'axe des ordonnées la seconde. La figure 5 illustre le résultat pour
les 9 familles d’intérét dans cette analyse secondaire.

Pour I'analyse multivariable, nous avons choisi de sélectionner uniquement la premiére
composante principale car elle explique une grande part de la variance de nos données. Pour
la plupart des familles, la premiére composante est associée a une augmentation de I'apport
de tous les contaminants.
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Figure 5 : Cercles des corrélations des apports en contaminants alimentaires par famille, sur le
premier plan factoriel (en abscisse : la premiére composante principale ; en ordonnée : la

deuxiéme composante principale)
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3.2.3 Analyse secondaire (2) : analyse exploratoire sur la matrice totale de
contaminants

Pour l'analyse descriptive de tous les contaminants de notre étude, les deux
contaminants alimentaires les plus concentrés en moyenne chez les individus par famille sont
décrits, étant donné le grand nombre de contaminants alimentaires couverts par ’ANSES.
Comme pour les contaminants dont le risque ne peut étre écarté dans I'analyse principale, les
distributions sont asymétriques.

3.3 Analyse multivariable : apports en contaminants alimentaires et
risque de démence

3.3.1 Analyse principale : analyse par marqueurs candidats (14 contaminants
dont le risque ne peut étre écarté selon '’ANSES)

Les relations entre I'exposition aux 14 contaminants alimentaires et le risque de
démence sont décrites dans le tableau 3. Seule la relation entre I'exposition aux PCB (DL et
NDL) et le risque de démence est significative au seuil alpha=5% sans ajustement pour les
tests multiples. Chaque augmentation d’un écart-type de PCB NDL augmente le risque
de démence de 11% (intervalle de confiance 1%, 23%), et chaque augmentation de PCB
DL augmente le risque de démence de 12% (intervalle de confiance 2%, 23%).
Cependant, ces associations ne résistent pas a I'ajustement sur les tests multiples (P-
valeur ajustée = 0.20 pour PCB DL et NDL).

Tableau 3 : Risques relatifs de démence associés aux 14 contaminants alimentaires dont le
risque sanitaire ne peut étre écarté selon I'ANSES dans un modéle de Cox multivariable,
cohorte 3C Bordeaux?

Contaminant RR? [IC 95%)] P-valeur P-valeur ajustée®
S(Aluminium) - 0.06 0.26
Log(Arsenic) 0.87[0.67-1.12] 0.28 0.47
S(Cadmium) - 0.32 0.47
Méthylmercure 1.00[0.99-1.01] 0.09 0.33
Sodium 1.00[1.00-1.00] 0.76 0.77
S(Plomb) - 0.34 0.47
S(Sélénium) - 0.22 0.47
Sulfites 0.97[0.83-1.14] 0.73 0.77
Acrylamide 0.90[0.79-1.03] 0.12 0.34
ADON315 0.96[0.86-1.09] 0.55 0.69
DON 0.98[0.87-1.11] 0.77 0.77
PCB NDL 1.11]1.01-1.23] 0.03 0.20
PCB DL 1.12[1.02-1.23] 0.02 0.20
Log(Diméthoate) 0.87[0.68-1.12] 0.29 0.47

PCB : polychlorobiphényles — DL : Dioxin Like — NDL : Non Dioxin Like

1Ajusté sur les facteurs principaux d’ajustement (sexe, niveau d’études, APOE4) et sur les facteurs de mode de vie
(IMC, consommation d’alcool et de tabac)

2pour +1sd (variables brutes) ou +1 unité log(x) (variables log-transformées). Un risque relatif unique ne peut étre
calculé pour les variables transformées par fonction splines.

3Correction de la p-valeur pour les comparaisons multiples avec la méthode du FDR (False Discovery Rate) de
Benjamini-Hochberg
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3.3.2 Analyse secondaire (1) : analyse exploratoire par profils de co-apport en
contaminants pour chaque famille

Les résultats de I'association entre le risque de démence et chaque score factoriel est
présentée dans le tableau 4. Seule la relation entre le score factoriel de la premiere
composante de 'ACP de la famille des dioxines est significative au seuil alpha=5% sans
ajustement pour les tests multiples. Chaque augmentation d’'un écart-type du score factoriel
augmente le risque de démence de 9% (intervalle de confiance 1%, 16%). Cependant, cette
association ne résiste pas a I'ajustement sur les tests multiples (pvaleur ajustée = 0.18). Ce
résultat est cohérent avec les résultats obtenus dans lors de I'analyse principale. En effet, les
dioxines comprennent les PCB DL et les PCB NDL.

Tableau 4 : Association entre les scores factoriels issus des ACP par famille de contaminants
alimentaires, dans un modele de Cox multivariable?, cohorte 3C Bordeaux.

Score factoriel RR? [IC 95%] P-valeur  P-valeur
ajustée®
S(Contaminants inorganiques, composante 1) - 0.10 0.23
Additifs, composante 1 0.94 [0.83-1.07] 0.34 0.51
Dioxines, composante 1 1.09 [1.01-1.16] 0.02 0.18
Mycotoxines, composante 1 0.99 [0.96-1.03] 0.58 0.65
S(Néoformés, composante 1) - 0.24 0.43
Perfluorés, composante 1 1.01 [0.98-1.04] 0.52 0.65
Pesticides, composante 1 1.00 [0.99-1.01] 0.72 0.72
Phytoestrogénes, composante 1 0.92[0.84-1.01] 0.10 0.23
Retardateurs de flammes bromés, 1.04 [0.99-1.09] 0.10 0.23

composante 1

Lajusté sur les facteurs d’ajustement principal (sexe, niveau d’études, APOE4) et les facteurs de mode de vie (IMC,
consommation d’alcool et de tabac)

2pour +1sd (variables brutes) ou +1 unité log(x) (variables log-transformées). Un risque relatif unique ne peut étre
calculé pour les variables transformées par fonction splines.

3Correction de la p-valeur avec la méthode du FDR (False Discovery Rate) de Benjamini-Hochberg

3.3.3 Analyse secondaire (2) : analyse exploratoire sur la matrice totale de
contaminants

La figure 7 illustre les p-valeurs de l'association entre les 281 contaminants
alimentaires et le risque de démence. Les variables ont été utilisées sans transformation en
premiére intention (sauf pour les 14 contaminants dont le risque ne peut étre écarté qui ont
été transformés si nécessaire lors de l'analyse principale). Afin de corriger pour les tests
multiples (281 tests), le seuil de p-valeur a été corrigé a l'aide de la méthode FDR. Le nouveau
seul est établi & 0.0025. Le Manhattan plot représente ce seuil corrigé (ligne rouge) et le seuil
non corrigé a 5%.
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Figure 6 : Manhattan plot de I'association entre les 281 contaminants alimentaires et le risque
de démence avec valeurs brutes, non transformées, dans un modeéle de Cox multivariablel,
cohorte 3C Bordeaux
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Lajusté sur les facteurs d’ajustement principal (sexe, niveau d’études, APOE4) et les facteurs de mode de vie
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Ligne pointillée : seuil non corrigé alpha = 0.05

Ligne rouge : seuil corrigé alpha = 0.0025

On remarque uniquement deux contaminants dont I'association au risque de démence
est significative au seuil non corrigé de 5%. Il s’agit des PCB NDL et des dioxines et PCB DL,
résultats qui avait déja été trouvés lors du premier niveau d’analyse sur les 14 contaminants
dont le risque ne peut étre écarté. De fagcon cohérente avec I'analyse principale ou ces
associations ne ressortaient plus significatives aprés correction de la P-valeur pour les tests
multiples (Tableau 3), la P valeur est inférieure au seuil corrigé dans cette analyse sur la
matrice entiére (Eigure 7). Aucune association entre les 281 contaminants et le risque de
démence n’est significative au seuil corrigé par la méthode FDR.

Afin de contrdler la robustesse des résultats, une transformation logarithmique est
appliqguée aux valeurs des 281 contaminants alimentaires. La méme analyse multivariable a
été réalisée avec ces variables transformée et le Manhattan plot a également été construit a
'aide de ces nouveaux résultats. Il n’en résulte aucune différence notable entre les deux
analyses. Dans I'analyse aprés transformation log, seules les associations entre les PCB DL
ou PCB NDL et le risque de démence sont significatives au seuil de 5%. Aucun contaminant
alimentaire n’est significatif aprés correction du seuil par la méthode FDR, comme avec les
valeurs non transformées.
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4 Discussion

4.1 Synthese des résultats

Pour rappel, l'objectif de notre étude était d’explorer les associations entre les
contaminants alimentaires et la survenue de la démence sur une période de 15 ans. Pour cela,
la base d’apports individuels en contaminants a été complétée et enrichie, afin d’obtenir une
base de données composées de 1786 individus et 281 contaminants. Nous sommes dans le
cadre de multiples expositions, sans hypothéses particuliéres sur une exposition spécifique a
cibler, nous sommes alors dans une analyse exploratoire. Pour réaliser cette analyse,
plusieurs stratégies complémentaires ont été mises en place.

La premiére étape a consisté a analyser les 14 contaminants alimentaires dont le risque
ne peut étre écarté selon 'ANSES. Lors de cette étape, nous avons montré que les
distributions d’apports en contaminants étaient pour la plupart asymétriques, comme c’est le
cas pour les contaminants dont les sources alimentaires ne sont pas consommeés
quotidiennement, comme le poisson pour le mercure ou les PCB. Cela est complété par I'étude
des sources alimentaires de ces 14 contaminants. Les analyses multivariables a l'aide de
modéles de Cox ont permis de mettre en évidence une association significative entre I'apport
en PCB et le risque de démence. Cependant, on peut exclure une erreur de premiére espéce,
et que cette association soit uniquement liée au hasard.

La deuxieme étape, plus exploratoire, a consisté a analyser 'ensemble des 281
contaminants. Nous avons tout d’abord travaillé a I'échelle des familles de contaminants en
recherchant un potentiel « effet famille » qui serait porté par 'ensemble des contaminants
d’'une méme famille (qui sont impliqués dans les mémes mécanismes physiopathologiques).
Nous avons caractérisé le profil de co-apports en contaminants d’'une méme famille par
I'utilisation de scores factoriels du premier plan des ACP. La seule association significative
retrouvée était une association entre la premiére composante de 'ACP de la famille des
dioxines, qui était un résumé presque parfait de I'apport en PCB DL et PCB NDL, et le risque
de démence. Comme attendu, cela coincidait avec les résultats de la premiere étape.
Cependant, comme dans la premiére étape, une fois les p-valeurs corrigées pour les tests
multiples, cette association n’apparaissait plus comme statistiquement significative. Puis, en
dernier lieu, les 281 contaminants alimentaires ont été analysés de facon individuelle. Aucune
nouvelle association entre un nouveau contaminant et la survenue de la démence n’a été
identifiée lors de cette étape.

4.2 Confrontation a la littérature

Le principal résultat de notre étude est la mise en évidence d’une association entre les
apports quotidiens en dioxines, provenant principalement de la consommation de poisson et
fruits de mer, et le risque de démence. Cependant I'association corrigée pour les tests
multiples n’était pas significative, on ne peut donc pas exclure qu’elle soit une « fausse
découverte » par le fait du hasard. Il convient donc de considérer ce résultat comme trés
préliminaire et nécessitant confirmation dans des études ultérieures, et de le discuter avec
prudence.

4.2.1 Mécanismes potentiels

Parmi les dioxines, on retrouve les PCB « Dioxin Like » et les PCB « Non Dioxin Like ».
Les PCB ont été largement utilisés dans le commerce, mais ont été interdits a partir des
années 1980 en raison de leur impact délétére sur I'environnement et la santé. Cependant,
ceux-ci sont toujours présents dans I'environnement, et 'homme s’y trouve toujours exposé
notamment via I'alimentation. En effet, les PCB sont des « polluants organiques persistants »
(POPs) qui s’accumulent dans les tissus lipidiques des étres vivants. La teneur trés élevée en
lipides du cerveau explique d’ailleurs en partie la neurotoxicité des PCB, démontrée dans des
études in vivo (Sul et al., 2009) et in vitro (Latchney et al., 2013). Les PCB peuvent avoir un
impact neurotoxique direct sur le tissu cérébral, mais pas seulement. Il a également été
démontré que I'exposition aux PCB était associée au développement de maladies chroniques
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telles que des maladies cardiovasculaires ou des cancers (Lee et al., 2007). La démence étant
trés associée a la santé cardiovasculaire (Livingston et al., 2020), les PCB pourraient
également augmenter le risque de démence via effet indirect sur le systeme vasculaire.

4.2.2 Cohérence des résultats avec la littérature

Les résultats de notre étude sont globalement cohérents avec ceux trouvés dans la
littérature. Sur le développement cérébral, une étude slovaque a montré une association
significative entre les PCB dans le sérum maternel et une diminution du développement
neurologique a I'age de 16 mois chez 750 enfants. Les auteurs suggérent que ces effets
pourraient étre expliqués par différents mécanismes neuro-développementaux in utero,
notamment une perturbation endocrinienne, une modification des neurotransmetteurs ou
encore une réduction des hormones thyroidiennes (Park et al., 2010). Il a également été
montré que I'exposition aux PCB affectait le fonctionnement intellectuel chez les adultes et les
enfants. Pour les enfants, une étude a été menée aux Etats-Unis, sur 212 nouveau-nés dont
la mére avait consommé du poisson contaminé aux PCB provenant du lac Michigan
(Jacobson, Jacobson, 1996). L’étude a montré que I'exposition prénatale aux PCB était
associée a des fonctions intellectuelles moins élevées chez I'enfant. Chez les adultes, c’est
une étude similaire qui a été menée sur plus de 500 adultes de plus de 49 ans, ayant
consommé du poisson des grands lacs, comprenant le lac Michigan (Schantz et al., 2001).
Celle-ci a montré que l'exposition aux PCB, mesurés dans le sang, est associée a une
dégradation de la mémaoire.

Une étude plus récente explorait 'association entre les PCB et le risque de démence
dans une cohorte incluant 527 adultes habitant dans une zone trés polluée du nord de ['ltalie.
Le risque de démence était augmenté chez les participants ayant les niveaux sériques de PCB
les plus élevés. Les auteurs concluaient a une causalité possible entre I'exposition aux PCB
et 'apparition de la démence (sans que la causalité soit formellement démontrée par cette
étude observationnelle). Cependant, dans les modéles ajustés sur un certain nombre de
facteurs de confusion, I'association n’était plus statistiquement significative. Les auteurs
soulignaient également le fait que d’autres facteurs devaient étre pris en compte comme
facteur de confusion potentiel comme les habitudes alimentaires, I'activité physique ou les
autres risques environnementaux (Raffetti et al., 2020).

Enfin, une étude canadienne est en contradiction avec ces résultats et ceux de étude.
Il s’agit d’'une étude sur une population &gée se basant sur la concentration plasmatique en
PCB et organochlorine pesticides (Medehouenou et al., 2019). Celle-ci ne démontre pas
d’association entre les PCB et le risque de démence.

4.2.3 Bénéfices et risques de la consommation de poisson

Comme identifié dans notre étude, les sources alimentaires principales des dioxines
sont le poisson, les fruits de mer, et les crustacés. Pourtant, la consommation de poisson
apporte aussi des nutriments protecteurs pour le cerveau, en particulier les acides gras
omega-3 a longue chaine, qui sont associés a une réduction du risque de démence, de
maladie d’Alzheimer en particulier, de déclin cognitif et d’atrophie cérébrale avec I'dge
(Thomas et al., 2020, Scarmeas et al., 2018). La consommation de produits de la mer est la
principale source d’'omega-3 a longue chaine chez 'homme (car la biosynthése endogene est
faible dans cette espéce). Etant donné que le poisson apporte a la fois des nutriments
essentiels a la structure et au fonctionnement cérébral, et des polluants (métaux lourds,
dioxines), Il est essentiel de se questionner sur la balance entre les bénéfices et les risques
gue peut apporter la consommation de poisson.

Une récente étude s’est attardée sur ce rapport bénéfice risque en relation avec la
mortalité cardiovasculaire, étudiant spécifiquement les PCB alimentaires et les acides gras
(Donat-Vargas et al., 2020). Grace a deux cohortes suédoises (n=69498 sujets agés de 78
ans (hommes) ans ou 81 ans (femmes) en moyenne) et a un questionnaire de fréquence
alimentaire passeé a l'inclusion dans I'étude, les apports en PCB et en omega-3 ont été estimés.
Les PCB provenant du régime alimentaire étaient associés de maniére dose-dépendante a
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une augmentation de la mortalité liée aux maladies cardio-vasculaires, tandis que I'apport
d’'oméga-3 était associé de facon dose-dépendante avec une mortalité plus faible. L’effet
bénéfique de la consommation de poisson sur le systeme cardiovasculaire semblait
compromis par la co-exposition aux PCB, I'étude de linteraction n’a pas montré de relation
protectrice des oméga-3 pour les niveaux élevés de PCB. Le bénéfice peut donc n’étre
observé que lorsque le poisson consommé n’est pas contaminé aux PCB. Les auteurs
discutaient dans l'article le fait que, en fonction des zones d’approvisionnement du poisson
consommé, certaines populations pouvaient consommer des produits de la mer plus
contaminés en PCB (par exemple, dans les pays nordiques et baltiques). Cela pourrait donc
étre plus difficile pour ces populations d’atteindre les niveaux désirés d’apports en omega-3
pour espérer voir un bénéfice sur le cerveau, sans excéder les potentielles conséquences
négatives des PCB.

Une seule étude a notre connaissance s’est intéressée au rapport bénéfice risque de
la consommation de poisson sur la maladie d’Alzheimer, en analysant le méthylmercure et les
oméga-3 (Morris et al., 2016). Chez 544 participants du Rush Memory and Aging Project dont
286 ont été autopsiés apres le déces, la consommation de poisson avant le déces était
associée a un niveau plus faible de neuropathologie Alzheimer a I'autopsie, notamment chez
les porteurs de 'APOE4. Les concentrations en méthylmercure dans le cerveau ont été
analysées, et il N’y avait pas de corrélation entre ces niveaux et le niveau de neuropathologie
Alzheimer, faisant conclure aux auteurs que le bénéfice de la consommation de poisson sur
I'Alzheimer (lié aux omega-3 notamment) pouvait surpassait le risque liés a la contamination
en méthylmercure.

Dans 3C, une association protectrice entre les niveaux plasmatiques d’'omega-3 et une
diminution du risque de déclin cognitif, de démence et d’atrophie cérébrale a été trouvée
récemment (Thomas et al., 2020). Etant donnée I'association entre dioxines (apportées par la
consommation de produits de la mer, tout comme les oméga-3 a longue chaine) et une
augmentation de risque de démence suggérée dans notre travail, une étude approfondie du
rapport entre les bénéfices et les risques de la consommation de poisson devra étre menée
dans 3C par la suite.

4.2.4 Forces de I’'étude

Cette grande étude prospective est unigque pour plusieurs raisons. Elle dispose de
données d’évenement (incidence de la démence) provenant d’'un long suivi (15 ans) avec un
diagnostic posé par un neurologue et une validation des cas incidents par un comité d’experts.
On peut également qualifier notre taille d’échantillon d'importante, avec plus de 1300 individus.
A notre connaissance, notre étude est la premiere a s’intéresser a un si large panel de
contaminants alimentaires, comprenant des pesticides, des minéraux, des additifs, des
dioxines etc (280 substances au total). L’analyse menée combine 2 stratégies
complémentaires, une partie ciblée sur des contaminants en particulier, s’appuyant sur les
résultats de TANSES, et une partie plus exploratoire. L’ensemble de cette stratégie a permis
a la fois d’analyser spécifiquement les contaminants qui posent le plus de risque potentiel pour
la santé selon TANSES, mais aussi d’explorer 'ensemble de la matrice de contaminants pour
mettre en évidence de possibles associations nouvelles avec des contaminants non priorisés
par TANSES mais qui pourraient poser un risque spécifique pour la santé cérébrale.

425 Limites de I’'étude

La principale limite de I'étude est de ne se baser que sur un unique rappel des 24h.
Les données recueillies représentent les consommations alimentaires d'un seul jour de la
semaine, ce qui n'est pas forcément représentatif des réelles habitudes alimentaires des
participants, en particulier pour les aliments qui ne sont pas consommeés quotidiennement
(comme le poisson). A linverse, il suffit qu'un individu ait consommé du poisson la veille de
cette enquéte alimentaire pour avoir une contamination aux dioxines assez élevée, et ce,
méme s’il n'en consomme pas régulierement. Il y a donc une erreur de mesure de I'exposition
inhérente a la méthode d’enquéte, qu’il n'est pas possible de corriger par une méthode
statistique. Toutefois, il est généralement admis que les données issues d’un unique rappel
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des 24h apportent des estimations moyennes correctes a I'échelle d’'une population large
(comme celle de notre analyse), et cet unique rappel a montré des relations cohérentes entre
certains nutriments et le risque de démence dans de précédents travaux (Lefevre-Arbogast et
al. 2016). De plus, les apports en nutriments estimés par le rappel des 24h corrélaient
significativement avec les sources alimentaires estimées par une autre méthode d’enquéte,
un fréquentiel alimentaire. Ces éléments apportent des arguments en faveur de la validité des
mesures d’exposition nutritionnelle obtenues par ce rappel des 24h.

Parmi les autres limites & mentionner, lors du croisement des données de 3C et celles
de 'ANSES, une correspondance a pu étre imparfaite entre les aliments de I'EAT 2 et celles
du rappel des 24h de 3C. Cette correspondance a été établie lors du stage de Master 1 en
2020, par le biais de moyennes d’aliments, de recettes, et a été corrigée et confortée au cours
de ce stage. Cela a pu également générer des erreurs de classification des apports en
contaminants.

Enfin, malgré la taille importante de [I'échantillon, celle-ci était possiblement
insuffisante pour étudier des expositions multiples. Avec la taille d’échantillon qui était la nétre,
aucune association n’a résisté a la correction sur les tests multiples a l'aide de la méthode
FDR, et on ne peut pas exclure que les associations suggérées entre dioxines et risque de
démence n’aient été trouvées par le fait du hasard. Il faut donc interpréter ces résultats avec
grande prudence, qui doivent étre considérés comme préliminaires et nécessitant d’étre
validés, possiblement a I'aide de biomarqueurs sanguins.

22



Conclusion

Notre objectif principal était d’explorer les associations entre les contaminants
alimentaires et le risque de démence dans une grande cohorte de sujets agés en population
générale (cohorte des 3 Cités). Nous avons mis en évidence une association significative entre
les dioxines et le risque de démence au seuil alpha=5%, ne résistant cependant pas a la
correction pour les tests multiples. Nous avons discuté ce résultat avec précaution en gardant
a l'esprit le risque de faire une erreur de premiere espece (conclure a tort & une association
fausse qui n’existe dans I'’échantillon que par le fait du hasard). Cependant, il est a noter que
ce résultat concorde globalement avec les études épidémiologiques dans la littérature, ce qui
apporte un argument en faveur de la plausibilité de I'association.

Les principales sources alimentaires des dioxines sont le poisson, les fruits de mer et
crustacés et le fromage. Le tiers des participants avec des apports en dioxine les plus élevés
(dernier tertile du score factoriel de 'ACP sur la famille « dioxines ») consommaient en
moyenne 87g de poisson, 33g de crustacés et 67g de fromage (analyses complémentaires
non montrées dans ce rapport). Il est difficile avec ce travail de faire le lien avec les
recommandations nationales pour la consommation de poisson (2 fois par semaine, dont 1
poisson gras, soit 500g par semaine en moyenne) car nous ne disposons pas de la fréquence
hebdomadaire de la consommation de poisson a partir du rappel des 24h.

On sait que le poisson a des bénéfices pour la santé cérébrale au travers des Omega-
3 notamment et que ces bénéfices peuvent étre compromis par I'exposition aux dioxines. Il
sera intéressant d’étudier le rapport entre les bénéfices et les risques de la consommation de
poisson dans la cohorte 3C.

L’étude alimentaire sur laquelle se basent nos données étant un unique rappel des 24h
peut amener des erreurs dans I'estimation des apports en nutriments et en contaminants, c’est
pourquoi ce résultat devra étre confirmé dans d’autres travaux, utilisant notamment des
biomarqueurs sanguins de contaminants.

Cette étude de I'association entre les contaminants alimentaires et le risque de démence
pourra étre complétée dans le cadre du projet FRM « Environnement santé » : Exposome
chimique et risque de démence, en collaboration avec I'IRSET a Rennes, dans lequel je
souhaite poursuivre sur un projet de thése a I'Université de Bordeaux, a l'issue de ce master
2.
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Introduction : La démence est la principale maladie cérébrale du vieillissement, recensant plus de 50 millions de cas aujourd’hui. Il
n’existe pas de traitement a cette maladie, la prévention est alors tres importante. C'est une maladie multifactorielle, avec des
facteurs de risque tels que I'age, le niveau de scolarité, mais aussi des facteurs environnementaux tels que I'lMC, la pollution, la
nutrition. Cependant, une part du risque environnemental reste inconnu. Nous nous intéressons ici plus particulierement aux
expositions environnementales en lien avec la démence. En effet, le cerveau est tres vulnérable aux facteurs de stress
environnementau, tels que les métaux ou les solvants. La principale source d’exposition a ces contaminants est I'alimentation.
Nous y sommes alors tous exposés, de facon quotidienne, a faible dose.

Méthodes : En croisant les données alimentaires issues d’une enquéte nutritionnelle de la cohorte des 3-Cités (1322 individus
suivis pour la démence) et les données de I’ANSES (teneur en contaminants dans les aliments) nous obtenons une base d’apports
individuels pour 1322 individus et 281 contaminants. Nous sommes en présence de données de survie (15 ans de suivi) et utilisons
les modeles de Cox afin d’étudier I'association des apports en contaminants avec le risque de démence. Des facteurs de confusion
identifiés dans la littérature sont pris en considération, et les p-valeurs sont corrigées a I'aide de la méthode du False Discovery
Rate.

Résultats/Conclusion : Les apports en dioxines ont été associés a un risque plus élevé de démence (p-valeur : 0.02, RR = 1.09
[1.01-1.16]), cependant celle-ci ne résiste pas a la correction pour les tests multiples (p-valeur corrigée : 0.20). Ce résultat est tout
de méme cohérent avec les hypothéses biologiques et les études épidémiologiques. Il sera a confirmer dans d’autres études.

Abstract (1600 caracteres maximum) :

Introduction : Dementia is the leading brain disease of aging, with more than 50 million cases today. There is no treatment for this
disease, so prevention is very important. It is a multifactorial disease, with risk factors such as age or low education level, also
environmental factors such as BMI, pollution, nutrition. However, a part of environmental risk remains unknown. We are particularly
interested in environmental exposures related to dementia. The brain is highly vulnerable to environmental stressors, such as metals
or solvents. The main source of exposure to these contaminants is food. We are all exposed to it, everyday, in low doses.
Methods : By crossing dietary data from the Three-City cohort nutritional suvey (1322 individuals followed for dementia) and ANSES
data (contaminants in food) We obtain a base of individual intakes for 1322 individuals and 281 contaminants. We have survival
data (15 years of follow-up) and use Cox models to study the association of contaminant intakes with the risk of dementia.
Confounding factors identified in the literature are considered, and p-values are corrected using the False Discovery Rate method.
Results/Conclusion: Dioxin intakes have been associated with a higher risk of dementia (p-value: 0.02, RR = 1.09 [1.01-1.16]),
however it does not withstand correction for multiple tests (p-value corrected: 0.20). This result is still consistent with biological
assumptions and epidemiological studies. It has to be confirmed in other studies.
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