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Résumeé

Résumeé

Le stress est une problématique actuelle trés importante aussi bien chez ’lhomme que
chez I'animal. Chaque individu, humain et animal, est confronté dans sa vie quotidienne a
des situations stressantes. L’exposition chronique entraine une modification
comportementale et immunitaire chez I’'hnomme et chez le rongeur. Expérimentalement,
cette modification est en fonction de l'intensité et du type de stress employé.

Nous visons par cette expérimentation a étudier les effets de I'exposition chronique au
stress de contention sur les I’axe Neuro-Immuno-Endocrinien chez un modéle animale.

L’étude a été menée sur des Hamster syriens, ces derniéres ont subi un stress
chronigue de contention (3h/jour/16jours). Des tests comportementaux ont été réalisés
apres le stress notamment le test du labyrinthe classique pour mesurer le degré de I'anxiété
, test des champs ouverts pour évaluer I'activité locomotrice , le test de reconnaissance des
objets pour mesurer la capacité mémoratif et le teste de reconnaissance olfactif pour
évaluer I'olfaction , ainsi des prélevements rétro-orbitaires ont été réalisé en vue d’étudier
les parametres biochimiques (glycémie, cholestérol et paramétres du stress oxydants),
hormonaux (ACTH) et la formule de numération sanguine (leucocytes totaux, globules
rouges, lymphocytes, granulocytes, monocytes et plaguettes). Les animaux ont été
décapitées pour la mesure du poids relatif des organes (Le cerveau et les surrénales).

Nos résultats ont montré chez les hamsters stressés une :
- Diminution du poids du cerveau et augmentation du poids de la glande surrénale.
- Perturbation du métabolisme énergétique (augmentation de la glycémie et du cholestérol)

-Augmentation de I'anxiété avec diminution de I'activité exploratrice évaluée dans les tests
du Labyrinthe classique et du champ ouvert.

-Déficience de la mémoire.
- Perturbation des parametres hématologiques et hormonaux
- Stress oxydatif cérébrale qui s’installe.

Mots clés : Stress de contention, cholestérol, ACTH, comportement, hamster, anxiété.



Abstract

Abstract

Stress is a very important issue today in bothhumans and animals. Everyindividual,
human and animal, isconfronted in hisdaily life withstressful situations. Chronicexposure
causes behavioral and immune modification in humans and rodents. Experimentally, this
change isbased on the intensity and type of stress used.

Weaim by thisexperiment to study the effects of chronicexposure to restraint stress on the
Neuro-Immuno-Endocrine axis in an animal model.

The studywasconducted on Syrian Hamsters, the latter sufferedchronic stress of contention
(3h / day / 16 days). Behavioral tests wereperformedafter the stress including the
classiclabyrinth test to measure the degree of anxiety, open field test to
assesslocomotoractivity, the object recognition test to measure the memory capacity and
the test of Olfactory recognition to evaluate the olfaction, thus retro-orbital sampleswere
made to study the biochemicalparameters (glycemia, cholestérol and oxydative stress
parameters), hormonal (ACTH) and the Blood count formula (WBC, GR , lymphocytes,
granulocytes, monocytes and platelets)

The animalsweredecapitated for the measurement of the relative weight of the organs (the
brain and the adrenals).

Our résulte showed in stressed hamsters:
- Decreasedbrainweight and increasedweight of the adrenal gland.
- Disturbance of energymetabolism (increase of bloodsugar and cholestérol)

-Anxietyincreasewithdecreasedexploratoryactivityassessed in the ClassicLabyrinth and Open
Field tests.

-Deficiency of memory.
- Disturbance of hematological and hormonal parameters
-Braine oxydative stress installes.

Keywords : Restraint stress, cholestérol, ACTH, behavior, hamster, anxiety.
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Introduction

Introduction

Le stress est une condition de réponse hautement individualisée de I’ organisme a des facteurs
externes et internes. C’est |’un des facteurs importants qui agissent sur une population
humaine dans tout les payés. Il induit une contrainte sur I'endurance émotionnelle et physique
qui a été considérée comme le facteur fondamental dans I'étiologie de nombreux troubles
psychiques et physiques (M oor e et Cunningham 2012 ; Stojanovich et Marisavlj evich,2008).

En réponse aux facteurs de stress, il se produit une série de changements comportementaux,
neurochimiques et immunologiques qui devraient servir dans une capacité d'adaptation.

L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) est un adaptateur endocrinien clé
contre les facteurs de stress et joue un role important dans la physiopathologie des maladies
psychiatriques liées au stress, telles que la dépression et les troubles anxieux (DeKloetet al.,
2005).

Le stress chronique induit une hyper activation de |I’axe Corticotrope (hypothalamo-
hypophyso-surrénalien) et de I’axe Sympathique ce qui induit une importante sécrétion de
catécholamine et de glucocorticoides au niveau central et périphérique qui est du au déficit
dans le rétrocontrdle négative exercés par les glucocorticoides sur les centres nerveux et les
différents tissus de I’organisme qui seraient a la base de I’apparition de nombreux
changements physiologiques et psychologiques, ces changements pathologiques se révelent
dans les jours, les semaines, voire les années qui suivent les événements stressants par une
dérégulation de I’axe du stress, des changements au niveau des régulations géniques, une
désensibilisation des récepteurs nucléaire s MRS et GRS. Qui ménent a des troubles
cardiaque, digestive, tumeur ,hypertension ....etc.

Le stress de contention est le type de stress le plus intense dans les modeles de rongeurs et
qu'il aun effet comparatif chez I’homme ; ce type de stress a été utilisé dans |a présente étude.

Il a éé démontré que I'exposition au stress de contention chronique chez le rat modifiait les

fonctions cognitives telles que I'apprentissage et la mémoire, ainsi que les performances
atérées dans le test de labyrinthe aquatique de Morris (Kazushige et al .,2000 ; Veneroet al.,
2002), ainsi que certains parametres comportementaux chez la souris, tels que les troubles
anxieux. Par ailleurs, certaines études ont montré que les fonctions de reproduction sont
supprimées dans diverses conditions de stress

Dans notre étude, nous avons opté pour une démarche expérimentale en se basant sur
I’hypothése du rdle central des glucocorticoides dans [’apparition des troubles
neurocomportementales et cognitifs en basant sur le recrutement des testesNeuro-
comportementaux, notamment le teste de labyrinthe classique pour mesurer le degré
d’anxiété, le teste de reconnaissance des objets (TRO) pour apprécier les capacités
meémoratives, le teste de reconnaissance olfactif pour évaluer la capacité de I’animale a
reconnaitre et a s’orienter vers les odeurs familiéres et le teste des champs ouverts pour
évaluer |’activité locomotrice chez un modé e animale le Hamster Syrien.

l1|Page
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En plus des investigations sur I’effet du stress de contention sur |’axe immuno-endocrinien
ont été évalué.
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Synthese bibliographique
1. Notion Généralesur le Stress

Le stress touche non seulement I’homme, mais aussi le monde animal et représenteun
probléme éthique et économique chez les animaux d’élevage. Une problématique importante
en élevage est celle du bien-étre animal. De nombreux concepts peuvent définir e bien-étre,
mais il se référe principalement a I’état psychologique subjectif d’un animal en relation avec
son environnement interne et externe (Fraser, 2005; Rushen, 2003). De maniere
schématique, le bien-étre animal peut se définir de 3 facons différentes : I’absence de
mortalité et de morbidité, |I’absence de stress ou la possibilité d’exprimer les comportements
naturels de I’espéce (Larreére, 2007). Le stress induit donc une diminution du bien-étre. Ainsi,
une mesure classique consiste a évaluer les marqueurs physiologiques de stress (M ormede
etal., 2007). Le maintien du bien-étre animal est une obligation réglementaire permettant de
respecter I’animal comme un étre sensible mais est également d’une utilité économique car
une baisse du hien-étre engendre souvent une baisse de la productivité en élevage (Veissier
etal ., 2007). La question du bien-étre animal et de I’absence de stress dans les élevages est

donc fondamentale.

1.1. Définition du stress

Le mot stress est aujourd’hui largement répandu et utilisé. Malgré I’universalité de ce terme,
la notion de stress reste subjective et il est difficile de décrire précisément ce qu’il est et d’en
donner une définition précise. Le stress est donc une notion complexe et bien qu’elle ait vu le
jour il y aplus de 100 ans, aucune définition n’est encore unanimement reconnue.

1.2. L’histoire du concept de stress

Hans Selye (1907-1982), endocrinologiste canadien d’origine austro-hongroise, est
Considéré comme le pére du concept de stress. Il introduit et popularise le stress en tant
gu’idée scientifique et médicale dans les années trente (Selye, 1936). Pour Selye, le stress est
un ensembl e de réponses physiologiques non spécifiques a des agents nocifs divers, destinées
a mobiliser les défenses de I’organisme pour maintenir ou rétablir un équilibre menacé. Il
décrit plus précisément cette réponse et la nhomme « syndrome d’adaptation généralisée »
(SGA). Le SGA est une succession de 3 phases (la phase d’alarme, la phase de résistance et la
phase d’épuisement) caractérisée par des changements mesurables au niveau de certains
organes et par des manifestations physiol ogiques quantifiabl es.

Bien que la définition énoncée par Selye soit toujours aujourd’hui largement répandue,
elle semble incompléte car elle ne corrobore pas toutes |es données expérimentales (Pacak et
Palkovits, 2001). De nouvelles définitions du concept de stress ont donc été élaborées au fil
des années et dans I’évolution de ce concept, I’aspect psychologique, les émotions mais

3|Page



Synthé se h Hi ograph que

également des facteurs environnementaux et génétiques ont été de plus en plus pris en
compte. Le concept de stress est devenu largement multidimensionnel, ce qui complique
I”élaboration d’une définition claire.

A actuellement, beaucoup d’opinions sur ce qu’est le stress et comment le définir et le
mesurer existent mais aucune définition n’est unanimement acceptée, Aujourd’hui, le stress
peut étre toutefois résumé comme une situation perturbée ou I’homéostasie est menacée. La
réponse adaptative vise & maintenir un équilibre et est influencée par des facteurs
psychologiques, génétiques et innés, I’expérience mais aussi |I’environnement et le style de
vie. Méme s’il est clair que la réponse de stress implique I’activation du systeme commun a
tous les agents stressants, elle ne semble pas exclusivement non spécifique comme |’avait
énonce Selye et chague stresseur induit également une réponse spécifigue (Chrousos et Gold,
1998).

1.3. Les Stresseurs

Pour bien définir le concept de stress, il est important de caractériser ce que le stress
n'est pas. Le stress n’est pas le stimulus déclenchant la réponse adaptative de I’organisme
c’est-a-dire le stresseur, et le stress est différent des conséquences qu’il peut entrainer comme
lamaladie, I’anxiété ou la dépression.

Un stresseur est défini comme un stimulus engendrant une réponse adaptative, le stress.
Dans toutes les définitions existantes du concept, |e stress est a distinguer du stresseur mais le
langage courant emploie généralement les 2 mots comme synonymes. Ainsi, on parle de stress
de froid, de stress de contention, de stress infectieux pour se référer au froid, a la contention
ou a I’infection induisant un stress. Bien que ces expressions soient acceptées et largement
employées, il faut garder al’esprit ladistinction entre les notions de stress et stresseur.

Les stresseurs sont divisés en 2 catégories, physiques et psychologiques (Sawchenko et al.,
2000; Dayaset al., 2001; Herman et al., 2003).

Les stresseurs physiques également appelés stresseurs systémiques représentent une
perturbation réelle et effective de I’homéostasie comme par exemple I’hypoxie, I’exercice
intense, I’hémorragie ou le froid. Les stresseurs psychologiques ou émotionnels reflétent une
menace prédite issue de prédispositions conditionnées basées sur la mémoire et les
expériences passées ou par des prédispositions innées spécifiques a chaque espece. Les
réponses sont générées au niveau central en |’absence de perturbations physiologiques réelles
et représentent une anticipation a la perturbation potentielle de I’homéostasie. Ces stresseurs
sont divers et spécifiques de chaque individu.
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Force perturbatrice ‘ harmonie balance équilibre _ force Agent nocifcontrebal ancent

et neutralisent
Hpméostasie

Stresseurs ‘ Homéostasie menacé _ repenses adaptatives

Stress
Figure1l: Del’équilibre (homéostasi€) au stresse
(Weiss, 1971a et b ; MacL ean, 1972).
1.3.1. Stressaigu et stress chronique

Dans les deux cas, laréponse de |I’organisme se fait au niveau physique, psychologique
et biologique. Elle est responsable de perturbations des différents métabolismes et de
I”équilibre biochimique.

1.3.2. Le stress chronique correspond a des agressions violentes ou modérées, mais répétées
et rapprochées dans le temps. Il entraine un épuisement psychologique et glandulaire
progressif responsable des maladies dites d’adaptation. La répétition de phénomeénes de stress
exige une adaptation fréquente et constitue a la longue une dose totale excessive dépassant le
seuil derésistance de I’individu (Boudarene et al., 1997).

1.4. Lestypesdestresse
Il existe 3 types de stress
1.4.1. Stress de Séparation

C’est le stress sous-jacent, Il se manifeste surtout au début et a la fin de la mission, en
principe, il diminue avec |I’adaptation.

1.4.2. Stresstraumatique (ex : contention )

Ce stress est secondaire a un événement violent. L’intégrité physique et psychique de la
personne est brutalement agressée ou menacée, ce type de stress n’engendre pas une
habituation.
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1.4.3. Stresse cumulatif

Dans ce type on observe une compassion fatigue, |I’épuisement émotionnel d’avoir trop
vécu dans la souffrance. Si le stress cumulatif n’est pas identifié, il peut conduire au
surmenage et a |’ épuisement professionnel. En raison de I’accumulation de plusieurs facteurs
de stress (I’environnement causant des frustrations) avec exposition prolongée a ces facteurs.
Dépassant le seuil de résistance de I’individu (Boudarene et al., 1997).

1.5. Physiologie du stress

Selye fut le premier a proposer une véritable théorie concernant le stress et ses effets sur
I’organisme. Il remarqua que des perturbations différentes provoquaient un certain nombre de
réponses similaires chez les animaux. D’apres lui, ces réponses constitueaient la base de ce
gu’il appelale Syndrome Général d’Adaptation (SGA) (Selye, 1956). Le SGA comprend trois
étapes. Une phase d’aarme ou phase initiale de la réponse, suivie par une phase de résistance
au cours de laguelle I’organisme essaie de S’adapter a la perturbation et de rétablir
I’homéostasie. Si I’organisme ne parvient pas a rétablir un équilibre, il entre dans une phase
d’épuisement, qui peut conduire a I’apparition de diverses pathologies ou a la mort (Selye,
1974).

1.6. Réponse au stress (syndrome général d’adaptation (SGA))

Sous le terme de “réponse au stress”, on désigne aujourd’hui un ensemble de réactions
Comportementales et physiologiques permettant de maintenir I’homéostasie de |’organisme
face a une situation défavorable (Chrousos et Gold, 1992). Les réactions comportementales
ont pour but de stimuler |’attention, lavigilance, voire I’agressivité de I’animal.

Les réactions physiologiques servent a rediriger I’énergie vers le systéme nerveux
central, certains muscles et les parties éventuellement 1ésées de I’organisme de fagon a
faciliter son adaptation. Au cours de la réponse au stress, on assiste notamment a une
augmentation de la fréquence cardiaque, de la fréquence respiratoire, de la pression sanguine,
delalipolyse, de la glycogénolyse et de la gluconéogenese de facon a augmenter les quantités
circulantes de substrats vitaux (oxygene et glucose notamment). Les fonctions physiologiques
qui ne sont pas immediatement nécessaires (croissance, reproduction, certaines fonctions
immunitaires) sont inhibées (Chrousos et Gold, 1992). La capacité d’un organisme a
S’adapter a une perturbation ne dépend pas uniquement de la rapidité et de I’efficacité avec
lesquelles il met en place une réponse de stress. Elle dépend aussi en grande partie de sa
capacité a générer une contre-réaction qui le protége d’une réponse au stress disproportionnée.
En absence de contre-réaction, la réponse au stress perd ses propriétés adaptatives et contribue
al’apparition de troubles pathol ogiques. Chez I’homme par exemple, une absence d’inhibition
de la réponse au stress peut engendrer une anxiété chronique, une dépression, des troubles
obsessionnels compulsifs ou une anorexie nerveuse (Chrousos et Gold, 1992).

La réponse de |'organisme au stresseur met en jeu le systeme nerveux central (SNC),Systéme
nerveux périphérigque (SNP) et systéme endocrinien (SE) qui prennent en charge les stress
selon trois phases (Boudarene et al., 1997) : Réception du stresseur par les organes sensoriels
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et leursinnervations afférentes ; Programmation de la réaction au stress au niveau du cortex et
du systeme limbique (SL) (amygdale, bulbe olfactif, hippocampe, septum, corps
mamillaire...). Le couple cortex/SL est un systeme d'analyse comparative utilisant comme
bangue de données des "souvenirs' issus d'expériences affectives et de |'apprentissage. Ainsi,
le cerveau compare la situation nouvelle (le stress) a des expériences passées afin d'éaborer
une réponse adaptée ; et enfin, déclenchement de la réponse de I'organisme via l'amygdale et
I'hippocampe qui agissent sur I'hypothalamus et la formation réticulée du tronc cérébral afin
d'activer le systéme nerveux orthosympathique (SNVOS) et le systeme endocrinien (SE)
(glandes surrénales). La formation réticulée déclenche plus particulierement la réaction
d'alarme dont |'amplitude est modulée par le SL.

Le SGA représente toutes |es modifications non spécifiques, c’est a dire indépendantes
du type de stresseur, qui se développent dans I’organisme et dans le temps au cours de
I’exposition continue a un stresseur. C’est la réponse apportée au facteur de stress. Elle se
traduit par un ensemble de modifications biologiques responsables des différentes
manifestations symptomatiques fonctionnelles et organiques (Selye, 1974).

Le SGA se déroule dans sa forme typique en trois phases : (une phase d’alarme ; une
phase de résistance et une phase d’épuisement). Nous présentons, ci-apres, les trois phases
citées précédemment. Elles s’expriment par une répercutions au niveau neurobiologique et
somatique, et au niveau comportemental et psychologique.

a. La phase d’alarme: C’est la réaction immédiate a un stress. Face a un stress, les humains
se sauvent ou combattent. A ce stade, I’énergie est mobilisée au dépend d’autres systémes,
comme le systeme immunitaire, ce qui nous rend vulnérable aux maladies

b.La phase de résistance: Si laréaction d’aarme persiste, le corps s’adapte. Mais ceci est
mauvai s pour notre santé puisque toute I’énergie est concentrée sur laréaction au stress

c. La phase d’épuisement : Ce dernier stade survient aprés une exposition prolongée au
stress. La résistance de notre corps face au stress diminue et finalement céde car le systeme
immunitaire devient déficient. Selon Hans Selye, les patients qui souffrent de stress depuis
longtemps peuvent succomber a des crises cardiaques ou a de sévéres infections en raison
d’une plus grande vulnérabilité aux maladies.

1.7. Les mécanismes du stress

Lors du stress, deux axes sont mobilisés pour permettre la réponse au stress: |’axe
corticotrope et axe sympathique.

Le contréle central du stress est situé dans I’hypothalamus et le tronc cérébral. Les
principaux acteurs de ce contréle central sont les neurones sécrétant du CRF et de la
vasopressine (AVP) localisés dans le noyau para ventriculaire de I’hypothalamus (PVN) et le
locus coeruleus (LC) associé a d’autres groupes de neurones a noradrénaline du tronc cérébral
formant le systéme LC/NA du systéme nerveux sympathique (Chrousos et Gold,1992 ;
Tsigos et Chrousos,2002). L’axe corticotrope et les efférences du systeme sympathique vers
la médullosurrénale représentent les 2 principaes branches effectrices périphériques
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permettant le contréle par le cerveau des différents organes durant |’exposition au stresseur
(Tsigoset Chrousos, 2002).

a. Axe corticotrope

Le CRF est le premier régulateur hypothalamique de I’axe corticotrope. Il est libéré
au niveau de I’éminence médiane dans le systéme porte hypophysaire par des terminaisons
nerveuses provenant de la zone parvocellulaire du PVN de I’hypothalamus suite a une
stimulation du PVN par d’autres structures. Il agit sur les cellules corticotropes de
I”hypophyse antérieure pour stimuler lalibération d’ACTH dans la circulation générale. Suite
asalibération par I’hypophyse, I’ACTH stimule la corticosurrénale permettant la libération de
glucocorticoides. Les glucocorticoides sont les effecteurs finaux de I’axe corticotrope et
jouent un réle majeur dans la réponse adaptative du stress (Sapolsky et al., 2000). lls sont
également d’une importance fondamentale dans I’arrét de la réponse de stress car ils exercent
un rétrocontréle négatif sur I’hypothalamus et |”’hypophyse permettant d’inhiber |a libération
de CRF et d’ACTH.

L’activité de I’axe corticotrope est importante aussi bien en conditions non stressantes
gu’en conditions stressantes. Ainsi, en conditions non stressantes, le CRF et I’AVP sont
secrétés de maniéere pulsatile et synchronisée dans le systéme porte hypophysaire suivant un
rythme circadien (Charmandari et al., 2005). Ce rythme est controlé par les noyaux
suprachiasmatiques de I’hypothalamus antérieur qui représentent le siege de la régulation des
rythmes de nombreux comportements et processus physiologiques (Saper et al., 2005).

L augmentation de I’amplitude et de la fréguence des sécrétions pulsatiles durant les
premiéres heures de la phase d’activité (le matin pour les espéces diurnes comme I’homme, le
début de la nuit pour les especes nocturnes comme le rat) entraine une augmentation de la
secrétion d’ACTH et de glucocorticoides (Gudmundsson et Carnes, 1997 ; Lightman et al.,
2008). Ainsi, les glucocorticoides sont secrétés suivant un rythme précis au cours de la
journée. Ce rythme permet de coordonner les événements circadiens comme les phases de
glucocorticoides sont sécrétés suivant un rythme précis au cours de la journée. Ce rythme
permet de coordonner les événements circadiens .
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Figure 2. Activation de |”axe corticotrope suite au stress.

b. Axe sympathique
-Activation du systeme L C/NA

Le locus coeruleus (LC), situé dans le pont du tronc cérébral, est le plus important noyau
noradrénergique (A6) du systeme nerveux central. Avec les noyaux noradrénergiques Al et
A2 respectivement situés dans la formation réticulée ventrolatéral du bulbe rachidien, le LC
congtitue le systéme LC/NA (Carrasco et Van de Kar, 2003 ; Itoi, 2008). Les neurones du
systéme LC/NA possedent des projections entre eux et vers le systeme limbique,
I”hypothalamus, |e tronc cérébral et la moelle épiniere notamment (Itoi et Sugimoto,2010). I
semble que ce systéme contribue ala majorité de la noradrénaline présente dans le cerveau car
la noradrénaine plasmatique est hydrosoluble et ne peut pas traverser la barriére
hématoencéphalique (Habib et al., 2001).

Lors du stress, les informations d’ordre émotionnel ou physique sont intégrées par les
Structures appropriées (amygdale et hippocampe ou noyau parabrachial du tronc cérébral par
exemple) et peuvent réguler directement le systéme LC/NA, engendrant une libération
massive et tres rapide de noradrénaline au niveau central. Le systeme LC/NA recoit des fibres
nerveuses de neurones CRF du PVN de I’hypothalamus et innerve réciproquement le PVN
avec des fibres nerveuses noradrénergiques. L’activation du PVN par le stress entraine alors
une stimulation du systeme LC/NA gréce alafixation du CRF sur des récepteurs du type 1.
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Cette stimulation est réciproque car la libération de noradrénaline active le PVN via des
récepteurs al- noradrénergiques (Kiss et Aguilera, 2000 ; Charmandari et al., 2005 ; Dunn
et Swiergiel,2008). Comme pour les neurones CRF, les neurones noradrénergiques sont
influencés par d’autres systemes centraux. Les systemes GABAergiques et opioides I’ inhibent
alors que les systémes sérotoninergiques et cholinergiques le stimulent (Szafarczyk et al.,
1993; Kyrou et Tsigos, 2009).

Medulosurrenales

J" | o Vo

Figure 3. Activation de I’axe sympathique lors du stress (K alvez, 2010).

1.8. Lerbledu stress, ses effetsaigus et chroniques

Chez I’homme comme chez I’animal, le stress a un réle bénéfique a court terme, mais
I”’exposition along terme a des conséquences néfastes sur |’organisme.

1.8.1. Effetsdu stressa court terme (stress aigue): uneréponse adaptative bénéfique

L activation aigué des systemes de stress méne a un ensemble de changements
comportementaux et physiques définis comme le syndrome de stress (Chrousos et Gold,
1992). Ces changements sont adaptatifs et normalement limités dans le temps car ils ont pour
but d’optimiser les chances de survie d’un individu en mobilisant ses forces physiques et
mentales. |ls sont modulés par les médiateurs du stress que sont des neuropeptides et
hormones régulateurs de |’homéostasi e secrétés par I’ axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(que I’on appellera axe Corticotrope) et le systeme nerveux sympathigque associé aux glandes
médullosurrénales: la corticolibérine (CRF), I’hormone adrénocorticotrope (ACTH), les
glucocorticoides et |les catécholamines.

Les principales adaptations comportementales incluent un éat d’éveil, d’aderte, de
vigilance et des capacités cognitives accrues combinés avec une attention focalisée, une

10| Page



Synthé se h Hi ograph que

analgésie augmentée et une inhibition de comportements liés aux fonctions végétatives
concurrentes comme |’alimentation et |a reproduction. Ces adaptations sont permises par une
facilitation ou une inhibition au niveau central de voies nerveuses modulant ces fonctions. En
paraléle, des adaptations physiques permettent de promouvoir en périphérie une redirection
adaptative de I’énergie. L’oxygene et les nutriments sont sélectivement dirigés versle systeme
nerveux central et les sites de I’ organisme impliqués dans la réponse de stress comme le coaur
ou les muscles, ou le besoin est transitoirement augmenté. Cette redirection de I’énergie se
fait grace a la modification du tonus cardiovasculaire menant a |I’augmentation du rythme
cardiaque et de lapression artérielle, ainsi qu’al’augmentation du rythme respiratoire.

L augmentation du métabolisme intermédiaire (glycolyse, néoglucogenése, lipolyse)
permet de promouvoir la disponibilité des substrats vitaux. En corollaire, les fonctions
consommant de |’énergie comme la digestion, la croissance, I’immunité sont temporairement
supprimées permettant une utilisation optimale de I’énergie. Le succes de ces adaptations tient
non seulement a la rapidité de mise en place de celles-ci mais également a la capacité de
I’organisme a contenir la réponse de stress en quantité et dans le temps. Ainsi, tous les
éléments de la réponse de stress sont contre-régulés et les fonctions de détoxification au
niveau cellulaire sont activées pour éiminer de |I’organisme les métabolites produits durant la
réponse adaptative. Bien que les réponses adaptatives face aux agents stressants soient
bénéfiques a court terme, elles peuvent engendrer des manifestations désagréables (Chrousos,
2009). En effet, il est fréquent que ces réponses entrainent des manifestations allergiques, des
migraines, des épisodes d’hypertension, des douleurs abdominales, des indigestions, des
diarrhées ou des constipations. Malgré ces manifestations possiblement génantes, |a réponse
de I’organisme a un stresseur est positive a court terme car elle maximise la survie de
I’organisme. Toutefois, la capacité a limiter quantitativement et dans le temps ces réponses
adaptatives est également cruciale pour la survie de I’individu. Si les processus de régulation
de la réponse de stress échouent ou s I’exposition aux agents stressants est répétée trop
fréguemment les changements adaptatifs peuvent devenir chroniquement excessifs et les
effets cataboliques, anti-reproductifs, anti-croissance et immunosuppresseurs contribuent au
dével oppement d’effets néfastes et de pathol ogies.

1.8.2. Effetsdu stress a long terme (stress chronique): Les maladies de I’adaptation

C’est par ces changements pathol ogiques appel és maladies de |’adaptation que Selye a
commencé a étudier le stress (Selye, 1998). L’hyperactivation des systemes de stress est
impliguée dans un grand nombre de problemes de santé chez I’homme. Comme (Chrousos et
Gold, 1992) I’expliquent, le stress a une composante non spécifique et les réponses mal
adaptées donc inappropriées peuvent étre considérées comme des stresseurs alimentant alors
un cercle vicieux. Il est aors difficile de distinguer la cause et I’effet d’une hyperactivation
des systémes de stress. Ainsi, on retrouve une hyperactivité des systémes de stress dans des
situations aussi diverses que le stress chronique, la dépression, |’anorexie nerveuse, les
troubles obsessionnels compulsifs, les troubles paniques, I’alcoolisme, I’addiction aux
narcotiques, |le diabéte du type 2, le syndrome métabolique ou |’obésité viscérale (Chrousos,
2009) sans pouvoir dissocier les causes du stress de leurs conségquences. Les conseguences
d’une hyper activation des systemes de stress sont physiques et comportementales et ont des
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manifestations physiologiques, comportementales et neuropsychiatriques. Il existe un grand
nombre de pathologies et manifestations liées a cette hyperactivation. Elles sont en fonction
de facteurs exogenes et endogénes comme des facteurs génétiques ou environnementaux,
I’état de santé des individus, leur période de développement, leur mode de vie, leur
alimentation, etc. (Chrousos, 2009).

1.9. Modulation des systemes de stress en cas de stress chronique

L’exposition & un stress chronique entraine une atération des structures et des fonctions
des régions du cerveau impliquées dans le contréle de I’axe corticotrope et du systeme
nerveux autonome. Le stress chronique induit des modifications structurelles au niveau de
I”hippocampe et du cortex préfrontal (Magarinos et Mcewen, 1995 ; Radley et al., 2008).
Au niveau du PV N, une augmentation de I’expression de CRF et d’AVP et une diminution de
I”’expression des GR sont mises en évidence (Herman et al. 1995; Makino etal., 1995) ainsi
gu’une altération de nombreux autres récepteurs (Cullinan, 2000;Ziegler etal.,2005). Des
changements neurochimiques sont également démontrés dans de nombreuses voies de
signalisation projetant vers le PVN, notamment une augmentation des niveaux de
neurotransmetteurs GABA dans |’hypothalamus et le noyau du lit de la strie terminae
(Bowers et al., 1998). Ces changements sont a I’origine des effets déléteres du stress
chronique. Pour connaitre les mécanismes impliqués dans la réponse adaptative du stress, de
nombreux modéles de stress ont été étudiés. En effet, un des objectifs de I’éude du stress est
de connaitre les mécanismes sous-jacents a I’activation des différents systémes impliqués et
les effets du stress sur ces mécanismes dans différentes situations métaboliques ou conditions
environnementales. Connaitre précisément ces mécanismes et leur modulation permet de
mettre en place des programmes de lutte contre I’impact négatif qu’a actuellement le stress
Sur notre soci été.

1.10. Conséquences Pathologiques d’un stress chronique

Depuis les travaux pionniers de Selyé, de nombreuses éudes, dans divers modeles
animaux, ont montré qu’un stress chronique était capable d’entrainer des modifications
complexes susceptibles de conduire a des pathologies chroniques tels que :

a. Lestroubles mentales: Les données épidémiologiques montrent qu’il existe un lien entre
des situations de stress chronique et des atérations de la santé mentale : burnout(Ahola et al.,
2006 ; Twellaar et al., 2008), troubles de I’humeur (anxiété, dépression) (Godin et al., 2005 ;
Melchior et al., 2007 ; Netterstrem et al., 2008 ; Bonde, 2008 ; Siegrist, 2008), troubles du
sommeil (Akerstedt, 2006; Armon et al., 2008), troubles des comportements
consommatoires (toxicomanies, alcool) (Head et al., 2004 ; Siegrist et Rodel, 2006). Des
anomalies circadiennes telles des avances de phase du rythme de cortisol et des réductions de
I’amplitude des rythmes sont également évoquées comme un des liens possibles reliant stress
chronique et dépression (Souétre et al., 198 ; Keller et al., 2006 ; Wirtz-Justice, 200).

b.LesMaladies métaboliques et affections cardiovasculaires: Les liens entre maladies
cardiovasculaires et éat de stress chronique (appréhendé principalement par les modéles de
job strain de Karasek et ERI (Effort-Reward Imbalance) de Siegrist ont fait I’objet de
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nombreuses études épidémiologiques et sont aujourd’hui bien établis (Belkic et al., 2004).
Les résultats épidémiol ogiques récents montrent également que le stress chronique est associé
a une augmentation de I’incidence de I’obésité viscérale et du syndrome métabolique
(Chandola et al., 2006). C’est a nouveau beaucoup moins clair pour les mécanismes
physiopathol ogiques. En cas de stress chronique, les troubles métaboliques occasionnés par la
réponse neuroendocrinienne vont agir de concert pour conduire a I’expression clinique d’un
certain nombre de comorbidités associant obésité viscérale, hypertension artérielle (HTA),
dyslipidémie et dysfonction endothéliale qui sont les composants du syndrome métabolique et
font lelit de I’athérosclérose.

Evoguée en 2002 par |’étude transversale de (Brunner et al., 2002), |a premiére évidence
scientifiqgue que le stress chronique au travail, via I’hyperactivité de I’axe corticotrope et
I”’hypersécrétion de catécholamines, pouvait induire un syndrome métabolique a été apportée
par les travaux de (Chandola et al.,2006 ). Le syndrome métabolique est un facteur de risque
de diabéte de type2, de maadies cardiovasculaires et d’accidents vasculaires cérébraux
(Chandola et al., 2006).

c.Cancer: Aujourd’hui, il existe des études suggérant que les changements physiologiques
associés au stress chronique pourraient jouer un réle dans le déclenchement et |a progression
des tumeurs (Kiecolt-Glaser et Glaser, 1999; Chida et al., 2008). Les arguments
scientifiques en faveur d’un réle du stress dans I’étiologie des cancers sont cependant
controversés. De nombreux biais méthodologiques sont relevés dans les études
épidémiologiques, expliquant des résultats souvent inconsistants voire contradictoires (Reiche
etal., 2004 ; Schraub et al ., 2009 ; Lopez et al., 2010).

d.Immunité: Les stresseurs psychosociaux affectent la circulation et |’activité des cellules du
systéme immunitaire a travers lalibération de médiateurs neuroendocriniens et via des actions
neurales directes du systéme sympathique, parasympathique et peptidergique. Les voies
neuronales majeures, a partir desquelles le stress peut affecter les fonctions immunitaires
périphériques, sont I’axe néocortico-sympathique, I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
et la voie tronc cérébra - nerf vague - acétylcholine induisant la libération des médiateurs
majeurs: noradrénaline, cortisol et acétylcholine. Ces hormones et neurotransmetteurs
peuvent moduler les processus inflammatoires dans les maladies auto-immunes telles que
I”arthrite rhumatoide, la sclérose en plague ou les pathologies de la peau, ainsi gu’affecter la
réponse immunitaire lors d’infection et influencer le développement et la progression de
tumeur (Kemeny et Schedlowski, 2007).

Plusieurs études ont montré I’influence du stress sur la progression du virus VIH par la
perte plus rapide de cellules T CD4. Des études chez le macaque ont appuyé ces données
montrant que des stresseurs sociaux telles que des séparations ou des changements de
logement de macaques inoculés avec le virus de I’immunodéficience simienne (VI1S)
accéléraient la progression de la maadie et les atérations immunes associées. La
noradrénaline, plutdét que le cortisol, semble impliquée dans ce processus en stimulant la
réplication du virus VIH (Miller et al., 2009). Des interventions psychol ogiques de gestion du
stress chez des patients séropositifs ont résulté par exemple, en une réduction des titres
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d’anticorps contre des virus de I’herpes (EBV pour Epstein-Barr Virus, HSV-2 pour Herpes
Smplex Virus 2) ainsi que des humeurs dépressives (Carrico et Antoni, 2008).

e. Stress oxydant : Le stress chronique est associé a une surproduction d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) (Mariola et al.,2017), plusieurs études ont é&é démontés que le stress
chronique est liés au stress oxydatif. La principale source de formation de ROS est |'échec
mitochondrial, c'est-a-dire associé ala neurodégénérescence (Ballatori et al., 2009) Dans les
troubles dépressifs liés au stress, la taux de conversion de I'oxygene en ROS peut augmenter
et peut entrainer un dysfonctionnement métabolique grave et oxydatif dommages aux lipides
membranaires subcellulaires et cellulaires et des enzymes
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Matériel et méthodes
1. Materid biologique
1.1 Animaux d’élevage

Notre matériel biologique de base est le Hamster doré ou syrien (Mesocricetus aura tus),
provenant de I'Institut Pasteur d'Alger. A leur arrivée, au début de I'expérimentation, ils
pesaient enmoyenne 100 grammes.

Conditions d'élevage

Les hamsters sont élevés dans des cages en polyéthyléne. Lallitiére, composée de copeaux de
bois, est changée tous les deux jours. IIs sont acclimatés dans des conditions standardisées de
I’animalerie, de température 18 a 21°C et d'hygrométrie de 50 a 70 %. La nourriture apportée
aux animaux est composée de mais, carotte , d'orge .Quant a I'eau de boisson, elle est servie
dans des biberons.

1.2 L otissement des animaux
Aprés une période d'adaptation de 15 jours, 10 hamsters sont divisés en 2 lots expérimentaux :

- Lapremier lot Témoin : composé de 5 hamsters qui regoivent uniquement de |I’eau de
boisson et nutriment.

- Ladeuxieme lot stressés: composé d’un effectif de 5 hamsters subissent un stress de
contention (3h/j) pendant 16 jours successives .

Figure 4 : les animaux d’expérimentation. (Photos personnel)
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1-3-Protocole
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Figureb : illustration schématique de |'expérimentation
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2. Méhodes
2.1. Application du stress de contention (Bardinet al., 2009)

Le modéle du stress de contention que nous utilisons dans notre laboratoire est celui de
(Bardinet al.,2009). Il consiste aintroduire le rat dans une bouteille cylindrique en plastique,
de sorte que I’animal ne puisse bouger c'est-a-dire impuissant a se retourner sur place et
capable de respirer sans difficulté.

Apres I’application du stress de contention, toutes les hamsters ont été ramenées dans leurs
cages d’élevage et leurs poids est mesurés al’aide d’une balance (Alston).

Figure 6. Procédure du stress de contention

2.2. Etude comportementale

Cette étude est disponible dans notre laboratoire ayant pour but évalué I’effet de stress de
contention sur I’activité locomotrice, sur I’état de I’anxiété, I’olfaction, la capacité de
meémorisation et plusieurs tests ont été éaborés tels que: test d’Open Field (OF), test de
labyrinthe classiques et test de reconnaissance des objets (TRO). Ces tests réalisés au 13°™
jour du stress de contention.

2.2.1. Test du champ ouvert (Open Field) (Hall, 1934)

Le test de I’Open Field, initialement décrit par Hall en (1934), a été développé dans le but
de mesurer les différences de réactivité émotionnelle chez le rat.

Le dispositif est une enceinte carrée fabriquée en plexiglas de 70cm de coté avec des parois
latérales de 40 cm de haut. Le plancher de ce dispositif est divisé en deux parties de méme
superficie, une partie périphérique et une autre centrale.
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Donc, un animal anxieux évité le centre du terrain qui est ouvert et reste au périphérique, bien
sur en mesure le nombre d'entrées dans la partie centrale, le temps dimmobilité et la distance
totale parcourue sont enregistrés

Le test de champ ouvert est réaisé pendant 10 min et I'animal est placé au centre du
dispositif. Son déplacement permet de mesurer le nombre de carrés traversés ainsi que le
temps passé dans chaque zone. De ce fait, ce test indique l'activité locomotrice et le
comportement anxieux respectivement. Ce dernier est d’autant plus prononce quand I’animale
passe plus de temps dans la zone périphérique. Quant a la zone centrale, son exploration
représente un signe de moindre anxiété.

40 cm

e ;D‘
P 7 I e —

-+ L

70 cm

Figure7 : Etude de|’activité locomotrice
2.2.2. Test delabyrinthe classique (Gasmi, 2017)

Pour éucider le comportement de mémorisation et d’apprentissage en cas de I'animal
stressé, nous avons procédé a la réalisation d’une expé&imentation d’anxiété (test de
labyrinthe classique). Ce test est réalisé dans une enceinte de forme carré (120x120x35 cm) en
pastique comportant plusieurs passages en labyrinthe de taille identique (25x35 cm) de
longueur variable selon le croisement, comportant aussi une zone de départ et une autre
d’arrivée . Le principe du test repose sur le fait qu'un animal qui explore plus de temps les
coins ou les places de dépdt initial, est considéré comme anxieux. La durée du test est de
20min, et entre chaque le labyrinthe est nettoyé avec de |’éthanol 10% .
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Figure 8 : Lesinstruments du test de labyrinthe classique(Gasmi, 2017)

2.2.3. Testder econnaissancedesobj ets (TRO)

Le test de reconnaissance des objets permet d’éudier la mémoire déclarative chez les
rongeures. Cette tache évalue la capacité de la souris a reconnaitre un nouvel objet par rapport
a un objet familier dans unenvironnement connu (tendance naturelle des rongeur a explore
préférentiellement un nouvel éément) (David et al.,2011).ce test est réalisé dans une boite
(40*40cm) ou sont déposé deux objets identique .les souris sont laissées explore 10 min.
Apres 2min de rétention .I’animal est replacé dans I’enceinte pendant 5min pour explorer a
nouveau les objets dont I’un a été remplacé. (Entre chaque on nettoie lal’quarrions avec
I'éthanol 10%.)

Figure 9 : éude de la mémorisation (test TRO)
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2.3. Prélévements
2.3.1. Prdévement sanguin

Les préévements sanguins se font par ponction rétro orbitaire a I’aide des tubes
hématocrites au 17°™ jours d’expérimentation pour les deux lots.le sang est immédiatement
recueilli dans deux tubes étiquétes, I’un sec et I’autre contient I”’héparine comme anticoagulant

-Les tubes héparines serviront pour la détermination de la formule de numération sanguine
(FNS).

-Les tubes secs sont centrifuges a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les serums récupéres

dans les tubes eppendorfserviront a la détermination des parametres biochimiques
(cholestérol)

2.3.2. Prédévement des organes

A I’issue de la période expérimental e, les animaux sont sacrifies par décapitation le cerveau et
les surrénales ont été préleves rapidement et rincer dans le tampon de lavage a froid (NaCl
9%), Puis séchés a basse température (4°C) par un papier semi absorbant et peses a |I’aide
d’une balance de précision (SCALTEC SBC51) .

Le poids relatif des organes est calculé selon laformule :

Poidsrelatif (g /100gPV) = (Poids de |I’organe/Poids corporel individuel) x100

Figure 10 : Prélévement sanguin et des organes(Photos personnel)
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2.4. Réalisé du dosage des paramétres biologiques
2.4.1. Dosage des parametr es hématologiques

La formule de numération sanguine (FNS) a été réalisée par automate compteur de type
(d’Abacus 380) a 19 paramétres .Le tube du sang tota avec I’héparine ou EDTA
(anticoagulant) est place dans I’automate ; et la mesure de la FNS commence. Les résultats
s’affichent automatiquement sur I’écran, et sont ensuite imprimes. Les parameétres détermines
sont : globule rouge (GR), globule blanc (GB), hémoglobine (Hb), hématocrite (HT),
plaguettes (PLT), lymphocytes (LY), monocytes (MO), volume globulaire moyen des
hématies (VGM) et la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH).
Concernant la méthémoglobine, le dosage a été réalisé au niveau du laboratoire e Amal
(Tébessa) suivant laméthode d’Evelyne et Malloy (1938).

Figure 11 : Un automate d’Abacus 380 a 19 paramétres

2.4.2. Dosage des parametr es biochimiques
2.4.2.1. Mesuredela glycémie

Principe : le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucometre qui utilise des
bandelettes réactives. Ces derniéres sont destinées a un usage diagnostic in vitro (externe)
pour le test de la glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le sang total
capillaire. La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le
glucose dans le sang et qui produit de I’acide D-gluconique et du peroxyde d’hydrogene.

Mode opératoire

- Lelecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandel ette
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Réactive Accu-Chek (dans le sens des fleches et jusqu’ala butée).

-Le symbole d’une goutte clignote.

-Deposer la goutte de sang sur la zone de dépbt orange de la bandel ette. Le résultat
s’affiche en 5 secondes. La glycémie est donnée en g/dl.

2.4.2.2. Mesure du choléstérol

Ceci a éé estimé en utilisant la méthode de (Fredrickson et al., 1967). En principe, la
méthode implique les réactions suivantes :

Cholestérol esters+ H20  cholestérol estérasecholestérol + fattyacids .

Cholésterol +H20  cholestérol Oxydasechol esternone +H20 .

H202+4-Aminoantipyrine + 3,5 Dichlorophenol  peroxydase colouredquinonic
Dervatives +4H20. g

Un kit dga préparé (Quinicaclinicaapplicada) a éé utilisé. Le contenu comprenait de la
cholestérol oxydase, de la cholestérol estérase, de la peroxydase, des stabilisants non réactifs,
du tampon phosphate, du phénol, du 2,5-dichlorophénol et du 4-aminoantipyrone. Le stockage
était 228 ° C, al'abri delalumiére. Trois éprouvettes 1, 2, 3 ont été utilisées et le contenu des
éprouvettes de texte produites a été

Blank | Sample (M's) Standard (m/s)
1 2 3
Sample (m/s) - 0.02 -
Standard (m/s) - - 0.02
Working reagent (m/s) 2.00 2.00 2.00

Le contenu de chague mélange a été bien mélangé et incubé pendant 15 mina37° Cetlua
une longueur d'onde de 546 nm. Lateneur en cholestérol (mg/ dl) a é&é cal culée comme suit :

I:]Dsamplna

% 200 =mg of cholesterol / dl serum
ODstandard

Les unitésen mg/ dl peuvent étre converties en mmol / litre en les multipliant par 0,0259.
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2.4.2.3. Mesurede’ACTH plasmatique

L’ACTH (hormone corticotrope) ou corticotrophine est une hormone composée d'un
Peptide de 39 acides aminés (PM = 4500) secrétée par la glande pituitaire pour réguler la
production d’hormones stéroides par le cortex surréna. La sécrétion dACTH par
I”antéhypophyse est déterminée alafois par un mécanisme de rétrocontréle négatif Classique
et un systéme de contrdle induit par le stress au niveau du systeme nerveux centrall. Divers
types de stress ou de douleur percus dans des parties supérieures duCerveau modulent la
sécrétion de I'hormone neurosécrétoire de I'hypothalamus, lacorticolibérine ou CRH, un
peptide de 41 acides aminés. La CRH stimule la sécrétionD’ ACTH pituitaire qui est régulée
également par un deuxieme peptide, la vasopressing(AVP). :

Principe

Le dosage immunologique de I ACTH ce fat par le test ELISA [Enzyme-
LinkedimmunoSorbentAssay] a deux sites (« en sandwich »), servant a mesurer la
chained'ACTH biologiguement active, constituée de 39 acides aminés. Un anticorpspoly
clonal de chevre anti-ACTH humaine, purifié par chromatographie d'affinité et unAnticorps
monoclonal de souris anti-ACTH humaine sont appliqués spécifiquement aDes régions bien
définies de la molécule dACTH. Un des anticorps, biotinylé, estPréparé pour se lier
uniquement a la séquence 34 a 39 de I'ACTH dans le fragment Cterminal.L'autre anticorps est
préparé pour se lier uniquement a la section 1 a 24 del'’ACTH dans les fragments N-terminal
et région centrale et est marqué ala peroxydasede raifort (HRP) pour la détection.

Dans ce dosage, les éadons, les contrbles ou les échantillons des patients ont
étéSimultanément incubés avec |'anticorps marqué a I’enzyme et avec un anticorps coupléala
biotine dans un puits & microplaques recouvert de streptavidine. A la fin del ’incubation, les
composants libres sont retirés du puits par lavage et I'enzyme liée a laPhase solide est incubée
avec le substrat, le tétraméthylbenzidine (TMB). On gjouteAlors une solution bloguante acide
pour arréter la réaction dont la couleur devientJaune. L'intensité de la couleur jaune est
directement proportionnelle & la concentrationen ACTH dans I'échantillon. A I'aide des
résultats fournis par les étalons, on crée uneCourbe dose-réponse indiquant I'unité
d'absorbance en fonction de la concentration.Les concentrations dACTH présentes dans les
controles et les échantillons des patientsSont directement déterminées a partir de cette courbe.
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Procédure de dosage
DOSAGE

1. Placer un nombre suffisant de bandelettes recouvertes de streptavidinedans un support
pour tester tous les six (6) é&alons dACTH, les éalons A aF dACTH (la concentration exacte
est indiquée sur I'étiquette de la fiole), le plasma de contréle qualité et les échantillons de
patients.

2. Pipeter 200 pld'échantillon dans le puits approprié. Congeler (a -20 °C) les étalons et
controles restants des que possible apres emploi.

3. Ajouter ou administrer 25 plde Réactif 1 (anticorps biotinyl€) dans chaque puits contenant
['échantillon.

4. Ajouter ou administrer 25 pL de Réactif 2 (anticorps marqué a I’enzyme) dans chacun des
mémes puits. Recouvrir la plague ou les plagues d'une feuille d'aluminium ou avec un plateau
afin d'éviter I'exposition alalumiere. La (ou les) placer sur un agitateur orbital ou rotateur
réglé a170 + 10 tr/min pendant 4

heur es+ 30 minutes atempérature ambiante (22 °C-28 °C).

5. Agpirer tout le fluide, puis laver ou aspirer chaque puits cing (5) fois avec la solution de
lavage active (préparée avec le Réactif A) dans un laveur de microplaques automatique. Il est
recommandé de limiter le volume de solution de lavage a verser dans chaque puits a 0,35 ml.

6. Ajouter ou administrer 150 plde réactif B ELISA (substrat TMB) dans chacun
des puits.

7. Aprés avoir recouvert la plague ou les plaques afin d'éviter I'exposition alalumiére, la (ou
les) placer sur un agitateur orbitalréglé a 170 = 10 tr/min pendant 30 + 5 minutes a
température ambiante (22 °C-28 °C).

8. Ajouter ou administrer 100 plde solution bloquante dans chacun des puits. Mélanger
délicatement.

9. Lire I'absorbance de la solution dans les puits au bout de 10 minutes avec un lecteur de
microplaques réglé a 450 nm par rapport a 250 ul d'eau distillée ou déminéralisée.

La mesure des résultats se fait a I'aide d'un lecteur ELISA TECAN Magelan muni d'un
logiciel informatique qui calcul automatiquement la gamme étalon et donne directement la
valeur de latestostérone al'unité désirée.
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2.4.3. Dosage des parametres du stress oxydant
2.4.3.1. Mesure du malone-dialdehyde (MDA)
Principe

le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de |'attaque
des lipides polyinsaturés par des especes réactives de I'oxygene générées par certains
contaminants. Dans notre é&ude, les taux du MDA de cerveau a été évalués selon la méthode
d’Ohkawaet al (1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C)
entre le MDA et I’acide Thio barbiturique (TBA) d’un pigment colore absorbant a 530 nm,
extractible par les solvants organiques comme | e butanol.

Préparation de I’homogénat : 500 mg du cerveau des deux lots sont broyés a froid a I’aide
d’un homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une solution de tampon phosphate (0,1
M, pH 7.4) pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire

__ Prélever 0,5 ml del'hnomogénat.

__ Ajouter 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.

__Ajouter 1 ml d’acide Thio barbiturique (TBA) 0,67 %.

_ Méanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C durant 15 min.
__ Refroidir et additionner 4 ml de n-butanol.

_ Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

_Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.

Calcul de la concentration du MDA : la quantité du MDA dans I’échantillon est exprimeée
en nmol/gramme de tissu (foie ou reins). Elle est obtenue gréce a une courbe standard réalisée
avec du 1,1’,3,3’-tetraethoxypropane faite dans les mémes conditions (figure 13).
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¥=0,0046x+ 0,0141
R* = 0,9991

0.9

0 S0 100 150 200 250
MDA nM/L

Figure 12: Courbe standard pour le calcul d’MDA

Figure 13 : dosage de MDA

2.4.3.2. Mesure du Glutathion réduit (GSH)

Principe : le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de (Wekbeker et Cory,
1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de |'absorbance optique de I'acide 2-
nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela
une deproteinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder unigquement les
groupements thiol spécifiques du glutathion.

M ode opératoire

__ Prélever 0,8 ml del’homogénat.

_ Deproteiniser en gjoutant 0,2 ml d'une solution d'acide sulfosalicylique 0,25 %.
_ Agiter le mélange et lai sser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

_ Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.
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_ Prélever 0,5 ml du surnagent.

__Ajouter 1 ml du tampon Tris+ EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.

__ Méanger et gjouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu).
_ Laisser pendant 5 min atempérature ambiante pour la stabilisation de la couleur
Qui se dével oppe instantanément.

_ Lireles densités optiques a 412 nm contre le blanc.

Calcul : laconcentration du glutathion est obtenue par la formule suivante

L[GBH] (nM GSH /mg protide) = (DO = 1 % 1,525) / (13100 » 0,& % 0,5 x mg protide)

—

DO: Density optique a412 nm.

1: Volumetotal des solutions utilisées dans la deproteinisation (0,8 ml
homogénat + 0,2 ml SSA).

1.525 : Volume total des solutions utilisees dans le dosage du GSH (0,5 ml
Surnagent + 1 ml TrisEDTA + 0,025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d'absorbance du groupement (—SH) a412 nm.

0.5 : Volume du surnagent trouve dans 1,525 ml.

0.8 : Volume du I'homogénat trouve dans 1 ml.

On note que la concentration du GSH est mesurée par apport a 1 mg de protéines. C'est pour
cela ce dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.

Figure 14 : dosage de GSH
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2.4.3.3. Dosages des protéines

Principe : la concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford(1976)
qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Les groupements amines (-NH2) des
protéines réagissent avec un réactif a base de I’acide ortho phosphorique, de I’éthanol et de
bleu de Coomassie pour former un complexe de couleur bleue. L’apparition de cette couleur
reflete le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des protéines
dans I'échantillon.

Mode opératoire

__ Prélever 0,1 ml del'hnomogénat.

_Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

_ Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

_ Lireladensité optique a 595 nm, contre |e blanc.

_Ladensité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage

Préal ablement tracée.

La concentration des protéines est déterminée par comparai son a une gamme étalon
D’abumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (figure

16).

=05x
0,25 - =

BSAmg/ml
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Figure 15 : courbe d’étalonnage du sérum abumine bovine

,_m

""h-

W % -ntm'::

Figure 16 : dosage des protéines
2.4.3.4. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) cérébral

La mesure de I’activité de L’AChE a été évaluée selon la méthode (Ellman ,1961). Ains,
I”acétylcholinestérase contenue dans la fraction des tissus va réagir avecl’acétylthiocholine
(ASCh) en libérant I’acétate et la Thio choline (SCh). Cette derniéere réagit ason tour avec le
5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) en donnant du TNB produit decouleur jaune qui est
absorbée a 412 nm et dont la concentration est proportionnelle a laguantité d’enzymes
présente dans le milieu. Brievement, 50ul de surnageant sont goutés au50 ul de
I’acétylthiocholine (ASCh), 50 pl 5-5’-Dithio-bis (2-nitrobenzoate) (DTNB) et1000ul
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4). La lecture de I’absorbance se fait a 410nma un
intervalle de temps de 15 min (lecture de la DO chague 3min) contre la solutionblanc.
L’activité de I’AChE en nano moles par minutes par milligrammes de protéines secalcule
selon laformule suivante :

A Do/mnx 1000 * (Volume total/volume échantillon)
AChE =

13.6x0.779=xmg de protéines

ADO/min : variation dela densité optique par minute

0.779 : longueur en cm du puits
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Figure 17 : dosage de I’acétylcholinestérase
2.4.3.5. Mesure de I’activité enzymatique du Glutathion Per oxydase (GPx)

Principe : L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la
méthode de (Flohe et Gunzler,1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogene (H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est

Transforme en (GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H:0:+ 2 G5H . GSSG+ 2 H:0

Mode opératoire

_ Prélever 0,2 ml de I’homogénat.

__Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM).

__Ajouter 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
_Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

__Ajouter 0,2ml de H202 (1,3 mM) pour initier laréaction, laisser agir 10 minutes.
__Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter laréaction.

_ Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

_ Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

__ Prélever 0,48 ml du surnageant.

__Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS.

__Ajouter 0,32 ml de DTNB (1,0 mM)

_ Méanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.
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Calcul : ladétermination de I’activité enzymatique de la GPx sefait al’aide des

formules suivantes :

X = (DO échantillon - DO étalon) x 0.04
h DO etalon

N/

Quantité G5SH disparm

i A

GPx (umol GS5H/ mg protéine) =
[]1 de protéine

X : Quantité de GSH réduit disparu (oxyde) dans 0.2 ml extrait
dans 1 ml.

DO échantillon : Densité optique de I’ échantillon.

DO étalon : Densité optique de |’étalon.

0.04 : Concentration de substrat (GSH).

2.5. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne plus ou moins |’écart-type (m+s) et
illustrés par des tableaux et figures. L analyse statistique a été réalisée al’aide d’un logiciel
statistique Excel 2013 pour présenter les résultats en graphes et secteurs, MINITAB-13 ou
nous avons sollicité le modele linéaire généralisé pour faire une comparaison statistique
globale des moyennes des échantillons (Test ANOVA). Ce modéle nous donne
automatiquement le résultat du test de comparaison des moyennes par rapport a la moyenne
du sain (Test de Fisher).

Les différences sont considérées significatives a P <0,05, trés significatives a P <0,01 et trés
hautement significative a P <0,001.
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3 RESULTATS

3.1. Effet de stress de contention sur I’évolution pondérale
Les résultats de 1’évaluation du poids corporel montrent une diminution significative
(p<0,05) de poids corporel chez le hamster stressant par rapport aux hamsters témoins.
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Figure 18 : Variation du poids corporel chez hamsters témoins et stressés

3-2- Effet de stress de contention sur Poids relative de cerveau et surrénale

Les résultats de 1’évaluation du poids relative de cerveau montrent une diminution
significative (p<0,05) contrairement une augmentation hautement significative
(p<0,01) de poids relative surrénale chez les hamsters stressé par rapport aux hamsters

témoins. Tableaul
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Figure 19 : variation de 1’évaluation relative de cerveau et surrénal chez les hamsters
témoin et stressé durant 16 jours de stresse.
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Tableaul : les variation relative de cerveau et surrénale chez les hamsters témoins et

stressé .

Poids relative

Témoin

Stressé

Surrénale (g/100gr de
poids vif)

0,0164 =+ 0,001

0,0252 + 0,008

**

Cerveau (g/100g de
poids vif)

0,95+ 0,0552

0,794 +

*

0,075

3.3. Effet du stress de contention sur le comportement
3.3.1. Test de labyrinthe classique
L’analyse statistique de ces résultats a montré une diminution hautement significative
(p<0,01) du temps d’exploration et une diminution significative (p<0,05) du nombre de
redressement pour les stressant quand ils sont comparés aux témoins . pour les le temps
passé dans le point de départ et le temps d’arrivé aucun différence significative a été

enregistré .

Tableau 2 : variation de donne de teste de labyrinthe classique chez les hamsters

témoins et stressants.

Temps dans le Temps Temps Nbre de
point de départ / | d’arrivé/sec d’exploration redressement
sec
témoin | 128,20 +31,66 | 101,60 + 51,95 316,40 + 134,41 38,40 + 13,26
stressé | 143,20+ 40,06ns | 145,60 £ 62,26ns | 141,20 + 37,28 21,20 £ 7,53
** *
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Figure 20 : Variation des données de test de Labyrinthe Classique chez les
hamsters stressé durant 16jours. : Temps d’arrivé au point final dans labyrinthe (B) :
Temps d'exploration : Nombre de redressement

3.3.2. Test d’open Field
Le résultat affiché dans le tableau montre une diminution significative de la

distance totale parcourue (P <0.001) et dans le nombre d’entrée au centre (p<0,05)
ainsi que le nombre de redressement (p 0.01) les hamsters stressées comparativement

au témoins.
Tableau 3 : variation de parameétre d’open Field chez les hamsters témoins et
stressants.
Distance totale | Nbre d’entre au | Nbre de
(cm) centre redressement
témoin 1620,4+ 291,5 | 13,200+ 3,271 | 28,000 + 7,649
stressé 586,2 +231,1 6,600 + 4,930 | 11,400 + 5,899
*k*k * **
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Figure 21 : Variation des données du test Open Field chez les hamsters stressé durant
16par le stress de contention : Nombre total de redressement : Distance du mouvement
total ; : Mouvement dans la zone central.

3.3.3. Test de reconnaissance des objets (ORT)

Les hamsters stresses ont passé moins de temps a explorer le nouvel objet par
rapport a I’objet familiale contrairement au groupe témoins indiquant que ces derniers
ne se souvenaient pas 1’objet familiale .étude statistique confirme effectivement qu’il y
a une différence significative (p<0,01).

Tableau 4: variation des parametres de (TRO) chez les groupes d’hamsters stressé et

témoins.
Temps Temps
d’exploration d’exploration
d’Objet d’Objet  nouveau
familiale (sec) | (sec)
témoin 12,200 + 7,362 | 26,400 = 8,295
**
stressé 6,400 £ 2,702 | 2,200 + 1,304
**
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Figure 22 : Variation des données du test ORT des objet chez les hamsters stressé
durant 16 par le stress de contention : Objet familiale (OF) : objet nouveau (ON).

3.4. L’effet de stresse sur les parameétres biochimique
3.4.1. Pour le cholestérol
Les résultats obtenus montrent une augmentation significative
(p<0,05) du cholestérol chez les hamsters stressants comparativement aux témoins.
3.4.2. Pour la glycémie
Nos résultats montrent une augmentation non significative de la glycémie chez
les hamsters stressées par rapport les témoins.

Tableau 5 : variation des paramétres biochimique chez les hamsters stressants et
témoins.

lots Témoins stressés
Cholestérol (mg /dl) | 0,6180 + 0,2232 1,3480 + 0,6612
*
Glycémie (g/1) 1,0900 + 0,1570 1,3520 + 0,2559ns
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Figure 23 : les variations de cholestérol et la glycémie chez les groupe de hamster
témoins et stressé

3.4.3. Pour les parameétres hématologique
Les résultats affiché dans le tableau montre une diminution hautement
significative (p<0,01) de WBC,Monocyte chez les hamsters stressants comparativement
aux témoins. Par contre les valeurs de LYM, Granulocyte, GR, PLT aucun
différence significative a été enregistré .

Tableau 6 : Variation des parametres hématologiques chez les hamsters témoins et
Stressé.

Témoin stressés
WBC (10 3/mm3) 5,825+ 1,457 3,244+ 0,584
*%
LYM (10 9/1) 3,200+ 1,414 4320+ 2,580
ns
Monocyte 10 9/I 0,8000 + 0,4243 0,1800 + 0,0837

**

Granulocyte (10 9/) | 2,0500 = 0,6557 1,8000 + 1,0512

ns

GR(10 12/1) 6,145+ 1,021 5,844+ 1,641
ns

PLT (10 9/1) 344,00 £ 64,97 397,40 £+ 108,99
ns
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Figure 24: Variation des paramétres hématologiques chez les hamsters témoins et

Stresse
3.4.4. Pour ACTH
Les résultats obtenus montrent une augmentation significative
(p<0,05) d’ACTH chez les hamsters stressants comparativement aux témoins.

Tableau 7 : variation de ’ACTH chez les hamsters stressé et témoins.

lots Témoin Stressé
ACTH plasmatique ( ng /L) 133.666 =+ 5.715 | 963.833+ 35.470

*kxk
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Figure 25 : variation de I’ACTH chez les hamsters témoins et stressé
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3.5. L’effet de stresse sur la neurotransmission

3.5.1. Pour I’acétylcholine

Résultats

Le résultat affiché dans le tableau montre une diminution significative (p<0,05)
de I’acétylcholine chez les hamsters stressées comparativement au témoins.

Tableau 8 : les variation de 1’ Ache chez les hamsters témoins et stressé

Les lots

Témoin

Stressé

Acétylcholine
nmol/min/mg

0,0065 + 0,0022

0,0128 * 0,0038

*

0,018
— 0,016

o
o
=
S

0,012

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

aceétyl cholin (ul/min/mg

AchE

LES LOTS

Figure 26 : variation de 1’AchE chez les hamsters témoins et stressé

3.6. Léeffet de stresse sur le statu redox

3.6.1. Pour MDA

Les résultats de 1’évaluation du MDA montrent une augmentation significative
(p<0,05) chez le hamster stressant par rapport aux hamsters témoins.(Tableau 9)
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Figure 27 : variation de MDA chez les hamsters stressés et témoins

3.6.3. Pour GSH
Les résultats de I’évaluation de GSH montrent diminution significative (p<0,05)
chez le hamster stressant par rapport aux hamsters témoins. (Tableau9)

Titre du graphique

8 *

stresse témoin

Figure 28 : les variations de GSH chez les groupes d’hamsters stressés et témoins
3.6.4. Pour GPx

Les résultats de 1’évaluation de GPx montrent diminution significative (p<0,05)
chez le hamster stressant par rapport aux hamsters témoins.(Tableau 9)
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Figure 29 : les variations de GPx chez les groupes des hamsters stresses et témoins

Tableau 9 : variation cytosolique de glutathion (GSH), I’activité de la glutathion
peroxydase (GPx), Malonylaldehyde(MDA) chez les hamsters stressé et témoins .
Les valeurs sont exprimé en moyen et +ES :* différence significative comparées aux

témoins P 0,05et

lots Témoin Stressé
MDA(ug/mg) 0,3139 + 0,0806 0,3521 + 0,1497
Gpx(png/mg) 0,8672 £+ 0,4424 1,5025 + 0,3214
GSH(ug/mg) 44374 + 2,4256 3,4480 + 1,7412

*
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Discussion

Il est bien connu que le stress peut atérer de maniere systémique le systéme
immunitaire, systéme cardiovasculaire, systéme neuroendocrinien, et le systeme nerveux
autonome, ainsi que l'activité cérébrale. L axe hypothal amus-hypophyso-surrénaien (HPA)
est connu pour étre une voie principale pour I’adaptation ou la mauvaise adaptation au stress
psycho-émotionnel (Stratakis et Chrousos, 1995).

Le stress serait responsable, chez I’homme, aux nombreux troubles psychiatriques tels
gue ladépression ((Breier et al ., 1987; Dolan et al., 1985; Gold et al., 1988; Post, 1992) et
les troubles de I’anxiété (Barros et al., 2008), des troubles hépatiques et |e cancer (Balkaya et
al., 2011; Conti et al., 2011; Low et al., 2009). Il tient également une part importante dans
I’apparition des troubles alimentaires (Rojo et al., 2006). Le stress peut aussi influencer
I’agressivité (Barreto et al., 2007), Dans ce travail de recherche, on a appliqué un type de
stress intense, le stress de contention qui est retenue selon le méthode de ( Bardin et al.,
2009) chez un modéele animale le Hamster Syrien.

-Dansletest delabyrinthe classique

Le comportement exploratoire est I’un des préliminaires de I’apprentissage. Ce dernier
peut étre défini comme un processus d’acquisition de nouvelles connaissances ou de
nouvelles compétences. Cette acquisition est a I’origine d’une nouvelle représentation de
I’environnement et de changements comportementaux specifiques et persistants (Vann et
Albasser, 2011).

Nos résultats montrent que les hamsters stresses devient anxieux par rapport les
hamsters témoin cela est révélé d’une part par la diminution significative de temps
d’exploration et du nombre de redressement et d’une part par I’augmentation de temps
d’arrivée(T : 101,60 + 51,95 vs stresse: 145,60 + 62,26 ) . Cela est due € I’hyperactivation
de I'axe hypothal amo-hypophyso-surrénalien (HPA) qui conduit al’augmentation plasmatique
des glucocorticoides dans le cerveau qui conduisent a I’activation neuronale du systeme
dopaminergique et cholinergique ce qui résulte un réduction dans la concentration du
sérotonine.

Ainsi, I’hyeractivation de I’axe sympathique stimule le systeme immunitaire ce qui
augmente les cytokines pro inflammatoires cérébrale qui a son tour réagissent sur ces
récepteurs neuronales et altérent la métabolisme de tryptophane ce qui induisent la diminution
du sérotonine.

Différents travaux ont en effet montré que le stress chronique de contention induit une
augmentation du niveau d’anxiété évalué au teste de labyrinthe en croix surélevé ( place maze
test) ( Guedri et al., 2017 ; Huynh et al ., 2011; Cliona et al., 2011; Shuichi et al., 2012 ;
sansri et al, 2014).
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L e stress chronique de contention induit un comportement anxieux et chez les rongeurs
(Huynh et al., 2011 ; Cliona et al., 2011; Shuichi et al., 2012) et une diminution du nombre
d’entrée dans les bras ouverts indique une diminution de I’activité motrice générae
(Brummelte et al ., 2012), ce qui est en accord avec nos résultats. Cependant, d'autres études
n'ont pas confirmé de tels changements suite au CRS (Gregus et al., 2005 ; Swiergiel et al.,
2007) mais la contradiction dans les résultats pourrait étre attribuée a la durée du CRS, aux
procédures expérimentales (e.g., jour-nuit ; la méthode de I’application du stress) , aux
facteurs genetiques et au sexe de I'anima (Huynh et al ., 2011). Hauber Gameiro et al en
2006 n’a pas trouve de telles differences entre les protocoles concernant |’apparition de
['anxiete quand il avait fait une comparaison entre le stress aigu, subchronique et chronique.
Cependant, ils peuvent tous induire des niveaux significatifs d’anxiete dans le test de I’EPM.

-Dansletest deschampsouverts (Open Field test)

Nos résultats montrent une réduction de la distance totale parcourue et le nombre des
cases traversées dans | e dispositif chez les animaux stressées ce qui indique une diminution de
I’activité exploratrice caractéristique d’un niveau d’anxiété plus élevé chez les hamsters
stresses . La diminution de nombre de redressement et le temps passée au centre indique une
diminution de la motivation a explorer un nouvel environnement, due a une augmentation du
niveau d’anxiété des hamsters stresses (Katz et al ., 1987 ; Tobach, 1966).

En effet, le stress de contention appliquées de maniére aigué ou répétées sont
habituellement considérées comme trés intense et engendre une augmentation de la
concentration plasmatique de corticostérone (Bhatnagar et al., 2006; Marini et al., 2006;
Barnum et al., 2007) et une augmentation des comportements indiquant un niveau d’anxiété
élevé au sein de I’open Field, (Regenthal et al ., 2009) et donc une réduction du nombre de
cases traversées dans I’open field, indigue une diminution de I’ activité motrice caractéristique
d’un niveau d’anxiété plus élevé chez ces animaux (Prut et Belzung, 2003). (Meerlo et al.,
1996;Marini et al., 2006; Kin et al., 2008 ; Kalvez, 2010). (Carli et al., 1989; Kasar et al.,
2009) ;( sansri et al.,2014) ; (Guedri et al., 2017).

-Dansle Teste de reconnaissance des objets (ORT)

Le stress est une expérience inévitable dans la vie qui peut perturber les processus
cognitifs et la neuroplasticité. Dans notre éude, les rattes soumises au stress chronique de
contention montrent une augmentation significative du temps de latence avec diminution du
temps passé dans le quadrant cible dans le test aquatique de Morris. Ces derniers sont
expliqués par la perturbation et les affaiblissements des capacités d'apprentissage et de
mémorisation (Xu et al., 2009).

Les modéles de stress chronique de contention sont les plus populaires pour I’etude des
mécanismes de déficiences ou les perturbations cognitives (Chen et al., 2010; Yi et al.,2013).
Les réponses physiologiques principales du stress chronique incluent I’axehypothalamo-
hypophysio-surrenalien (HPA) et le systéme sympatico-médullosurrénale, parlesguels les
niveaux de corticostérone et des catécholamines pourraient ére modifiés (Cohenet Hamrick,
2003 ; Yi et al., 2013). Ce qui en résulte une modification des fonctionscognitives incluant
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I”apprentissage et la memoire spatiale (Yi et al., 2013). Les troubles :apprentissage/mémoire
spatiale sont a mettre en lien avec les atérations spécifiques del”hippocampe dont dependent
largement ces taches comportementales (Vann et Albasser,2011).

Le test de reconnaissance de I’objet (ORT) est un test comportemental couramment
utilisé pour I’ étude des divers aspects de |’ apprentissage et la mémoire chez les souris. L’ORT
est assez simple et peut étre complété sur une période de 3 jours: jour d’accoutumance,
journée de formation et jour du test. Au cours de laformation, les rats est autorisée a explorer
2 objets identiques. Le jour du test, I’un des objets formation est remplacé par un nouvel
objet. Parce que les rats ont une préférence innée pour la nouveauté,

Dans nos résultats , Les animaux stressés ont passé moins de temps a explorer e nouvel
objet par rapport al’objet familier contrairement au groupe témoin indiquant que ces derniers
ne se souvenaient pas de I'objet familier. Donc le stress chronique de contention atére la
mémoire de reconnaissance. qui est du a I’augmentation des glucorticoides endogenes qui
induisent un e atération anatomique et fonctionnelle de hippocampe ce qui induisent une
atrophie.

Cette atrophie hippocampique serait liée notamment aux effets neuronaux du stress, qui
induit une augmentation de la libération de glutamate. L’hippocampe semble également étre
un site anatomique en corrélation avec la dépression (Zhang et al., 2007 ; Nasuti et al., 2013)

2- ’effet de stresse sur les paramétres biochimique
2-1 Bilan lipidique

Au cours de notre recherche nous avons enregistré une augmentation significative de
cholestérol chez les hamsters stressé par apport les témoins( T : 0,6180 + 0,2232 vs stressé:
1,3480 + 0,6612 ) est due a l'activité accrue de axe hypothalamo-hypophysaire entrainant
libération accrue de catécholamines et corticostéroides (L akshmi et Sudhakar, 2009). 1l est
bien connu que les catécholamines activent la lipolyse
le tissu adipeux et augmenter le flux d'acide gras libre au foie ou la synthese accrue de
triglycérides et la sécrétion se produit. Aussi les surrénaes lors du stress chronique pour
continuer de produire le cortisol vont envoyer des signaux au foie pour augmenter sa
production de cholestérol.

Nos résultats sont en accord avec celle de (Jain et al., 2000) ; Shabir Ahmad Rather et al,
2013).

2-2-bilan glucidique

Le métabolisme du glucose est un facteur résultant de I’activation des systemes de
I’organisme apres une situation stressante (Hargreaves, 1990). De nombreuses etudes ont
montré une augmentation de la concentration du glucose aussi bien apres la contention que la
nage forcé chez les rats (Rafter, 2001). La corticostérone est un véritable initiateur et
régulateur métabolique. Cette hormone stimule I'augmentation du glucose sanguin et qui
permet donc de liberer de I'énergie a partir des réserves de I’organisme. Les glucides
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représentent la principale source dénergie nécessaire au métabolisme e au bon
fonctionnement du cerveau et du systéme nerveux.

Dans notre étude, Une augmentation de la glycémie pour les stressé par apport les
témoins ( T: 1,0900 + 0,1570 vs stresse: 1,3520 + 0,2559 ) ce qui est traduit par |’effet
des glucocorticoides ont une action hyperglycémiante par stimulation de la néoglucogenese
et par une diminution de la consommation du glucose par |es tissus péripherique. Au contraire
la surrénalectomie provoque une tendance a I'hypoglycémie et une grande sensibilité a I'effet
de l'insuline. En situation de surrenalectomie, I’organisme se trouve dans I’incapacite de
mobiliser ses reserves pour maintenir une normo-glycémie en réponse a un stress (Tempe et
L eibowitz, 1994).

2-3-Bilan hormonale

Dans notre étude nous avons enregistré une augmentation significative du niveau de
L’ACTH plastique chez les animaux stressés par rapport aux animaux témoins( T : 133.666 +
5715 vs stressé: 963.833 + 35.470 ), cette évaluation traduit par I’hyperactivation de
I”axe hypothalamo-hypophyso-surenalien et le déficit du rétrocontréle négative exercé par les
glucocorticoides sur les cellules corticotropes de I”hypophyse antérieure

Ces résultats sont en accords avec celle de (Barden, 2004; Swaab et al., 2005; Lupien
etal., 2009 ; S.LIANG et al ., 2015).

3-I’effet de stresse sur la neur otransmission

Les glucocorticoides sont capables de moduler de nombreux processus cellulaires tels
gue le métabolisme des neurotransmetteurs (Datson et al., 2008). Dans notre recherche nous
avons enregistré une augmentation significativedans I’ activité de I”acétyl choline estérase chez
les animaux stressé par rapport les témoins (T :0,0065 + 0,0022 vs stresses 0,0128 +
0,0038) qui peut étre due au atération du foctionnement des recepteurs cholinergique .

La Dysfonctionnement cholinergique de I”hippocampe tel gque
la dégradation accrue de [I’acétylcholine et [I’dtération du fonctionnement du
récepteurs cholinergiques a éé rapporté précédemment a la suite du
traitement au glucocorticoides ou au I’exposition au stress chronique (Finsterwald, et al.,
2014 ; Amber et al.,2018)

4-Effet du stress de contention sur les paramétres hématologiques

Plusieurs éudes ont montré que le stress émotionnel pourrait affecter la réponse immunitaire
chez les animaux et les humains (Nascimento et al ., 2004 ; Leandro et al .,2006 ; Ribas et
al ., 2011). Et induit des atérations dans | es parametres hématol ogiques .

Nous avons enregistré une diminution significative du taux des leucocytes totaux et les
monocytes et non significatif pour les glubules rouges et granulocytes et chez les hamster
stresseés par rapport aux témoins .
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La diminution des globules blancs pourrait étre causée par leur redistribution dans les
tissus périphériques comme la peau et les ganglions lymphatique ou par la destruction des
cellules souches et de I’immunosuppression exercée par les glucocorticoides et méme par les
catécholamines (activité anti-inflammatoire et immunomodulatrice), en inhibant la
prolifération des lymphocytes T, diminuent I’activité bactéricide des macrophages et
suppriment I’activité cytotoxique des cellules tueuses naturelles (NK). Cependant, les
glucocorticoides peuvent aussi exercer des propriétés immunostimulantes sur les lymphocytes
B jouer un rdle tant6t |mmunostimulant, tantt immunosuppresseur (Steele, 2002).

Les dtérations du trafic et de la fonction des leucocytes, sont parmi les principaux effets
immunosuppresseurs des glucocorticoides.

En effet, le systeme immunitaire est sensible aux hormones libérées par
I”axehypothalamo-hypophysaire. (Maccari et al., 2005). Cette hypothese se confirme aussi
bien pour le stress de contention ou on note une augmentation non significative des taux de
lymphocytes.

Auss la diminution considérable des globules rouges chez les animaux stressés (T :
6,145+ 1,021 vsstressés: 5844+ 1,641 ) pourrait ére expliquée par I’hyperventilation
pulmonaire en réponse a I’exposition au stresseur avec une incapacité de combattre ou de
s’enfuir (fight-or-flight) provoguée par le milieu restreint. L’ absence de cette derniere conduit
a une activité musculaire minime, et par conséquent un faible besoin en oxygéne, ce qui
aboutit a la production des érythrocytes microcytiques et hyperchromiques. 1'hémoglobine
participe au processus nutritif en transportant de I’oxygéne nécessaire au phénoméne
d’oxydoréduction des nutriments (Barbosa et al ., 2009).

5-Leffet de stresse sur I’évolution pondérale

En cas de stress chronique, des modifications morphologiques peuvent apparaitre et le
poids corporel peut ére un indice intéressant des capacités de riposte de I’animal (Selye,
1976).

Pour le poids pondérale nous avons enregistré une diminution significative pour les
animaux stressé par rapport les témoins, qui est due ala diminution de la consommation du
nourriture sous I'influence du stress et pourrait aussi avoir été associé al’augmentation induite
par le stress des demandes métaboliques, la digestion réduite, et I’augmentation de la
secrétion des stéroides surrénaliens ( Nayanatara et al., 2012).

Nos résultats sont en accord avec celles de (Christaki et al., 2013 ; Katzer et Bradshaw,
2008 ;M anzoni et al., 2009 ; Guedri et al., 2017 ).

6- I’effet de stresse sur le poidsrelative dela glande surrénale

Dans cette étude, nous avons enregistré I’augmentation du poids surrénale chez les stressé
par apport les témoins, ce qui est expliqué par e taux élevé des glucocorticoides sécrété par le
cortex surrénaien due al’exposition prolongé au stresse chronique. )( Herman et al., 1995; ..
Ulrich-Lai et al., 2006)
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7- I’effet de stresse sur le poidsrelative du cerveau

Le cerveau est I'organe clé du réaction au stress, et un stress mal adapté pourrait induit
des effets néfastes a I'activité du cerveau et induire un remodel age structurel du tissu cérébral
associé a des | ésions cérébrales oxydatives (Conrad, 2010; M cEwan et Magarinos, 2001).

Dans notre étude, le poids relatif du cerveau est diminué chez les hamsters stressés
comparativement au témoins (T : 0,95+ 0,0552 vs stressés: 0,794 + 0,075) celaest due a
I’action des glucocorticoides qui induisent une atrophie au plusieurs régions cérébrales tels
gue hippocampe et le cortex préfrontal.

8-L ’effet de stresse sur le statut redox

Plusieurs études ont montré que le stress de contention induit un stress oxydatif dans
le cerveau et une atération de ses fonctions (Buynitsky et Mostofsky, 2009 ; Kumar et al.,
2012). Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre les facteurs de stress oxydatifs et la
capacité antioxydant. Les mammiféres ont développé un systeme antioxydant constitué de
composants non enzymatiques et enzymatiques, notamment la catalase, la SOD et le GSH
(Storz et Imlay, 1999). Dans |la présente étude, la capacité antioxydant des tissus cérébraux a
€té modérément réduite par un stress de contention répété, comme le montre la diminution du
I’activité de GPx (T : 0,8672 +0,4424 vs Stresse 1,5025 + 0,3214), delateneur totale en
GSH (T: 44374 + 24256 vsStressé: 1,4480 +1,7312 ). Enrevanche L'exposition au
stress conduit a une augmentation de MDA comme étant indicateur de la lipoperoxydation
médiée par lesROS ( T ;0,3139 + 0,0806 vs stressés: 0,3521 + 0,1497 )l a été suggéré
que le  stress  oxydatif da a une  exposition au stress  est
produite par |'activation de la transcription dépendante des glucocorticoides de facteurs pro-
oxydants avec inhibition concomitante du mécanisme de défense antioxydant(A. Ceriello, et
al, 199). Larespiration mitochondriale est la principale cause du stress oxydatif cellulaire. Il a
€té rapporté que le traitement par glucocorticoide induit un stress oxydatif en améiorant la
respiration mitochondriale et la phosphorylation oxydative (Russell et al., 2002). Il a été
observé que I’incubation de cultures neuronaes de |”hi ppocampe
avec les glucocorticoides synthétiques ont entrainé une augmentation de la génération de
radicaux libres, une régulation négative de |'expression génique de |'enzyme antioxydant et
une expression régulée positive de la NADPH-oxydase, ce qui a entrainé une augmentation
significative du stress oxydatif.

L'administration exogéne de glucocorticoides et I’application du stress de contention
chronique ont également montré qu’ils ont induit une diminution des facteurs enzymatiques et
non enzymatiques, notamment la SOD, le CAT, la glutathiontransférase et le glutathion réduit
dans les échantillons du cerveau du rat. De plus, la génération accrue de radicaux libres
induite par les glucocorticoides a été considérablement atténuée par le traitement aux
antioxydants exogenes. (Manikandan, et al., 2006, L .J. Mclntosh et al., 1998).

L augmentation des taux de glucocorticoides ont été associée a une inhibition
de I'expression du géne Nrf2 conduisant & une réduction de I’expression et de I’activité des
enzymes antioxydantes (Ki et al ., 200). En outre, il a également é&é montré que les espéces
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réactives de I'oxygene (ROS) provoquent une stimulation de la production d'hormone
adrénocorticotrophine ( ACTH) par I'hypophyse, ce qui accroit I'activité de I'axe HPA via une

réduction de la rétro-control négative, susceptible d'exacerber davantage le stress oxydatif
induit par les glucocorticoides (L acoste et al., 2001 , Amber et al., 2018).
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Conclusion et perspectives

Au terme de ce travail expérimental nous avons essayé d’apprécier les variations
comportementales, biochimiques et immunitaires suite au stress chronigque de contention chez
un modele animale.

En effet, Les résultats de notre étude montrent que le stress chronique de contention affecte
I”’homéostasie de I'organisme et induit des atérations neurocomportemental es et biochimiques
Ce qui montre que le systéme nerveux communique avec le systeme endocrinien et
immunitaire de maniére multifactorielle ou les glucocorticoides jouent le réle du chef
d’orchestre.

A partir de cesrésultats, il serait souhaitable deréaliser les perspectives suivantes :
- Dosage del’interleukine et |les cytokines pro inflammatoires: TNFa
- Approfondir les batteries des tests neurocomportementaux
- Prolonger ladurée du stress de contention

- Etude de I’effet protectif des extraits de certaine plantes médicinales sur troubles
induit par le stress de contention
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