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RESUME GENERAL

La dépression est une pathologie multifactorielle dont la symptomatologie est associée a des
perturbations biologiques telles qu’une activation de I’axe HPA, des modifications
neuroblastiques, des concentrations élevées en cytokines pro-inflammatoires au niveau
périphérique et central. D’autres systémes physiologiques semblent ¢galement étre impliqués
de facon importante dans la physiopathologie des troubles dépressifs.

Il existe de nombreux modeles animaux de pathologies humaines dont certains permettent
d'étudier I'étiologie et la physiopathologie des troubles alors que d'autres sont plutdt destinés a
évaluer I'efficacité des traitements. Ces modeles doivent remplir certains criteres de validite.
En ce qui concerne les troubles dépressifs, il ne peut exister de modele idéal compte tenu de
I'importante part subjective des symptomes. Le stress constituant un des principaux facteurs
précipitant l'apparition des troubles, il semble que les modéles basés sur I'exposition
récurrente a des stresseurs soient les plus adaptés a I'étude et a la compréhension des

altérations bio-comportementales sous-jacentes aux troubles dépressifs.

Dans la présente étude nous avons utilisé deux modéles de depression: le premier est
le stress chronique imprédictible ou chronic mild stress (CMS) Le paradigme (CMS) est
constitué de plusieurs facteurs des stress légers qui sont analogues a ceux rencontrés chez les
humains. Le deuxiéme modeéle tend a provoquer une douleur neuropathique par la ligature

du nerf sciatique.

Dans la cette thése nous avons en premier lieu abordé quelques notions
bibliographiques de base sur les interactions entre le systeme nerveux, le systeme endocrinien
et le systétme immunitaire suite a la réponse au stress qui fait intervenir un ensemble de
mécanismes physiologiques. (Chapitre 1). Dans le chapitre 2, nous avons opté pour une
démarche expérimentale basé sur I'effet antioxydant dun flavonoide le Polyphenon E chez
des rats soumis au CMS. Apres avoir démontré la validité du CMS, nous avons testé | effet
d'un agent immunogene le BCG (chapitre 3). Dans le chapitre 4 nous avons fait une étude
comparative sur les consequences des effets du traitement au BCG chez des rats méles et
femelles Wistar ayant subi la ligature du nerf sciatique. Le 5eme et 6eme chapitres abordent
les variations des niveaux de la testostéronémie et d'oestradiolémie chez le modeéle

neuropathique de rat male Wistar traité a I’ AIF (chapitre 5) et au BCG (chapitre 6).

Les changements comportementaux sont estimés a travers la mesure de la dépression
au test de la nage forcée et de I’anxiété au test du labyrinthe en croix surélevée. Le test de

préférence sucrée (anhédonie) et la consommation d’aliment sont également évalués. Au
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terme de I’expérimentation, la testostérone plasmatique et les poids relatives des organes

(Cerveau, surrénales et testicules) sont mesurés.
Nos résultats montre :

e Le CMS génére la dépression et 1’anxiété chez I’animal et diminue la consommation
d’eau sucrée et de I’aliment (Chapitre 2).

e Diminue les niveaux de testostérone chez le lot CMS (Chapitre 2) et augmente le
poids relatif des testicules (Chapitre 2).

e Le Poly E1 (5¢/"L") exerce son effet anxiolytique et antidépresseur chez le lot CMS
(Chapitre 2).

e Le CMS génere la dépression et I’anxiété chez 1’animal, au test de la nage forcée et au
labyrinthe en croix surélevée (Chapitre 3).

e Diminution de la consommation d’eau sucrée et de 1’aliment chez les rats CMS
(Chapitre 3).

e Le BCG exerce un effet dépressinogéenes-like lorsqu'il est administré seul (Chapitre3)

e Le BCG exerce un effet réparateur antidépressif-like en association avec CMS
(Chapitre 3)

e Augmentation significative de la dépression chez les rats males la ligature (Chapitre4)

e Augmentation de dépression chez les rates femelle contrdle par rapport au rat males
contréles (Chapitre 4).

e Diminution de la depression chez les femelles traitées par le BCG par rapport aux
contréles (Chapitre 4).

e Augmentation de la dépression 10 jours apres ligature du nerf sciatique (Chapitre 5).

e Augmentation du temps d’immobilité au cours de la FST (Chapitre 5).

e Augmentation de la testostérone chez les sujets ligaturés et traités (AIF) (Chapitre 5) .

e Diminution significative de I’cestradiol (Chapitre 5).

e Pas d’effets sur la nage forcée aprés 10 et 20 jours post opératoires (Chapitre 6).

e Un effet antidépresseur chez les rats ligatures traités au bout de 30 jours (Chapitre 6)

e Augmente la testostérone et diminue I’cestradiol chez les rats traités au BCG
(Chapitreb)

e Diminution de testostérone et une augmentation de I’cestradiol chez les rats traités au
(CsA) (Chapitre 6).
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GENERALABSTRACT

Depression is a multifactorial disease in which the symptoms are associated with biological
disorders such as activation of the HPA axis, of neuroblastoma changes, high concentrations
of pro-inflammatory cytokines in the central and peripheral levels. Other physiological
systems appear to be significantly involved in the pathophysiology of depression.
There are numerous animal models of human diseases , some are used to study the etiology
and pathophysiology of the disorder while others are rather intended to evaluate the
effectiveness of treatments. These models must meet certain criteria of validity. Regarding
depressive disorders, there can not be an ideal model in view of the important part of the
subjective symptoms. Stress constituting a major factor precipitating the onset of disorders, it
seems that the models based on recurrent exposure to stressors are most suitable for the study
and understanding of bio-behavioral alterations underlying disorders depressive.
In this study we used two models the first depression is chronic stress or unpredictable
chronic mild stress (CMS) Paradigm (CMS) consists of several factors mild stress were
similar to those seen in humans. The second model tends to cause neuropathic pain by the
sciatic nerve ligation.

All d'abords we illustrated light on bibliographic basics about the interactions between the
nervous system, endocrine system and the immune system after the stress response that
involves a set of physiological mechanisms. (Chapter 1). In (Chapter 2) we opted for an
experimental approach bases on antioxidant effet flavonoid d'un the Polyphenon rats
soumissent the CMS. After showing the validity of the CMS, we tested I'effet d'un
immunogen BCG (Chapter 3), the 4th chapter tends studied the effects of BCG compared the
effects of treatment in male rats and female Wistar have undergone sciatic nerve ligation. The
5th and 6th chapter is and involves changes in levels of testosterone and oestradiolémie male
rat neuropathic model Wistar treated once an I'AIF (Chapter 5) and again at BCG (Chapter 6).
The behavioral changes are estimated through measuring the depression in the forced swim
test and the test of anxiety in an elevated cross labyrinth. Preferably the sweet test (anhedonia)
and feed intake are also evaluated. At the end of the experiment, plasma testosterone and

relative organ weights (brain, adrenal glands and testes) were measured.

Our results show:
» The CMS generates depression and anxiety in animals and reduces sugar water consumption
and food (Chapter 2).
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* Testosterone Decreases in the CMS lot (Chapter 2) and increase the relative weight of the
testes (Chapter 2).

* Poly E1 (5g/ "L") exerts its anxiolytic and antidepressant in the CMS lot (Chapter 2).

* The CMS generates depression and anxiety in animals, the swimming test strength and
elevated cross labyrinth (Chapter 3).

* Decreased consumption of sweetened water and food in CMS rats (Chapter 3).

* BCG exerts dépressinogenes-like effect when administered alone (Chapter 3)

* BCG exerts a restorative effect antidepressant-like in association with CMS (Chapter 3)
* Significant increase of depression in male rats ligation (Chapter 4)

* Depression Increase in female rats compared to control rats male controls (Chapter 4).

* Decreased depression in females treated with BCG compared with controls (Chapter 4).
» Increase of 10 days post-surgery depression among subjects ligatures (Chapter 5).

* Increased immobility time in the FST (Chapter 5).

* Increased testosterone in subjects treated ligated (AIF) (Chapter 5).

» Significant reduction of estradiol (Chapter 5).

* No effects on the forced swimming after 10 and 20 days post surgery (Chapter 6).

 An antidepressant effect in rats treated ligatures after 30 days (Chapter 6)

* Increase testosterone and decrease of estradiol in rats treated with BCG (Chapter 6)

* Decreased testosterone and increased estradiol in rats treated with (CsA) (Chapter 6)
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INTRODUCTION GENERALE
La dépression est une maladie dévastatrice et un contributeur majeur a la charge
mondiale de morbidité (Greden, 2001 ; Greenberg et al., 2005). Le traitement des troubles

dépressifs reste un défi, en dépit de la disponibilité de plusieurs classes d’antidépresseurs.

Le stress peut étre défini comme un processus psycho-physiologique généralement
ressenti comme un état émotionnel négatif (Agarwal, 2001), il active la réponse
inflammatoire, comme la libération des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-6 et IL-1
(Capuron et al., 2004 ; Dunn et al., 1999; Maier et al., 1998). Ces cytokines pénétrent dans
le cerveau via les regions qui fuient dans la barriere hémato-encéphalique, puis participent a
des voies impliquées dans le développement de la dépression ; et parce que les cytokines
activent l'axe corticotrope tout en altérant le bon fonctionnement des systémes
monoaminergiques, en particulier sérotoninergique, on a longtemps pensé, et I'on y pense
encore, qu'il pourrait exister une relation de cause a effet entre cytokines et dépression (You
etal., 2011).

De nombreuses études ont montré que le stress accélére I'apoptose des neurones et
cause des modifications de la structure et la fonction de I'hnippocampe chez les rongeurs,
I’hippocampe étant le chemin commun de nombreux types d’antidépresseurs (Kodama et al.,
2004). Le traitement de la dépression a été révolutionne il y a un demi-siecle environ avec
l'introduction des antidépresseurs. Cet événement a marqué le début de I’ére moderne de la

recherche sur la dépression, afin d'identifier ses bases neurobiologiques (Nestler et al., 2002).

A ses débuts, le concept de stress était limité a 1’idée d’une suite de réactions
biologiques. En raison des nombreuses théories, ce concept a évolué et les chercheurs ont
tenté de le développer, pour devenir actuellement une notion plus large, interactive entre
I’individu et son environnement (Boudarene, 1997). La réponse au stress comprend un volet
comportemental qui permet a I’individu de contrdler son environnement et les mécanismes
neuroendocriniens qui assurent le maintien de 1’homéostasie. Ceux-Ci sont étroitement
dépendants de la nature et de I’intensité des activations neuroendocriniennes et des
conséquences pathologiques qui sont tres variables selon la situation et les possibilités de

contr6le comportemental (Dugovic et al., 1999).

Les étres humains sont exposés a différents genres de stress physique, chimique ou
psychologique. Lorsque le stress est percu, la réponse est coordonnée par le cerveau.

L’évaluation cognitive d’une situation dans le cerveau interagit avec les signaux corporels de

Page 16



la circulation sanguine comme les hormones, les molécules inflammatoires et 1’information
provenant des nerfs périphériques et rendent compte de I’état des organes vitaux et des
sensations. Le cerveau integre ces informations pour produire une série de réponses

neuroendocrinologiques (Peters, 1988-1990).

L’exposition a un stress chronique est considérée comme un accélérateur ou un
aggravateur de désordre neuropsychiatrique sévere, y compris la dépression (Mazure, 1995).
L’hypothalamus, I’hippocampe et le cortex préfrontal sont impliqués directement dans la
régulation du stress chronique (Feldman et Weidenfield, 1999 ; Kitraki et al., 1999). En
effet, ’hippocampe est une structure critique pour 1’apprentissage et la mémoire spatiale. Il
est particulierement vulnérable aux stress, induisant des perturbations dans la régulation du
métabolisme des glucocorticoides (Maroun et Richter-Levin, 2003). Au stress, répond la
libération de CRF par I’hypothalamus, ce qui active I’hypophyse qui libére alors I’ ACTH
dans la circulation sanguine. L’ACTH stimule la production de glucocorticoides par le cortex
surrénalien. Parallelement, la médullo-surrénale libére de 1’adrénaline et les terminaisons
sympathiques de la noradrénaline (De Boeck, 1994). Le stress est le plus important
modulateur de la sécrétion d’ACTH dont il peut en modifier le rythme. On pensait que le CRF
pouvait seul réguler ’ACTH, mais en fait, les catécholamines et d’autres hormones sont
également impliquées dans cette régulation (Selye, 1976). Le rble des catécholamines dans
I’immunosuppression consécutive au stress commence a étre bien connu. Lors d’un stress
physique ou psychologique particuliérement intense, il y a une activation du systeme nerveux
sympathique qui libére de ’ADR et de la NADR dans la circulation sanguine. Le stress induit
des réponses inflammatoires dans diverses régions du cerveau et déclenche la production des
cytokines pro-inflammatoires et IL-1 B (Blandino et al., 2009). Certains éléments montrent
que les cytokines inflammatoires administrées aux animaux de laboratoire induisent des
symptdmes dépressifs, y compris des déficits cognitifs, I'anhédonie et des troubles des

activités locomotrices (Godbout et al., 2008).

Les cytokines et les messagers chimiques jouent un réle crucial dans la médiation
inflammatoire et les réponses immunitaires. Elles jouent également un role de médiateur de
signalisation entre les cellules de tissus non immunisés, y compris le systéme nerveux
(Dantzer et al., 2008). La libération de cytokines pro-inflammatoires contribue a la
neurodégéneérescence (Wang et al., 2008) et la recherche clinique a montré que chez des
patients deprimés, la morphologie et la fonction de I'hippocampe sont modifiées. Ces

modifications sont mises en évidence in vivo par des études réalisées par RMN (Lucassen et

Page 17



al., 2010). La dépression est caractérisée par une augmentation des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale (TNFa) et I'lL-6, qui ont été étudiés
dans le cas des patients déprimés (Dowlati et al., 2010).

Le Chronic mild stress (CMS) qui a éte décrit a I'origine par Willner et al. (1987), est
un modele de dépression obtenu par I’utilisation de facteurs de stress chroniques pendant 40
jours. 1l consiste a exposer les animaux a une variété de stress comme l'isolement, la privation
d'eau ou de nourriture. Le protocole est considéré comme étant proche de la situation humaine

face aux tracas quotidiens et a des évenements traumatisants (Willner et al., 2005).

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
anti inflammatoires (Read, 1995). lls sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire (Middleton et Elliott, 1996). Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la
prolifération des lymphocytes B et T. L’effet anti-prolifération des flavonoides pourrait
s’expliquer par leur capacité d’inhiber 1’activité de certaines protéines kinases (protéine
kinase C ou protéine tyrosine kinase) (Namgoong et al., 1994). De plus, elles sont
susceptibles de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des mastocytes
(Middleton et Drzewiecki, 1984).

La présente étude vise a mettre en évidence les effets de deux modeles animaux de
dépression. Le premier, le plus connu en psychiatrie expérimentale, est le stress chronique
imprédictible ou chronic mild stress (CMS), le second est un nouveau modéle que les
chercheurs tentent de développer ces derniers temps, il s'agit de la douleur neuropathique

inflammatoire.

Dans cette perspective et considérant les multiples interactions psycho-neuro-
immuno-endocriniennes, notre travail s’inscrit dans le cadre de 1’étude de la physiopathologie

et des pathologies psychiatriques liées au stress chronique psychologique.
Les objectifs principaux de notre travail sont :

1. Mise en évidence de I’activité Immuno-Cortico-Gonadotrope dans les deux modeles de

dépression, en I'occurrence le CMS et la douleur neuropathique.
2. Connaitre et évaluer les capacités adaptatives de I'organisme dans chaque modele.

3. Cerner les interactions neuro-immuno-endocriniennes mises en jeu dans chaque situation

(CMS et douleur neuropathique) et d’en expliquer les mécanismes régulateurs suite aux
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differents traitements (par le polyphénon E qui est un antioxydant, le BCG, et lI'adjuvant de
Freund).

Notre these est scindée en six chapitres:
Le chapitre I: Rappels bibliographiques

Le chapitre Il: Etude des effets du polyphénon E chez un modéle animal de dépression: le
stress chronique imprédictible (Chronic Mild Stress) chez le rat male Wistar.

Le chapitre I1I: Etude des effets du Bacille de Calmette et Guérin (BCG) chez un modeéle
animal de dépression: le stress chronique imprédictible (Chronic Mild Stress) chez le rat méle
Wistar.

Le chapitre IV: Etude comparative des effets du traitement au BCG chez des rats méles et

femelles Wistar ayant subi la ligature du nerf sciatique.

Le chapitre V: Etude des variations des niveaux de la testostéronémie et d'oestradiolémie chez

le modéle neuropathique rat male Wistar traité a I’adjuvant incomplet de Freund (AIF).

Le chapitre VI: Etude des variations des niveaux de la testostéronémie et d'oestradiolémie

chez le modele neuropathique rat male Wistar traité au BCG.
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Chapitre I- RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
I. 1. Définitions et physiologie du stress
I.1. 1. Définitions

[.1.1.1. Stress

La notion de stress, proposée en anglais par l'endocrinologiste canadien Hans Selye,
appartient d'abord au domaine de la biologie et de la psychologie. En francais, le mot, comme
son étymon, désigne la réponse de I'organisme aux facteurs d'agression physiologiques et
psychologiques ainsi qu'aux émotions qui nécessitent une adaptation. Cette définition fait
apparaitre la complexité du concept de stress. Ce terme implique a la fois 1’origine (pression,
contrainte, surmenage) d'un processus psychologique et/ou physiologique, sa nature (épreuve,
agression) et ses effets (détresse, oppression). Ces différents aspects impliquent a la fois une
perception de I'organisme et différentes réponses qui I'accompagnent, en particulier I'émotion.
Finalement, le stress constitue une réaction en chaine, aussi bien psychologique quand il
implique le psychisme (stress psychologique ou psychosocial) que physiologique. Ces

réponses ont aussi une fonction : elles inaugurent et constituent une adaptation (Selye, 1956).

Pour le psychiatre, le stress ne peut étre considéré comme un événement isolé intervenant sur
un organisme. Il s'agit d'un processus psychosomatique, impliquant un environnement
particulier qui interagit avec lui. Il est susceptible de se répéter a la suite d'un événement
analogue ou associé et de se mémoriser. Il peut avoir des effets psychiques et somatiques, non
seulement suivant une chaine simple, mais aussi a partir des effets secondaires somato-
psychiques et collatéraux qu'il aura initiés. Il est devenu aujourd'hui possible d'analyser plus
précisément les corrélations qui existent entre un événement ou une situation (dont on peut
définir les caractéres et la durée), des parametres biologiques spécifiques et certaines
conséquences somatiques et psychiques. Ce qui est intéressant aussi, c'est que l'on part d'une
modalité trés proche de la réaction et du conditionnement pour arriver a la production de
trajectoires psychopathologiques ou somatiques qui vont se définir en fonction d'adaptations

secondaires de I'individu et de I'environnement (Crocq et al., 1982).
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[.1.1.2. Stress aigu et stress chronique

Dans les deux cas, la réponse de 1’organisme se fait au niveau physique, psychologique et
biologique. Elle est responsable des perturbations des différents métabolismes et de

1’équilibre biochimique.

Le stress aigu correspond a une agression le plus souvent violente, physique ou psycho
émotionnelle, et limitée dans le temps. Par exemple, une intervention chirurgicale, un grand
traumatisme... La réponse de I’organisme est, elle aussi, immédiate, violente et intense. C’est

une réponse de survie (Boudarene et al., 1997).

Le stress chronique correspond a des agressions violentes ou moderées, 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 de

résistance de I’individu (Boudarene et al., 1997).

[.1.1.3. Stress cognitif et stress non cognitif

On considere aujourd’hui que les facteurs de stress se répartissent en deux groupes : le groupe

des “stimuli cognitifs” et celui des “stimuli non-cognitifs”.

Les stimuli cognitifs sont des facteurs de stress perceptibles par les organes des sens. Ils sont
de nature abiotique (qualité¢ de I’air ou de I’eau : température, quantité d’oxygeéne, salinité,
présence de polluants, pratiques agricoles ou aquacoles) ou biotique (quantité ou qualité de

nourriture, compétition, présence de prédateurs, surpopulation) (Blalock, 1984).

La notion de stimulus non-cognitif a été introduite par Blalock en 1984, en soulignant que
le systtme immunitaire et le systeme neuroendocrine sécretent un ensemble de molécules
identiques et répondent a des messagers communs (neuropeptides, catécholamines et
cytokines notamment). Blalock propose que le systéme immunitaire peut assurer une fonction
d’organe sensoriel réagissant a des facteurs de stress qui ne sont pas pergus par les organes
des sens classiques. En effet, les cellules immunitaires reconnaissent divers antigénes (virus,
bactéries, protozoaires) qui menacent I’intégrité de 1’organisme mais ne sont pas détectés par
les organes des sens ou le systéme nerveux. Cette information est alors transmise au systeme
neuroendocrine via des messagers hormonaux sécrétés par les cellules immunitaires ce qui

déclenche une réponse au stress.
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[.1.1.4. Stress biologique et stress psychique

Le stress biologique implique ’intervention d’agents physiques induisant une réponse non
specifique du systéeme Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien (HPA). Le stress psychique est
défini comme 1’état dans lequel se trouve 1’organisme placé dans des situations qui menacent
le bien-étre, I’intégrité physique ou psychique de I’individu. Le stress psychique présente les
aspects suivants : il est declenché par I’anticipation d’un danger, par le sentiment de
frustration, par un état conflictuel. Les agents stresseurs agissent au niveau des structures
nerveuses centrales capables de déchiffrer la signification menacante de la situation. Le stress
psychique n’est déclenché que si la situation est pergue par 1’individu comme étant
menagante, frustrante ou conflictuelle. C’est donc 1’évaluation cognitive de la situation qui
donne une signification stressante aux stimuli de 1’environnement. Les modifications
comportementales et physiologiques qui en découlent caractérisent I’état de stress. A la
différence du stress biologique qui est déclenché par 1’action non spécifique des stresseurs, le
stress psychique est initié par leur action spécifique. Le stress psychique survient lorsque la
personne évalue la relation avec son environnement comme contraignante ou dépassant ses
ressources. Il résulte d’un déséquilibre entre les sollicitations de 1’environnement et les
capacités de l’organisme a y faire face. La différence entre stress biologique et stress
psychique concerne surtout les facteurs intervenant dans le déclenchement du stress. L’état de
stress qu’il soit biologique ou psychique, implique ensuite une réponse de I’organisme dans sa

globalité (Chrousos et Cold, 1992).

I.2. 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 constituaient la base de ce
qu’il appela le Syndrome Général d’ Adaptation (SGA) (Selye, 1956). Le SGA comprend trois
étapes. Une phase d’alarme ou phase initiale de la réponse, suivie par une phase de résistance
au cours de laquelle 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).
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[.2.1. 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 1’homéostasie de 1’organisme
face a une situation défavorable (Chrousos et Gold, 1992). Les réactions comportementales

ont pour but de stimuler I’attention, la vigilance, voire 1’agressivité de 1’animal (Figure 1.1).

Les réactions physiologiques servent a rediriger I’énergie vers le systéme nerveux central,
certains muscles et les parties éventuellement 1ésées de 1’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, de la lipolyse, de la
glycogénolyse et de la gluconéogenéese de fagcon a augmenter les quantités circulantes de
substrats vitaux (oxygene et glucose notamment). Les fonctions physiologiques qui ne sont
pas immédiatement 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 a ’apparition de
troubles pathologiques. 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 l'organisme au stresseur met en jeu le Systeme Nerveux Central (SNC), le
Systéeme Nerveux Périphérique (SNP) et le Systéeme Endocrinien (SE) qui prennent en charge
les stress selon trois phases (Boudarene et al., 1997) : réception du stresseur par les organes
sensoriels et leurs innervations afférentes ; programmation de la réaction au stress au niveau
du cortex et du Systéme Limbique (SL) (amygdale, bulbe olfactif, hippocampe, septum, corps
mamillaire...) (Figure 1.2). Le couple cortex/SL est un systeme d'analyse comparative utilisant
comme banque de données des “souvenirs" issus d'expériences affectives et de
I'apprentissage. Ainsi, le cerveau compare la situation nouvelle (le stress) a des expériences
passées afin d'élaborer une réponse adaptée. La troisieme phase est le déclenchement de la
réponse de I'organisme via I'amygdale et I'hippocampe qui agissent sur I'nypothalamus et la
formation réticulée du tronc cérébral afin d'activer le Systeme Nerveux Orthosympathique
(SNVOS) et le Systeme Endocrinien (SE) (glandes surrénales).
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Stimulus Menagant

Possibilité d’ajustement
(fonction de I’expérience antérieure et de la
constitution génétique)

Menace de perte Perte de controle
de contrdle
Fuite/Combat Dépression
Mode de réponse Mode de réponse passif
actif (défense) (repliement sur soi méme)
A 4 A 4

Systeme sympathique et Systeme hypophyso-

médullo-surrénalien cortico-surrénalien

Figure 1.1: Orientation des réponses neuroendocriniennes a 1’agression suivant le
comportement adopté en face d’une situation (Dantzer et Mormeéde,1979).

Page 24



La formation réticulée déclenche plus particuliérement la réaction d'alarme dont I'amplitude

est modulée par le SL.

Le SGA représente toutes les modifications non spécifiques, ¢’est-a-dire indépendantes du
type de stresseur, qui se développent dans ’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 répercution au niveau neurobiologique et

somatique, et au niveau comportemental et psychologique.

gyrus cingulaire

cx préfrontal

Figure 1.2 : Représentation schématique des composants principaux du systeme limbique
(amygdale, bulbe olfactif, hippocampe, septum, corps mamillaire...)
(BOWSHER, 1980)
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.2.1.1. La phase d’alarme

Lorsque dans notre vie courante le stress augmente au-dela de ce a quoi nous sommes
habitués, nous développons une réaction d'alarme encore appelée réponse de fait ou de
combat. Elle est mise en route par I'effet du stress sur le cerveau par le biais d’hormones
produites par I'nypothalamus et I'hypophyse, se traduisant finalement par une réponse des
surrénales. Celles-ci sécrétent en premier lieu l'adrénaline puis le cortisol et la DHEA
(déhydroépiandrostérone). Ce sont nos trois hormones du stress (Boudarene et al., 1997).

Au niveau neurobiologique et somatique :

Elle résulte de I'activation Ortho-Sympathique (OS) stimulant les organes impliqués dans la
défense (I'appareil cardio-vasculaire, les poumons, le foie et les muscles) et inhibant les
fonctions inutiles (digestion, reproduction, croissance). L'activation OS a un retentissement
particulier sur la médullosurrénale qui est une glande endocrine dont les cellules chromafines
libérent, dans le sang, essentiellement de I'adrénaline lorsque la médullosurrénale est stimulée
par le SNVOS. Ainsi les messagers moléculaires utilisés dans la réaction d'alarme pour
stimuler les organes de défense sont la noradrénaline (NADR) pour la voie empruntant
I'innervation OS des organes et I'adrénaline (ADR) pour la voie surrénalienne. Cette phase ne
dure pas longtemps, de quelques minutes a quelques heures tout au plus. C’est la réaction de

stress proprement dite, identique quel que soit 1’agent agresseur (Boudarene et al., 1997).
Au niveau comportemental et psychologique :

Les situations de stress engendrent une série de comportements le plus souvent désordonnés et
associés a une exacerbation de la vigilance et de 1’état émotionnel par 1’activation des voies
noradrénergiques issues du locus ceeruleus afin d'augmenter la vigilance par leurs impacts sur
le cortex et le systeme limbique (SL). Il y a libération centrale de Béta Endorphines pour
lutter contre la douleur (réaction analgésique). Il peut s’agir d’une accélération des activités
automatiques avec engagement irréfléchi dans des gestes et mouvements exécutés en vitesse
mais sans but et sans précision. Par ailleurs, une suspension, voire une inhibition des activités
avec vide de la pensée, trous de mémoire, impression de paralysie et d’incapacité seront
observés. D’autres fois, les modifications émotionnelles réaliseront un état d’anxiété et
d’affolement important ou un état de panique amenant a des activités stéréotypées et
inefficaces. L expression verbale peut étre accélérée avec un discours plus ou moins cohérent

qui peut se rapporter a I’événement en cause et a la signification qu’il prend dans la vie du
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sujet. L’intérét attribué aux propos tenus par le sujet peut, plus tard aider a comprendre le sens
de la réponse de stress et étre intégré dans la prise en charge thérapeutique. D’autre fois, le
sujet est peu bavard, voire muet. Cette éventualité est souvent associée a un état d’inhibition
motrice. Dans tous les cas, le sujet ressent ces phénoménes comme une rupture d’ordre

psychologique (Crocq, 1992).

[.2.1.2. La phase de résistance

Elle accentue I’activité des systémes noradrénergique et corticotrope. Elle met en jeu
I’ensemble des systémes hormonaux sclon des modalités propres a chaque individu
(Boudarene et al., 1997). Elle fait suite a la réaction d'alarme si I'exposition au stresseur
persiste et résulte en l'activation de I'HPA, lequel active la sécrétion des hormones
glucocorticoides par les glandes corticosurrénales. Les neurones sécréteurs parvocellulaires
du noyau arqué de I'nypothalamus sont activés par I'amygdale et I'hippocampe, ils liberent
dans le systtme “porte" de la circulation hypophysaire des neurohormones CRF
(Corticotropin Releasing Factor ou corticolibérine). En plus de I'activation par le systeme
limbique, I'nypothalamus est stimulé par I'innervation noradrénergique issue en particulier du
locus ceeruleus €t du noyau du tractus solitaire, ce qui renforce la libération de CRF. Le CRF
a pour cible les cellules endocrines (cellules corticotropes) de I'adénohypophyse qui
répondent au CRF en sécrétant I'normone hypophysaire ACTH (adrenocorticotrophin
hormone ou corticostimuline). L'ACTH est libérée dans la circulation générale et active a
distance les cellules de la corticosurrénale qui produisent les hormones corticoides

(glucocorticoides, sexocorticoides, minéral corticoides).

1.2.1.3. La phase d’épuisement

Au niveau neurobiologique et somatique :

Lorsque le stress devient chronique (exposition prolongée et/ou répétée au stresseur), les
capacités énergétiques de I'organisme s'épuisent, le pourcentage de glucose circulant chute,
les cellules ne sont plus nourries correctement. 1l se produit aussi une derégulation de
plusieurs systémes neuronaux et endocriniens provoquant une élévation constante du taux de
glucocorticoides. Des expériences menées chez I'animal indiquent que le stress chronique est
associé a une diminution du rétrocontrdle négatif qu'exercent les glucocorticoides sur I'axe
Hypothalamo-hypophysaire. Les possibilités de I'organisme sont dépassees, I'épuisement est
atteint, c'est un état qui favorise I'apparition de pathologies. D'autant plus que les secrétions en
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glucocorticoides restent élevées et que les glucocorticoides ont un effet suppresseur sur
I'immunité, qu'il y a un pourcentage élevé de cholestérol sanguin (associé a la lipolyse)
(Boudarene et al., 1997).

Au niveau comportemental et psychologique :

Pendant cette phase, des maladies somatiques et psychosomatiques peuvent se manifester
avec plus ou moins de gravité. Les affections cardio-vasculaires accompagnent le plus
souvent les sujets «sur-engagés» dans la lutte (troubles du rythme et infarctus sont les
affections les plus fréquentes). Ces troubles sont habituellement rapportés a un
dysfonctionnement du systeme cathécholaminergique. Les affections digestives (ulcére,
colite, dyspepsies et troubles fonctionnels), les affections dermatologiques et immunitaires,
notamment les déficiences, se rencontrent chez les sujets qui ont un comportement de
«vaincus ». Le stress serait également impliqué dans la dépression. Il entraine une dépression
immunitaire due apparemment a 1’hypercortisolémie chronique et serait responsable des
troubles comportementaux et psychiques observés : retrait social avec indifférence, fatigue
importante et baisse de I’intérét pour 1’alimentation. L hyperactivation de I’HPA serait due
principalement a une altération du rétrocontrdle négatif qui ne se ferait plus (Boudarene et
al., 1997).
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[.3. Neuroimmunologie du stress : Interactions entre le systéme
neuroendocrinien et le systeme immunitaire.

1.3.1. Principales composantes du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire a pour fonction principale de reconnaitre et d'éliminer toute
substance étrangere a l'organisme (les antigénes) et potentiellement dangereuse pour celui-ci,
tout en épargnant I'organisme lui méme. Cette fonction recouvre la distinction entre le soi et le
non-soi. C'est aux globules blancs, également appelés leucocytes, qu'est dévolue la
responsabilité de la lutte contre les micro-organismes pathogénes. Ces cellules proviennent de
cellules souches de la moelle osseuse. Elles circulent dans le sang et dans le systéme
lymphatique et, pour certaines d'entre elles, se fixent dans les tissus.

L'immunité innée représente la premiére ligne de défense contre les antigénes. Elle met en jeu
des cellules phagocytaires mononucléaires, les monocytes et les macrophages par exemple, et
des cellules polynucléaires, les neutrophiles par exemple. Ces cellules capturent les microbes
et les digerent de facon a ce que les cellules mononucléaires puissent présenter les fragments
antigéniques aux lymphocytes. Les lymphocytes ont des récepteurs spécifiques hautement
diversifiés qui leur permettent de reconnaitre les antigénes qui leur sont ainsi présentés
(Castex, 2003).

L'immunité acquise est basée sur la prolifération et la différenciation de lymphocytes
spécifiques d'un antigéne donné en une population de cellules effectrices. Les lymphocytes T
(T pour thymus) présentent la particularité de se différencier et d'acquérir leur compétence
immune dans le thymus avant de migrer dans la rate et les ganglions lymphatiques. Ce sont
les premiers lymphocytes & étre activés au contact de l'antigéne présenté par les cellules
mononucléaires. En présence de I'antigene, certains d'entre eux proliferent et détruisent les
cellules infectées : ce sont les lymphocytes T cytotoxiques. D'autres aident des types
cellulaires différents a intervenir : ce sont les lymphocytes T auxiliaires ou helper. Il y a
plusieurs sous-classes de cellules T qui se distinguent les unes des autres par la nature de la ou
des molécules qu'elles portent a leur surface. Ainsi, les lymphocytes T cytotoxiques sont des
cellules CD8+, car elles expriment une glycoprotéine membranaire appelée CD8 (cluster de
différenciation 8). Ces cellules interviennent dans I'immunité cellulaire. Les cellules T CD4+
sont indispensables pour [l'activation des macrophages et des lymphocytes. D'autres
lymphocytes, connus sous le nom de cellules tueuses naturelles (natural killer [NK]) sont

spécialisés dans la reconnaissance des cellules tumorales dont ils peuvent, dans certaines
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conditions, provoquer la mort. Les lymphocytes B (bone marrow ou moelle osseuse) se
développent dans la moelle osseuse et se différencient en plasmocytes capables de produire
des anticorps quand ils lient I'antigéne en présence d'une sous-classe de lymphocytes T. Les
lymphocytes B interviennent dans l'immunité humorale. Les anticorps, aussi appelés
immunoglobulines (Ig), sont des molécules solubles qui s'attachent de maniere spécifique a
I'antigene qui est a l'origine de leur production. Cette liaison avec l'antigene permet sa
destruction au travers de toute une série de réactions en cascade impliquant les molécules du
complément. La réponse d'immunité humorale est sous-tendue par la formation d'un véritable
clone de lymphocytes différenciés conservant en mémoire I'image moléculaire de lI'antigéne.
De ce fait, toute nouvelle rencontre avec l'antigene se traduira par une réponse immune plus

rapide et plus efficace que la premiére (Castex, 2003).

Les différentes cellules qui sont impliquées dans les réponses immunes communiquent les
unes avec les autres et avec d'autres types cellulaires, les cellules endothéliales des vaisseaux
par exemple, par l'intermédiaire de molécules d'adhésion pour permettre le contact physique
entre les cellules et par des médiateurs solubles connus sous le nom de cytokines ou
d'interleukines. Ces médiateurs sont responsables de la mise en place de la réponse immune et
de sa régulation. lls jouent donc un role capital dans la résistance de I'h6te aux agents
infectieux. Chaque sous-type cellulaire produit des cytokines spécifiques. Les monocytes et
les macrophages sont en premiére ligne dans la réponse contre les micro-organismes
pathogenes. Ils portent a leur surface des récepteurs spécialisés dans la reconnaissance innée
de motifs immuns, les récepteurs de type Toll (en anglais Toll-like receptors TLR).
L'activation de ces récepteurs entraine la production de cytokines dites pro-inflammatoires,
puisqu'elles sont & l'origine de la réponse inflammatoire. 1l s'agit essentiellement de
I’interleukine 1 (IL-1), du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et de l'interleukine 6
(IL-6). 1l existe deux sous-classes de cellules T CD4+ ou lymphocytes T auxiliaires, qui
différent par les cytokines qu'elles produisent et le type de réponse immune qu'elles induisent.
Les lymphocytes Thl sécretent I'lL-2, I'interféron gamma (IFN-3) et le TNF-a, alors que les
lymphocytes Th2 libérent de I'lL-4, de I'lL-6 et de I'lL-10. Les premiéres orientent la réponse
immune vers l'inflammation et I'immunité cellulaire alors que les secondes l'orientent vers

I'immunité humorale (Castex, 2003).
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[.3.2. Mécanismes d'activation de I'axe du stress
[.3.2.1. Mécanismes d'activation par les facteurs cognitifs (Figure 1.3)

Les glucocorticoides sont les produits finaux de I'activation de I'axe du stress et les médiateurs
les plus importants des interactions entre systemes nerveux et immunitaire (Munck et Guyre,
1991). Leurs actions inhibitrices sur le systeme immunitaire sont extrémement diverses. Ils
modifient la distribution tissulaire des lymphocytes T et B et les réponses in vitro a lI'action de
différents antigénes ou mitogénes. A l'inverse, les neutrophiles circulants augmentent. La
prolifération des monocytes/macrophages, qui sont impliqués dans la présentation de
I'antigéne aux lymphocytes, est inhibée par les glucocorticoides ainsi que la production de
lymphokines (IL-2) qui stimulent leurs fonctions. L'effet des glucocorticoides sur les cellules
productrices d'anticorps, les lymphocytes B, est moins net : les cellules stimulées par un
antigéne semblent étre peu sensibles, alors que les cellules non stimulées le sont. Enfin, les
glucocorticoides diminuent I'activité des cellules tueuses (NK). Cette inhibition s'exerce par
I'intermédiaire de récepteurs aux glucocorticoides (Sapolsky et al., 1986 ; Munck et Guyre,
1991 ; Sapolsky et al., 2000).
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Figure 1.3 : Mécanismes d’activation de 1’axe du stress par les facteurs cognitifs (Blalock,
1984).

Ces récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires qui, aprés formation du
complexe hormone-récepteur, vont cibler des génes. En résumé, les glucocorticoides inhibent
de grandes fonctions du systéme immunitaire : croissance des cellules lymphoides, formation
d'anticorps, cytotoxicité cellulaire, réaction inflammatoire. Malgré I'existence d'un petit
nombre de données expérimentales qui montrent qu'un stress aigu pourrait avoir un réle
immunostimulant (Dhabhar, 1998), la grande majorité des données indique un effet
inhibiteur du stress sur I'immunité. Il est donc clair que toute situation physiopathologique qui
éleve de facon importante et continue le taux de glucocorticoides circulants conduit a une

diminution importante de I'activité du systeme immunitaire.
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En outre, l'activation de I'axe du stress implique la libération par I'nypophyse d'une protéine
précurseur : la Pro-opiomélanocortine (POMC), qui se clive en ACTH, endorphine et
différents peptides biologiquement actifs (Brown, 1994). En expérimentation animale,
I'injection d'ACTH a I'effet inhibiteur par I'intermédiaire de I'action des glucocorticoides, mais
aussi une action directe puisque des récepteurs de I'ACTH sont présents sur des cellules
lymphoides (Besedovsky et al., 1986). En ce qui concerne les endorphines, leurs effets in
vitro peuvent étre immunostimulant ou immunosuppresseur en fonction du type cellulaire
considéré, de la concentration et des conditions expérimentales (Besedovsky et al., 1986). I
en est de méme in vivo, leur administration est le plus souvent immunosuppressive mais peut
étre aussi immunoslimulante chez I'Homme comme chez I'animal. Parmi les autres hormones
protéiques hypophysaires seules la GH et la prolactine ont un réle immunostimulant in vivo et
in vitro (Besedovsky et al., 1996) et pourraient antagoniser les effets du stress sur les

fonctions immunes.

Par ailleurs, on a mis en évidence une action des neuromédiateurs du systeme nerveux
autonome sur le systeme immunitaire aussi bien in vitro qu’in vivo. La destruction des
systemes d'innervation sympathique ou parasympathique induit des effets complexes
conduisant le plus souvent a une hyperactivité du systeme immunitaire et en particulier, a la
production d'anticorps. 1l en est de méme pour des neuropeptides tels que la substance P, le
polypeptide intestinal vasoactif (VIP), la somatostatine et le neuropeptide Y. Tous sont
inhibiteurs, a I'exception de la substance P qui stimule le systeme immunitaire (Besedovsky et
al., 1996).

[.3.2.2.Mécanismes d'activation par les facteurs non cognitifs (Figure 1.4)

En 1975, Besedovsky et al. ont montré pour la premiéere fois que la réponse immunitaire
peut elle-méme provoquer des changements de la réponse hormonale principalement via les
cytokines. Ces derniers sont médiateurs de I’immunité et I’inflammation, participent a des
fonctions biologiques trés diverses dans plusieurs systémes, dont le SNC. L’IL-1, par
exemple, est produit par les macrophages en réponse a des agressions pathogénes, ou encore
dans d’autres situations stressantes. La présence de cytokines inflammatoires dans le cerveau
a été initialement attribuée a une synthese exclusive par les cellules myélo-monocytaires
infiltrantes, puisque les cellules nerveuses n’étaient pas supposées produire et utiliser ces
molécules. Puis des études sur des cellules en culture ont montré une capacité de synthése du

TNFa par les cellules gliales, les astrocytes et surtout par la microglie (Holsboeur, 1999).
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Figure 1.4: M¢écanismes d’activation de 1’axe du stress par les facteurs non cognitifs
(Blalock, 1984).

Haour (1998) a pu caractériser des récepteurs spécifiques de IL-1 dans le cerveau de souris
au niveau de neurones (gyrus dentelé de I’hippocampe), de structures vasculaires (plexus
choroide et vaisseaux), I’hypothalamus ou encore dans des structures cérébrales directement
connectées a 1’hypothalamus. Les récepteurs a IL-1 sont plus denses dans 1’hippocampe et
I’hypothalamus (Vitkovic et al., 2000). L’hypothalamus présente des récepteurs a cytokines
(récepteurs d’IL-1). L’IL-1, I’interféron et le TNFou ont une action activatrice sur 1’axe HPA
(Mekaouche et al., 1996). La libération par les surrénales de glucocorticoides inhibe la
réponse inflammatoire et permet de contenir la réaction immunitaire. Le noyau para
ventriculaire de I’hypothalamus (NPV), ou sont localisés les neurones producteurs de CRH,
est sensible a I’action de 1 "IL-1 et a celle de son antagoniste, 1’IL-1Ra (Cartmell. et al.,
1999). La libération de CRH, est stimulée par les cytokines pro-inflammatoires IL-1, TNFa,
mais inhibée par la cytokine anti-inflammatoire TGFa. L’activation de 1’axe HPA par les
cytokines s’accompagne également d’effets sur le métabolisme de certains neuromédiateurs.

Ainsi ’administration d ’IL-1 stimule le métabolisme de la noradrénaline et de la sérotonine,
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notamment dans I’hypothalamus. Ces effets sont semblables a ceux qui sont obtenus par
administration du LPS (Haour, 1998).

Les interleukines agissent directement sur les cellules hypophysaires en culture induisant une
sécretion importante d'ACTH, LH, FSH et GH (Bernton et al., 1987). L'injection d'un
antigene a des souris montre une augmentation du taux plasmatique de corticostérone. En
1987, Bernton et al. démontrent le role central de 1'IL-1 dans cette réaction, en effet
I'injection d'IL-1 humaine & des souris et des rats provoque l'augmentation des taux sanguins
d’ACTH et de glucocorticoides. lls montrent aussi que la mise en culture des cellules
hypophysaires de raten présence d'lL-1 béta humaine augmente la sécrétion d'/ACTH, LH,
GH et de TSH. L'addition d'IL-1 et de recombinant d'IL-2 humaine a une culture de cellules
hypophysaires de rats provoque une augmentation de 'ARNm cytoplasmique permettant la
synthese de la POMC. Les interleukines pourraient agir donc de la méme maniére que le CRF
(Sapolsky et al., 1987; Bernton et al., 1988). Le cortisol inhibe la production d'IL-1 par
les macrophages mis en culture en présence de LPS (Stites et al., 1983). Haour et al. (1998)
ont pu caractérisée des récepteurs d’IL-1 dans le cerveau de souris (neurones, structure
vasculaires, méninges, hypothalamus et hypophyse). Ces chercheurs ont permis de démontrer
que les récepteurs centraux sont profondément modifiés par 1’administration des produits

bactériens (LPS), alors que les récepteurs de I’hypophyse demeurent inchangés.

I.4. Stress et pathologies psychiatriques

Les facteurs de stress psychosociaux peuvent contribuer au déclenchement ou a 1’aggravation
d’un trouble mental. Dans I’évaluation diagnostique du patient présentant un trouble
psychique, nous retrouvons sur I’axe IV du DSM-IV les entités suivantes : problémes avec le
réseau de soutien principal (famille, couple.), problémes liés a I’environnement social,
problémes scolaires, professionnels, domestiques, financiers, difficultés d’accéder aux soins
de santé, probléemes légaux et judiciaires, autres problemes psychosociaux et

environnementaux (catastrophes naturelles, guerre, etc.) (Bourgeois, 1993).

[.4. 1. Stress et anxiété

L’anxiété ou I’angoisse est une émotion normale survenant dans des situations nouvelles
surtout lorsqu’elles sont étrangeres, inattendues ou hostiles. Elle permet a I’individu de
s’adapter en modifiant son comportement ou son environnement. Le seuil de tolérance a cette

émotion varie d’un individu a I’autre (Bourgeois, 1993). Elle devient pathologique lorsqu’elle
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est trop intense, empéchante, désorganisatrice ou lorsqu’elle se chronicise. Elle paralyse

I’individu dans ses capacités a faire face ou coping.

Lorsque le sujet est dépassé¢ dans ses mécanismes d’adaptation face a une demande de
I’environnement, il apparait rapidement un état de crise. Certaines crises aboutiront a une
maturation de 1’étre humain, d’autres ne permettront pas de réponse adaptative adéquate. Les
derniéres seront susceptibles de provoquer des états psychopathologiques tels que les troubles
anxieux, les troubles dépressifs ou psychosomatiques (Crocq, 1992).

Les criteres diagnostiques du DSM-IV classent les troubles anxieux en onze catégories :
trouble panique avec ou sans agoraphobie, agoraphobie sans antécédent de trouble panique,
phobie spécifique, phobie sociale, trouble obsessionnel-compulsif, état de stress post-
traumatique, état de stress aigu, anxiété genéralisée, anxiété due a un trouble somatique,
trouble anxieux non spécifié. Quant a elle, la réaction aux facteurs de stress psychosociaux est
décrite sous forme de trouble de 1’adaptation dont le caractére inadapté peut se traduire par les
manifestations suivantes dans les trois mois qui suivent la confrontation aux agents
stressants : humeur dépressive, humeur anxieuse, caractéristiques émotionnelles mixtes
(anxio-depressives), perturbation des conduites, perturbation mixte des émotions et des

conduites, autres troubles non spécifiés.

Le trouble panique est un trouble émotionnel qui se caractérise par 1’apparition inopinée et la
répétition d’épisodes d’attaques de panique. L’attaque de panique se traduit par 1’apparition
soudaine de palpitations, sensations d’étouffement, tremblements, sueurs, nausées, malaise
digestif... accompagnés de I’impression de mourir, de perdre le controle de soi-méme, ou de
devenir fou. Le trouble panique sera défini par la récurrence de ces attaques de panique. Le

sujet développera souvent une peur importante de la récidive : anxiété d’anticipation.

La premiére attaque de panique survient classiquement de maniére soudaine et inopinée. Elle
correspond parfois a des circonstances particuliéres : accident, maladie, deuil, séparation,
prise de drogue... Pour de nombreux auteurs, deuils et séparations seraient des facteurs
précipitants fréquemment retrouvés (Galinowski, 1993). Certains modeles expliquent que les
patients anxieux posséderaient des schémas latents en rapport avec une vulnérabilité
personnelle. Ces schémas pourraient étre activés dans certains contextes comme les situations

stressantes (Thomas-Antérion et al., 1998 ; Bergeret et al., 1993).
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l.4. 2. Stress et dépression

On admet généralement que les états dépressifs se développent de plus en plus dans le monde.
Si ’on s’en tient aux ¢états dépressifs pathologiques proprement dits, les statistiques de
I’Organisation Mondiale de la Santé estiment que la dépression est la quatrieme maladie
répandue dans le monde. On craint que le poids de la dépression dans les dépenses de la santé

publique augmente dans I’avenir.

Sous I’appellation de dépression nerveuse ou sous celle, plus juste, d’état dépressif, on
désigne en psychiatrie un état pathologique fonde essentiellement sur deux séries de troubles:
d’une part, une modification pénible de I’humeur faite de pessimisme, de sentiments
d’incapacité, d’impuissance, de dévalorisation de soi-méme, de culpabilité; d’autre part, un
ralentissement de 1’activité générale, des fonctions intellectuelles et du comportement
psychomoteur. A ces deux séries de symptdomes s’associent d’autres troubles, le plus souvent
physiques: douleurs, troubles digestifs, manque d’appétit, diminution de la libido, troubles du
sommeil (insomnie; plus rarement, hypersomnie; quelquefois dyssomnie, c’est-a-dire

impression de mauvais sommeil) (Brochier et Olié, 1993).

On décrit deux grandes formes cliniques de dépression, qu’on désigne par les appellations
tant6t de dépression mélancolique et de dépression névrotique, tantdt de dépression endogéne
et de dépression exogene. Tout en se gardant de les rattacher a des catégories nosologiques
discutables. On repére, d’une part, des états dépressifs majeurs, d’autre part, des états
dépressifs mineurs (les premiers correspondant a peu prés aux dépressions mélancoliques, les

seconds aux dépressions névrotiques).

Des événements survenus précocement dans 1’existence pourraient conditionner plus tard
I’apparition de manifestations dépressives. Il s’agit de facteurs favorisants ou prédisposants
qui sont souvent regroupés sous le terme de vulnérabilité. Les événements de vie stressants
ont un role dans DI’apparition ou I’évolution des états dépressifs. Il s’agit de facteurs

précipitants ou déclenchants (Brochier et Olig, 1993).

En dehors de deux grandes formes cliniques que sont la dépression mélancolique et la
dépression névrotique, il existe des états dépressifs qui sont des réactions a un surmenage ou a
des pertes mais & propos desquels on ne peut pas pour autant faire 1’hypothése d’une
personnalité névrotique dépressive sous-jacente. Un certain nombre d’affections somatiques

peuvent commencer a se manifester par un état dépressif, notamment des affections cérébrales
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(traumatisme cranien, tumeur cérébrale, insuffisance circulatoire cérébrale). Il en est de méme
de certaines atrophies cérébrales séniles ou préséniles d’origine autre que vasculaire. L’état
dépressif peut apparaitre aussi comme la premiére manifestation d’une évolution cancéreuse
sous-jacente qui se manifestera quelques mois plus tard. De méme, un certain nombre
d’affections endocriniennes (insuffisance surrénale, hypothyroidie...) peuvent, au cours de
leur évolution, s’accompagner d’un état dépressif. La dépression complique I’évolution des
maladies chroniques : diabéte, athérosclérose, cancer soulevant des problémes thérapeutiques
(Brochier et Olié, 1993).
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Chapitre 11-
Etude des effets du polyphénon E chez un modele animal
de dépression:
Le stress chronique imprédictible (Chronic Mild Stress)
chez le rat male Wistar.



Chapitre II- Etude des effets du polyphénon E chez un modele animal de
dépression: Le stress chronique imprédictible (Chronic Mild
Stress) chez le rat male Wistar.

RESUME

L’objectif de la présente étude est d’examiner les changements comportementaux et
hormonaux suite au stress chronique imprédictible ou chronic mild (or unpredictable/variable)
Stress stress (CMS) (modele animal de dépression) chez le rat male Wistar et d’évaluer les
effets thérapeutiques d’un antioxydant le Polyphénon E (Poly E). Le programme du CMS est
appliqué pendant 40 jours ; Poly E est administré & deux doses 5g/"L" et 10g/"L" durant le
CMS. Les changements comportementaux sont estimés a travers la mesure de la dépression
au test de la nage forcée et de ’anxiété au test du labyrinthe en croix surélevée. Le test de
préférence sucrée (anhédonie) et la consommation d’aliment sont également évalués. Au
terme de I’expérimentation, la testostérone plasmatique et les poids relatives des organes
(Cerveau, surrénales et testicules) sont mesurés. Le CMS diminue les niveaux de testostérone
et fait augmenter les poids relatifs des testicules. Par ailleurs, le CMS génére la dépression et
I’anxiété chez 1’animal, respectivement au test de la nage force et au labyrinthe en croix
surélevée et diminue la consommation d’eau sucrée et de 1’aliment. L’administration du Poly
E1 (5g/"L") chez ces animaux stresses parait contrebalancer ces effets, ce qui dénote un effet
anxiolytique et antidépresseur de cet antioxydant.

Key words: CMS, Polyphénon E, Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), Behavior,

Dépression.
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The aim of the present study is to examine behavioral and hormonal changes in
chronic mild stress (CMS) depression model in male Wistar rate and evaluate the possible
effects of Polyphenon E (PolyE) therapy. CMS (for 40 days) was applied; Poly E (5g/"L" or
10g/"L") was administered during CMS. To evaluate behavioral changes, forced swimming
test (depression) and plus maze test (anxiety) parameters was calculated. The sucrose intake
test and food intake was also evaluated. At the end of the experiment plasma testosterone and
relative organs weight (brain, adrenal and testes) were assessed. The CMS decreases
testosterone levels, increases relative adrenal weight and generated in animals depressogenic-
like, anxiogenic-like behavior, and the loss of succrose and food intake. Contrary, the
administration of Poly E1 (5g/"L") to CMS group seems to reverse adrenal weight and
testosterone levels and causes antidepressive-like and anxiolytic-like behavior. Polyphenon E

could improve negative changes caused by CMS.

Key words: CMS, Polyphenon E, Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), Behavior,
Depression.
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[1.1. INTRODUCTION

Il a été bien établi depuis longtemps que le stress chronique est intimement lié a la
physiopathologie des troubles de I'humeur (Van, 2004). La dépression majeure est un trouble
de I'humeur caractérisé par des symptomes cliniques répertoriés dans le DSM-IV tels que
I'anhédonie (I'incapacité a éprouver du plaisir) (American Psychiatric Association, 2000), des
perturbations de la neurochimie cérébrale (Oguzhanoglu et al., 2014) et les maladies du
systeme Endocrinien (Fava et al., 1987; Frih et al., 2009 ).

Deux des plus importants biomarqueurs hormonaux liés a la dépression sont une
réduction des niveaux de la testostérone plasmatique et une hypercortisolémie chronique
associée a une altération du feed-bach négatif dans l'axe Hypothalamo-Hypophyso-
Surrénalien (HPA) (Nemeroff, 1988 ; Frih et al., 2010). Par ailleurs, il a été rapporté que
parmi les multitudes des facteurs impliqués dans physiopathologie de la dépression, le stress
oxydatif occupe une place importante. La théorie du stress oxydant dans la dépression peut
étre expliquée par le concept suivant lequel des quantités excessives de radicaux libres sont
toxiques pour les cellules neuronales et peuvent affecter l'activité physiologique du cerveau
(Filomeni et Ciriolo, 2006). Les espéces reactives oxygénées sont trés instables par nature et
ont le potentiel d'endommager les protéines cellulaires, les lipides et les acides nucléiques
(Filomeni et Ciriolo, 2006). Les enzymes antioxydants endogénes sont des piégeurs des
radicaux libres (Filomeni et Ciriolo, 2006). Cependant, I'accumulation accrue de radicaux
libres en raison de I'augmentation de production et / ou les irrégularités de résultats de défense
antioxydant dans le stress oxydatif dans le cerveau qui aboutissent a I'élaboration de déficits

psychologiques tels que la dépression (Vargas et Arnett, 2013).

En psychiatrie expérimentale, les modéles animaux sont un outil important pour
étudier les théories neuropsychologiques de troubles spécifiques, tels que la dépression
(Willner, 1997). En conséquence, un modeéle animal a été développé par Willner et al.
(1997) en utilisant une variété des stress chroniques qu'on appelle communément chronic mild
stress (CMS) chez les rongeurs pour imiter les modifications physiopathologiques associées a
des événements stressants qui peuvent invoquer le comportement de la dépression
(depression-like). Le paradigme (CMS) est constitué de plusieurs facteurs des stress
imprédictibles qui sont analogues a ceux rencontrés chez les humains. Les animaux sont
soumis a une varieté de facteurs de stress varies tous les jours. Aprés plusieurs semaines, les

animaux montrent une diminution de la consommation des solutions sucrées agréables au
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godt. Ce comportement est connu sous le terme d'anhédonie, qui est le caractére central de la
dépression (Willner, 1997).

Les antioxydants sont des molécules qui peuvent interagir avec les radicaux libres et
briser la réaction en chaine avant que les molécules vitales soient endommageées. Il a été
suggeré que les fruits et légumes peuvent jouer un rdle important en retardant I'apparition de
certaines maladies, telles que certains cancers, des maladies cardio-vasculaires et les maladies
dégénératives, et présentent des vertus thérapeutiques antioxydantes contre ces maladies
(Rice-Evans, 1999). A ce jour, plus de 3000 flavonoides ont été identifiés. Ceux-ci peuvent
étre trouves principalement dans les pigments des fleurs ou des feuilles (Marfak, 2003). Les
flavonoides sont principalement connus pour leurs propriétés antioxydantes,
vasculoprotectrices (Vitor et al., 2004), anti-inflammatoires et antidiabétiques (Marfak,
2003). Le thé vert contient une quantité considérable de composés polyphénoliques et ces
derniéres années les polyphénols du thé vert ont suscité, de plus en plus, l'attention des

chercheurs travaillant sur la neuroprotection cérébrale.

Le thé vert contient plusieurs composants de catéchines, bien que I'épigallocatéchine-
3-gallate est la catéchine la plus importante et représente 50-80% (Khan et al., 2006) .
Epicatéchine-3-gallate est la deuxiéme composante de catéchine du thé vert, et est associé a
ses propriétés anti-inflammatoires/antioxydantes (Rice-Evans, 1999). D'autres grandes
catéchines du thé vert comprennent I'épicatéchine et I'épigallocatéchine. Le Polyphenon E
(PolyE) est un mélange pharmaceutique phytothérapique qui contient au moins cing
catéchines différentes: épicatéchine, gallocatéchine gallate, I'épigallocatéchine, gallate
d'épicatéchine, et I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), avec EGCG étant le plus Abondant
(Yunetal., 2001).

Le but de la présente étude est d'examiner les changements comportementaux et
hormonaux dans le modele de la dépression CMS chez le rat male Wistar et d'évaluer les

effets du traitement au Polyphénon E.
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II.2. MATERIEL ET METHODES

[1.2.1. Animaux d'expérience

Des rats Wistar males adultes (achetés aupres de I'Institut Pasteur, Alger), pesant entre
200 et 300 g ont eté utilisés. Les rats ont été logés dans des cages en polypropylene. La litiére
composee de copeaux de bois est changee tous les deux jours. Les conditions ambiantes
d'élevage sont bien contrblées; la photopériode est de 12 "h" de lumiére et 12"h" d'obscurité
(lumiere allumée a 07:00 du matin) et la température est de 22+2°C. L'eau et la nourriture
sont servies ad libitum. Les animaux sont manipulés soigneusement 3 a 5 minutes par jour par

I'expérimentateur avant le début de I'expérience.

Apres une période d'acclimatation de 15 jours, 32 rats males ont été divisés en 4
groupes (Figure 11.1):

Un groupe d'animaux controle (n = 8),
Un groupe de 8 rats soumis a un stress chronique pendant 6 semaines (CMS),

Un groupe de 8 rats stresses et traités avec le Poly E a la dose de (5g / "L" d'eau
consommeée) symbolisé CMS + PolyElet

Un groupe de 8 rats traités a la dose de (10g / "L") symbolis¢ CMS + PolyE2.

Le Poly.E est administré pendant 40 jours a un volume constant de 5g / "L" (Poly E1)
et 10g / "L" (Poly E2), sauf avant I'essai de préférence sucrée ou quand les animaux sont

soumis a une privation d'eau au cours du CMS.

Le protocole expérimental du CMS est tracé dans le tableau I1.1.
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Tableau I1.1 : Programme du Stress chronique imprédictible (CMS) appliqué.

Jour Facteur de stress Durée
1 Privation d’eau 24 h

2 Privation de nourriture 24 h
3,4,5 Isolement 24 h

6 Lumiéere clignotante 3h

7 Privation de nourriture 24 h

8 Nage forcee 10 min
9 Litiere humide 1h

10 Privation d’eau 24 h
11, 12 Aucun stress -

13 Litiere humide + 4°C 1h30
14 Lumiére clignotante 2h 30
15 Privation de nourriture 24 h
16 Nage forcée 15 min
17,18, 19 Isolement 24 h
20 Privation de ’eau 24 h
21 Privation de nourriture 24 h
22 Lumiére clignotante 3h

23 Litiere humide 1h

24, 25 Isolement 24 h
26 Litiere humide + 4°C 1h30
27 Nage forcée 10 min
28 Lumiére clignotante 3h30
29 Aucun stress -

30 Privation de nourriture 24 h
31 Litiere humide 1h

32 Lumiére clignotante 3h

33 Privation d’eau 24 h
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Les comportements liés a la dépression ont été évalués avant (état basal) et apres la
procédure CMS par le labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus maze test: EPM) (pour
mesurer le degré d'anxiété) et le test de la nage forcée (Forced swimming test: FST) (Pour

mesurer le degré de dépression). Le protocole expérimental est montré dans la Figure 11.1.

Le protocole expérimental a été approuveé par le Comité scientifique de la Faculté des
Sciences de 1’Université BADJI Mokhtar-Annaba qui est compatible avec les principes de la
santé animale (NIH Publication n ° 85-23, révisé 1985).

[1.2.2.2. Mesure de la consommation d'aliment

La nourriture composée de « pellettes » de composition alimentaire standard pour rat a
été fournie aux animaux (ORAVIE el Harrouch, Skikda, Algérie). Chaque rat recoit le jour du
test une quantité « pré-pesée » (dans une boite) d'aliment. L’aliment restant aprés 8h de
consommation libre est repesé. La différence de poids a été calculée. La consommation de

nourriture a été réalisée les jours : 3, 8, 16, 22 et 31.

[1.2.3. Test de préférence sucrée (anhédonie)

Tous les rats ont été soumis a 48 h d'exposition forcée d'habituation a une solution
contenant 1% de saccharose, au cours de laguelle la solution de saccharose était le seul liquide
disponible pour la consommation, suivie de deux jours d'acces libre a la nourriture et a
I'eau. Apres cela, les rats ont été soumis a la privation d'eau pendant 16"h" avant d'effectuer le
test de préférence sucrée proprement dit. Cette procédure d'habituation et privation n'est
réalisée que la premiére fois au début d'expérimentation, c’est-a-dire. au test de base au jour

Zéro.

Le test de préférence a été réalisé en se basant sur la littérature (Casarotto et
Andreatini, 2007). La préférence sucrée est calculée les jours 0, 11, 21, 34 et 39. Ce test
consiste a mettre dans deux bouteilles de I'eau sucrée (1%) et de I'eau douce du robinet. Ces
deux bouteilles sont « pré-pesées » avant de les présenter a I'animal. Les bouteilles sont
pesées de nouveau 1"h" apres et la consommation d'eau sucrée est calculée selon la formule

suivante:

Préférence sucrée= [Consommation de l'eau sucrée sucrose/ Consommation de l'eau

sucrée sucrose+eau douce] X100.
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[1.2.4. Application du stress chronique (CMS)

Le stress chronique Iégere (CMS) a été utilisé selon la littérature (Willner, 2005). Les
3 groupes de la CMS, CMS + PolyEl, CMS + PolyE2 ont été soumis a 40 jours de stress
chronique imprédictible (Tableau 11.1). Plusieurs facteurs de stress ont été utilisés: la privation
de nourriture, privation d'eau, nage forcée, la lumiére clignotante, l'isolement, la litiére
humide et la litiere humide a 4°C. Le stress a été appliqué a des moments variables d'un jour a
I'autre afin de minimiser sa prévisibilité. Les rats contrbles ont été conservés intacts dans leurs

cages pendant 40 jours, ne recevant que les soins d'habitude, de la nourriture et de I'eau.

[1.2.5. Administration du Polyphénon E

Le Polyphénon E (PolyE) est un mélange pharmaceutique phytothérapique qui
contient au moins cing catéchines différentes: épicatéchine, gallocatéchine gallate,
I'épigallocatéchine, gallate d'épicatéchine, et I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), avec
EGCG étant le plus abondant (Yun et al., 2001).

Dans cette étude, les animaux stressés ont été exposés a deux doses croissantes de
Polyphenon E. Un groupe CMS recoit une dose de 5g/"L" d'eau (PolyE1) et un autre groupe
recoit la dose de 10 g/ "L" (Poly E2). Le Polyphénon E a été obtenu a partir de I'alimentation
Techno Tokyo (Tokyo, Japon).

[1.2.6. Gain de poids corporel

Les poids corporels ont été mesurés chaque semaine durant la procédure du CMS. Le
gain de poids corporel a été calculé comme étant la différence entre le poids du jour zéro et le
jour x du CMS.
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1. Lotissement des rats

Controle CMS CMS+Polyl CMS+Poly2
(Basal) (40 jours) (40 jours) (40 jours)
n=08 n=08 n=08 n=08

2. Test de mesure de la dépression

Croix surélevée Nage forcées Anhédonie Poids corporel

3. Sacrifice des animaux

Récupération du sang Récupération des organes
(Dosage hormonal de la testostérone) (Poids relatifs du cerveau,
par ELISA) testicule et surrénale)

Figure I11.1 : Protocole expérimental
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[1.2.7. Etude comportementale

[1.2.7.1. Test du labyrinthe surélevé

Le plus mase test (Montgomery, 1955) est utilisé pour mesurer le degré d anxiété. Ce
dispositif, en forme de croix est surélevé de 50 cm au-dessus du sol. Il comporte quatre bras
(L =50 cm x | =10 cm) opposés deux a deux ; deux de ces bras sont fermés par des parois de
49 cm de haut tandis que deux autres sont ouverts et entourés de baguettes de Plexiglas de 0,5
cm de haut. Les bras sont reliés par une plate-forme centrale (10 cmx10 cm). Les rats sont
placés au centre du dispositif, face a un bras ouvert, et laissés libres de I’explorer pendant 5
min (300sec). Ce dispositif est surmonté d’une caméra vidéo permettant d’enregistrer le

comportement de ’animal pendant la durée du test.

[1.2.7.2. Test de la nage forcée

La nage forcée (Porsolt et al., 1977) est une méthode d’exploration de 1’effet
antidépresseur d’une molécule et qui évalue le désespoir comportemental lors d’une nage
forcée. Le dispositif de ce test est un aquarium de plexiglas transparent [54cmx34cmx60cm]
rempli d’eau (26°C) jusqu’a une profondeur de 40cm. Il consiste a placer un rat dans de l'eau
dont il ne peut sortir. Le rat commence par nager vigoureusement et a tenter de passer par-
dessus bord ; puis il renonce et s'immobilise par périodes plus ou moins longues au cours
desquelles il ne fait que les mouvements qui lui permettent de tenir la téte hors de I'eau. Les
rats sont soumis a deux essais au cours de laquelle ils sont forcés de nager, et a partir de
laguelle ils ne peuvent échapper. Le premier essai dur 15 minutes. Puis, apres 24 heures, un
deuxiéme essai est effectué. L’épreuve est filmée pendant Smin (test) le temps de nage, le

temps d’escalade et le temps d’immobilité seront calculés.

[1.2.8. Collecte des organes et des échantillons sanguins

Les prélevements sanguins se font par voie rétro-orbitaire a I'aide d'un tube capillaire
le matin entre 08h et 10h. Le sang est recueilli dans des tubes héparinés puis centrifugés a
5000 tours /minute. Le sérum est aliquoté en trois fractions dans des tubes Eppendorf puis

mis au congélateur jusqu'au moment du dosage hormonal de la testostérone plasmatique.

Au terme de I'expérimentation, les rats ont été sacrifiés sous une légere anesthésie a
I'éther. Les testicules, les surrénales et le cerveau sont rapidement prélevés sous glace a 1’aide
de pinces fines, pesés au moyen d’une balance de précision (Scaltec Instruments, Germany)

puis fixés au formol pour la réalisation des coupes histologiques.
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[1.2.9. Dosage de la testostérone par méthode ELISA

La testostérone est une hormone sexuelle méle produite essentiellement a 95% par les cellules
de Leydig des testicules, mais une faible quantité (5 %) est sécrétée également par la
corticosurrénale. Chimiguement, la testostérone est un stéroide en C19. La premiere étape de

la biosynthese des stéroides débute par la conversion du cholestérol en pregnénolone.

Le test ELISA est un examen de laboratoire appelé en anglais: Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay. L’ELISA est une technique biochimique, principalement utilisée en
immunologie afin de détecter la présence d’un anticorps ou d’un antigéne dans un échantillon.
La procédure est basée sur le principe de compétition entre deux antigenes (antigéne marqué
par une enzyme et antigéne non marqué présent dans 1’échantillon) vis-a-vis d’anticorps
specifiques recouvrant les puits des microplaques. Le taux d’antigéenes marqués lié aux
anticorps est inversement proportionnel a la concentration de I'hormone a doser. L’antigéne
non marqué présent dans 1’échantillon déplace une partie des antigénes marqués durant la
phase de fixation a I’anticorps. Dans toutes ces réactions, il se crée un équilibre dynamique.
Apres un lavage qui élimine les anticorps non fixés, les complexes anticorps-antigénes ainsi

marqués sont révélés par addition du substrat TMB.

L’absorbance, mesurée a 450nm, est inversement proportionnelle a la concentration de
testostérone de 1’échantillon. Les dosages des échantillons sont réalisés en comparant
I’absorbance obtenue pour les échantillons, a une courbe étalon préparée a partir de standards

de concentration connue.

1. Pipeter respectivement 10 pl de la solution standard, contréle et échantillon dans les puits

de microplaque;

2. Pipeter 100 ul du conjugué enzymatique fraichement préparé dans chaque puits ;
3. Pipeter 50 pl d’antisérum de la testostérone dans chaque puits;

4. Incuber 90 minute a la 37C° a I’étuve;

5. Eliminer le contenu des puits de la microplaque en procédant au lavage 5 temps, 2 cycles
avec 250 pl de la solution tampon de lavage diluée. Le lavage se fait a I'aide d'un appareil
TECAN Washer Colombus/ Colombus Pro;

6. Pipeter 100l de solution substrat TMB dans chaque puits ;

7. Incuber 20 minutes a la tempeérature ambiante (20-25 C°);

Page 50



8. Arréter la réaction enzymatique en ajoutant 100ul de solution d’arrét TMB dans chaque

puits. Agiter Iégerement, la couleur change de bleu a jaune;

9. Lire la densité optique sur un spectrophotométre & 450 nm dans les 10 minutes suivant

I’addition de la solution d’arrét.

La mesure des résultats se fait a lI'aide d'un lecteur ELISA TECAN Magellan muni d'un
logiciel informatique qui calcul automatiquement la gamme étalon et donne directement la

valeur de la testostérone a l'unité désirée.

[1.2.10. Analyse statistique des résultats

Le Graph Pad Prism 5 pour Windows version 5.01 a été utilisé pour faire I'analyse
statistique. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM. Les résultats ont
soumis a une analyse de la variance ANOVAL ou ANOVA2 suivie par le test post hoc de
Newman et Keuls ou Benferroni. Les résultats ont été considérés comme significatifs
ap <0,05.
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11.3. RESULTATS
[1.3.1. Effet de la CMS et CMS + Poly E sur le comportement dépressif-like
(Nage forcée)
L'analyse de variance ANOVAL a été réalisée afin de comparer les moyennes des
différents groupes Contrdle, CMS, CMS+PolyE1 et CMS+PolyE2 au cours de la nage forcée
(immobilite, escalade et nage). Ce test est suivit de Benferroni post hoc test dans le cas ou

I'ANOVA nous signale une différence significative entre les moyennes des différents groupes.

Le CMS a induit un comportement dépressif-like attesté par une augmentation
significative du temps d'immobilité dans la FST (contréle vs CMS: t = 3,404; p <0,05). En
revanche, le traitement des rats stressés par le Poly E produit un effet antidépresseur-like
expliqué par la réduction des temps dimmobilité (controle vs CMS+PolyEl:
t=9,844, p<0,0001; contrdle vs CMS+PolyE2: t=5,674; p <0,0001); (CMS vs CMS + Poly E1.:
t = 13,25; p <0,0001); (CMS vs CMS + Poly E2: t = 9,078; p <0,0001).

Nous avons également constaté un effet significatif du CMS sur le temps d'escalade (R
au carré = 0.8958, F = 80,23; p <0,0001). Benferroni test indique que la CMS provoque une
diminution significative du temps d'escalade chez les animaux stressés par rapport au groupe
contr6le (contrdle vs CMS: t = 3,826; p <0,001). Le temps d'escalade augmente chez le
groupe CMS + Poly EL1 par rapport au contrdle et CMS groupes (contrdle vs CMS + Poly E1.:
t = 7,835; p <0,0001); (contrdle + vs CMS Poly E2: t = 9,475; p <0,0001); (CMS vs CMS +
Poly E1. t = 11,66; p <0,0001); (CMS vs CMS + Poly E2: t = 13.30; p<0,0001). Le
traitement de animaux a aussi un effet sur le temps de nage (R au carré = 0,8207; F = 42,73
p <0,001). Benferroni test indique que la CMS + Poly E induit une augmentation significative
du temps de nage comparativement aux animaux stressés (CMS vs CMS + Poly E1: t = 10,55
; p <0,0001); (CMS vs CMS + Poly E2: t = 4.134; p <0,001).
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Figure 11.2: Effet du CMS et CMS + Poly E sur le comportement du type dépressif au
test de la nage forcée (A: Piscine temps, B: Escalade temps, C: Temps d'immobilité).
L’analyse de la variance et le test de Benferroni ont été utilisés pour comparer les groupes
I’un a l'autre (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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[1.3. 2. Effets comportementaux de type anxieux du CMS et CMS + Poly E
dans le test du labyrinthe en croix surélevée

L'analyse de variance ANOVAL a été utilisée pour étudier les effets comportementaux de
type anxieux dans I’Elevated plus maze (EPM). L'analyse du temps passé dans les bras
ouverts a révélé un effet significatif des traitements (R au carré = 0,9276; F = 119,7;
p <0,0001). Le traitement (CMS et Poly E) a également un effet sur le nombre d'entrées dans
les bras ouverts (R2 = 0,8362; F = 47,65; p <0,0001) et le temps d'immobilité (R2 = 0,9413;

F = 149,7: p <0,0001).

Les rats stressés passent moins de temps dans les bras ouverts, et il y viennent le
moins souvent. Ceci démontre que le CMS conduit a une augmentation de I'anxiété chez les
animaux. Le CMS induit une diminution de l'activité locomotrice. Inversement le Poly E,

quelle que soit la dose, entraine une augmentation de la locomotion.
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Figure 11.3: Effets du CMS et CMS + Poly E sur le comportement de type anxiété au
test labyrinthe en croix surélevé (A: Temps passé dans les bras ouverts ('s"), B: Nombre
d'entrées dans les bras ouverts, C: Temps d'immobilité ("s" ). L'analyse de la variance a été
utilisée pour comparer les différents groupes, et le test de Benferroni de comparaison multiple

ont servi pour comparer chaque groupe a l'autre (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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11.3.3. Evolution temporelle du gain du poids (grammes) mesuré dans le
CMS et CMS + Poly E
L’ANOVA a 2 critéeres de classification indique que le traitement n'a pas d'effet (F =

1,752; p = 0.1995), par contre, le facteur jours a un effet (F = 18,17; p<0,0001). Le CMS

induit un net effondrement du poids corporel, a la fin de I'expérience (jour 50). Cette

diminution est statistiquement non significative.
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Figure 11.4: Evolution temporelle du poids (grammes) mesuré dans le CMS et CMS +
Poly E. Le traitement par 'ANOVA a 2 facteurs (X jours) et le post-test de Benferroni ont été

utilisés pour comparer les traitements (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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11.3.4. Evolution temporelle de la prise alimentaire (g / 100 g de poids
corporel) chez les groupes CMS et Poly E

L'ANOVA 2 indique une différence significative sur la prise alimentaire (contréle vs
CMS) aux jours (J03, J08, J22 et J31)(p <0,001). La comparaison Controle vs CMS + Poly E1
signale une différence significative en jours (J0, JO3, J08, J16) (p <0,001) et J22 (p <0,05). A
propos du groupe (contrdle vs CMS + Poly E2) on note une différence significative en jours
(JO, J03, JO8) (p <0,001) et jours (J22, J31) (p <0,001). Le comparaison CMS vs CMS + Poly
E1 présente une différence de signification en jours (JO, JO3, J08, J16, J22) (p <0,001). Pour
ce qui est du CMS vs CMS+PolyE2, nous avons souligné une différence en jours (JO, JO3, JO8
et J31) (p <0,001). Enfin, le groupes CMS + PolyEl vs CMS + PolyE2, une différence
significative tous les jours de traitement a été signalée (JO, JO3, JO8, J16, J22, J31) (p <0,001).
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Figure 11.5: Effets du CMS et le Poly E sur I'apport alimentaire (g / 100 g de poids
corporel) mesuré dans CMS et CMS + Poly E. Le traitement par '’ANOVA (X jours) et post-
test Benferroni ont été utilisés pour comparer chaque colonne (traitements) a toutes les autres
colonnes (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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11.3.5. Evolution temporelle de la consommation de saccharose (%) dans
le CMS et CMS + PolyE

L'ANOVAZ2 a indiqué un effet significatif du traitement (F = 342,1; p <0,0001), jours
(F = 353,3; p <0,0001) et une interaction (F = 177,8; p <0,0001). Le post-test de Benferroni
été utilisé pour comparer les traitements. Le test a révélé une différence significative entre
CMS, CMS + Poly E1 et E2 CMS + Poly les jours JO, J21 et J34.
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Table 11.2. Test de comparaison multiple de Bonferroni. Apport de saccharose (%)
dans les groupes de la CMS et Poly E (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Jours
00 11 21 34 39
3.036 1.14 22.58 11.17 23.47
Control vs CMS (t, p) * ns ikl ikl folahed
4.416 1.14 25.72 30.82 1.74
Control vs CMS+Poly E1 (t, p) il ns ool ool Ns
3.195 1.486 0.052 5.457 19.65
Control vs CMS+ Poly E2 (t, p) ** ns Ns foleil ookl
1.38 0 3.135 19.66 21.73
CMS vs CMS+Poly E1 (t, p) Ns ns * ool Fkx
0.1588 0.345 22.64 5.708 3.812
CMS vs CMS+ Poly E2 (t, p) Ns ns ool ool *x
1.221 0.345 25.77 25.37 17.91
CMS+Poly E1 vs CMS+ Poly E2 (t, p) Ns ns folieiel folieiel ookl
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Figure 11.6: Evolution temporelle de la consommation de saccharose (%) dans les
groupes de la CMS et Poly E. Deux voies de traitement par I’ANOVA X jours. Le post-test de

Benferroni a éte utilisé pour comparer les moyennes (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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[1.3.6. Variations des niveaux de la testostérone chez les rats soumis au
CMS et CMS + Poly E.

Le CMS a diminué de maniere significative les niveaux relatifs de testostérone (F =
21,95; R au carré = 0,7016;CMS vs controle: q = 10,2; p<0,0001). Cette diminution est
inverse par un traitement Poly E1 (CMS + Poly E1 vs contréle: g = 2,846;NS).

[1.3.7. Variations du poids relatif des organes (cerveau, testicules et
surrénales) chez les rats soumis au CMS et CMS + Poly E.

Le post-test de comparaison multiple de Newman-Keuls a révelé des différences

statistiquement significative (Figure 11.7).
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Figure 11.7: Variation du poids relatif des organes (g / 100g de poids corporel) (A:
surrénales, C: Cerveau, D: Testicules) et du niveau de testostérone (ng / ml) (B) chez les
animaux soumis au CMS et CMS+PolyE. L'analyse de la variance et le test post hoc, test de
multiple comparaison de Newman-Keuls ont été utilisés (* p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001).
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[1.4. DISCUSSION

Le modéle CMS a été largement utilisé par de nombreux chercheurs, les résultats ont
montré que les rongeurs exposés a un stress chronique réduisent leur consommation de
saccharose apres quelques semaines (Willner., 2005). Nos résultats confirment cette
observation lorsque le stress chronique pendant 40 jours génere chez les animaux des effets
dépressogene-like et anxiogéne-like manifestés par la réduction des temps d'immobilité (dans
le test de la nage forcée)(Figure 11.2), la diminution de la locomotion, du temps passé et le
nombre d'entrées dans le bras ouverts dans le test du labyrinthe en croix surélevé (Figure 11.3),
et la perte de I'apport du saccharose (au test de préférence sucrée saccharose) (Figure 11.6)
appelé comportement d'anhédonie. Ces mesures ont démontré que le CMS provoque une
dépression. Ce qui dénote de la faisabilité de notre modele de la dépression. Ces résultats
comportementaux sont corroborés aux autres parametres hormonaux, en lI'occurrence les taux
de testostérone plasmatiques, et pondéraux (poids relatifs des glandes surrénales, du cerveau
et des testicules) (Figure 11.7). Le CMS provoque une augmentation significative du poids des
surrénales accompagnée d'une réduction du taux de testostérone. Contrairement,
I'administration de Poly E1 a une dose (59 / "L") chez le groupe CMS semble inverser le taux
de testostérone et le poids des surrénales. 1l provoque un comportement antidépresseur et

anxiolytique-like.

Une attention croissante est accordeée au cours de ces derniéres années pour expliquer
I'origine de la baisse de testostérone chez les animaux stresses. Le mécanisme par lequel ils
sont affectés n'a pas encore été clarifié. Néanmoins on sait que le stress est associé a des effets
néfastes sur la fonction reproductrice méle et qu’il augmente la production d'espéces réactives
de l'oxygene dans l'appareil reproducteur méle (Garcia-Diaz et al., 2015). Dans cette étude,
il a été montré que le stress chronique au froid provoque une diminution du poids des
testicules, associée par I'accroissement des especes réactives de I'oxygene et de la production
de la peroxydation lipidique a 20, 40 et 50 jours. L'activité de la superoxyde dismutase (SOD)
et de la glutathion peroxydase (GPx) a diminué tout au long de la durée de stress chronique et
I'activité de la catalase a diminué apres 40 et 50 jours, et a augmenté a 20 jours, et a augmenté
au bout de 20 jours. L'expression de cuivre / zinc superoxyde dismutase et de la catalase n'a
pas été modifiée, mais lI'expression de phospholipides hydroperoxyde glutathion peroxydase a
diminué a 20 jours. Ces résultats suggeérent que le stress chronique au froid provoque un

déséquilibre aigu du statut redox, avec une faible activité enzymatique, mais sans pour autant
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modifier leur expression. En outre, la corticostérone a augmenté, tandis que la testostérone a
diminué.

Le stress psychologique active 1’axe HPA qui abouti & la libération croissante de
glucocorticoides. De nombreuses études ont déduit que les glucocorticoides endogenes jouent
un role important dans les troubles pathologiques induits par le stress (Bratt et al.,
2001). Pendant longtemps, il a été reconnu que la réduction de la testostérone pourrait étre
associée a un dysfonctionnement de I'axe HPA. En effet, I'axe gonadotrope est inhibé a tous
les niveaux par les différents composants de I'axe HPA (Rivier et al., 1986; Rabin et al.,
1988 ;Frih et al., 2010 ; Rabin et al., 1988). Au niveau de I'hypothalamus, la CRH
(Corticotropin Releasing Hormone) inhibe la gonadolibérine (GnRH) dans le noyau arqué
hypothalamique. Cet effet pourrait étre également médiée par la B-endorphine qui provient de
la scission de proopiomélanocortine (POMC) sous I'effet du CRH hypothalamique (Chrousos
et al., 1998). En outre, les glucocorticoides exercent des effets inhibiteurs sur les neurones
hypothalamique @ GnRH, et sur les gonades provoquant une diminution de la sensibilité des
tissus cibles aux stéroides sexuels (résistance périphérique) (Rabin et al., 1988) .

Dans notre étude, nous avons examiné les effets neuropharmacologiques de Poly E dans le
test de la nage forcée (FST)(Figure 11.3). Ce dernier est un modele animal de la dépression.
C'est une situation stressante aversive ou les rats ne peuvent pas s'échapper, et produit
I'immobilité (Porsolt et al., 1977). Au cours de la FST, les rats montrent un comportement
actif (nage et l'escalade), ainsi que passif (I'immobilité). Les molécules qui diminuent la durée
d'immobilité dans la FST sont considérées comme des antidépresseurs efficaces (Porsolt et
al., 1977). Nous avons constaté que le Poly E1 (5g/ "L") diminue le temps d'immobilité. Ceci
indique un effet antidépressif de ces médicaments. Cependant, cette diminution du temps
d'immobilité peut étre en faveur d'une augmentation du temps de la nage. Théoriquement,
lorsqu’une molécule agit dans ce sens, c’est la voie sérotoninergique qui est impliquée (Detke
and Lucki, 1995; Frih et al., 2010). Le Poly E1 exerce son effet antidépressif-like en

agissant sur cette voie.

L’ Elevated Plus Maze test est l'un des modeles les plus répandus pour mesurer
l'anxiété. L'augmentation du nombre d'entrées et le temps passé dans les bras ouverts sont
considérés comme les indices représentant le plus de I'activité de type anxiolytique-like. Dans
ce dispositif, les rats préferent normalement passer beaucoup de temps dans les bras
fermes. Ce comportement semble refléter une aversion pour les bras ouverts, qui est génére

par la peur des espaces ouverts. Les médicaments qui augmentent 1’exploration des bras
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ouverts sont considérés comme des anxiolytiques et I'inverse est vrai (Nic Dhonnchadha et
al., 2003). Au test du labyrinthe (Figure 11.3), nous avons trouvé que le Poly E1 exerce un
effet anxiolytique-like. Ces effets comportementaux peuvent avoir plusieurs origines. Soit le
Poly E1 pourrait agir directement en changeant I'état d'oxydation, ou que ses effets soient

médiés par la corticostérone et / ou la testostérone.

Ainsi, des études ont montré que la testostérone joue un réle important dans les troubles du
cerveau associée au stress. Tout d'abord, les niveaux de testostérone sont positivement
corrélés a une déficience cognitive (Pintana et al., 2015). En outre, il apparait que la
testostérone a exercé des effets bénéfiques dans le fonctionnement du cerveau, y compris la
prévention de la mort des cellules neuronales, équilibre le stress oxydatif cérébral et I'activité
antioxydante, I'amélioration de la plasticité synaptique et impliquant la formation cognitive
(Pintana et al., 2015). En raison de sa nature lipophile, la testostérone traverse facilement la
barriere hémato-encéphalique et agit directement dans le cerveau par voie génomique. En
effet, dans une étude tres récente par Filovaet al. (2015), il a été montré, chez le rat
gonadéctomisé que la testostérone a un effet génomique non rapide par rapport a l'estradiol
qui semble avoir un effet non-génomique rapide. Dans une autre étude, il a été signalé que les
deux testostérone et l'estradiol présentent des effets anxiolytique et antidépresseur-like chez
les rats males gonadectomisés, tout en régulant de facon similaire les médiateurs critiques de
ces comportements, suggérant des mécanismes sous-jacents communs (Carrier et al.,
2015). Dans cette étude, il est suggéré que les effets protecteurs de la testostérone sont médiés
en partie par son aromatisation dans le gyrus dentelé (Carrier et al., 2015 ). Les hormones
corticostéroides régulent le temps d'immobilité dans la FST (Mitchell et Meaney, 1991).
Baez et Volosin (1994) ont noté une augmentation de la corticostérone accompagnée d'une
augmentation du temps d'immobilité dans le test de la nage forcée. D'autres résultats montrent
que la surrénalectomie chirurgicale a diminué le temps d'immobilité (Veldhuis et al., 1985 ;
De Kiloet et al., 1988; Mitchell et Meaney, 1991). Cependant, I'administration de la
corticostérone (1 mg / kg) le premier jour de I'épreuve (aprés premiére FST), augmente la
deuxiéme journée d'essais le temps d'immobilité (deuxieme FST). La dexaméthasone (dose-
dépendante) a aboli cet effet (De Kloet et al., 1988 ; Mitchell et Meaney, 1991). La
métyrapone (120 mg / kg) (blocs 11-béta-hydroxylase) injectée 3 heures avant le premier FST
réduit significativement le temps d'immobilité. Cet effet pourrait étre du a la corticostérone

(dose-dépendante).
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Il existe des preuves expérimentales montrant que les hormones gonadiques stéroides
testostérone et I'estradiol ont des effets neuroprotecteurs (Veiga et al., 2004). Par exemple,
ces stéroides inhibent la neurodégénérescence induite par le stress, principalement dans
I'nippocampe (Elder et al., 2006 ; Vollmayr et al., 2007 ), une structure du cerveau
impliquée dans I'étiologie de la dépression (Bremner et al., 2000). Il a été suggéré que la
dépression est associée a une réduction de la neurogenese des cellules de I'hnippocampe. Ainsi,
les rats stressés qui ont développé une anhédonie pourraient présenter des changements
plastiques dans le cerveau. En effet, des recherches récentes indiquent que la résilience au
CMS est associée a I'expression de protéines alpha et béta SNAP dans le hippocampe et a
I'expression de genes impliqués dans la signalisation de I'hippocampe (Bergstrom et al.,
2007), ce qui suggere que le developpement de I'anhédonie aprés I'exposition au CMS est lie a
une dépréciation de la neurogenese hippocampique ou voies de plasticiteé cellulaire
(Bergstrom et al., 2007; Bisgaard et al., 2007).

Chez les animaux agés, les altérations du cerveau qui conduisent a une plus grande
capacité de développer une dépression expérimentale pourraient étre expliqués aux faibles
niveaux de testostérone et a I'cestradiol liés a I'age; ce qui altérent les processus biologiques
lies a la neuroplasticité et a la neuroprotection (Smith et al., 2005). Dans ce méme ordre
d’idée, certaines études ont montré une diminution, age-dépendante, de la production de
facteurs neurotrophiques tels que le facteur neurotrophique dérivé du cerveau, Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) (Hayashi et al., 2001), qui a son tour est modulée par eostradiol
(Cavus et Duman, 2003) et une réduction, en la fonction de I'dge, de la neurogenése
hippocampique, effectivement rétablie par surrénalectomie (Cameron et McKay, 1999). En
outre, il a été observé que l'eostradiol stimule la neurogenése de I'hippocampe (Tanapat et
al., 1999). Des études cliniques montrant que les niveaux bas de testostérone sont associés a
une augmentation de la capacité de développer une dépression (Yesavage et al., 1985;
Shores et al., 2004), bien que la plupart de ces études chez les patients atteints
d'hypogonadisme, les résultats appuient I'idée qu'il existe une relation inverse entre les

niveaux de la testostérone et la dépression.

Comme nous l'avons souligné auparavant, que le Polyphenon E (polyE) contient au
moins cing catéchines différentes: épicatéchine, gallate gallocatéchine, épigallocatéchine, le
gallate d'épicatéchine, et I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), avec EGCG étant le plus
abondant (Yun et al., 2001). EGCG agit comme un anti-oxydant dans le systéme biologique

(Choi et al., 2001) et atténue la peroxydation lipidique provoquée par diverses formes de
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radicaux libres (Gau et al., 1996). En particulier, 'TEGCG réduit la mort cellulaire neuronale
causée par ischémie globale transitoire (Lee et al., 2000), neurotoxicité induite par la
Amyloide et les dommages des cellules neuronales (Bae et al., 2002), qui sont tous associés a
une augmentation du stress oxydatif. Il a été rapporté que lI'administration a long terme de
catéchines du thé vert permet de réduire les niveaux de ROS de I'hippocampe et la
peroxydation lipidique et augmente le pouvoir d'anti-oxydation chez le rat. Ces changements
ont démontré I'amélioration de déclin cognitif lié a I'age chez les rats (Haque et al., 2006).

Le métabolisme des catéchines du thé vert a été étudié chez I'animal (Kohri et al.,
2001) et chez des sujets humain (Lee et al., 2003 ; Kuriyama et al., 2006). Aprés
administration orale, I'épigallocatéchine gallate (EGCG) est détecté comme EGCG libre ou
ses conjugués ou les deux a la fois; le pic est décelée a 1-2 "h" aprés l'administration
systémique de la dose chez le rat (Unno and Takeo, 1995 ; Kuriyama et al., 2006). Des
études avec I'EGCG radiomarqué chez la souris (Suganuma et al., 1998) ou le rat ont
également démontré son incorporation dans le cerveau et dans d'autres organes tels que le
rein, le ceeur, le foie, la rate et le pancréas. EGCG a une plus forte activité anti-oxydante par
rapport a soit la vitamine E ou C (Rice-Evans, 1999). En outre, dans la réduction de la
peroxydation lipidique induite par les ions ferreux, les valeurs des concentrations inhibitrices
médianes (Clso) de plusieurs anti-oxydants sont les suivantes: 3,32 pM pour I'EGCG, 75,65
PM pour Trolox, 7,63 uM pour les acides lipoiques et 15,48 pM pour la mélatonine

(Nakagawa et Miyazawa, 1997; Kuriyama et al., 2006 ).

Il a été rapporté par Abdul el al. (2008) que le volume de consommation de I'eau Poly
E-mixte était d'environ 60 ml /kg/jour dans le groupe Poly E1 0,5%. De ce fait, une personne
(avec un poids corporel de 50 kg) devrait boire environ 3 "L" de Poly E par jour pour obtenir
des effets similaires. Cependant, les humains consomment des antioxydants (y compris les
vitamines A, B, C et E ainsi que des polyphénols, etc.) a partir de diverses sources de
nourriture tous les jours. Par conséquent, une quantité plus faible de 0,5% de Poly E1-mixte
dans un volume d'eau peut étre efficace chez I'Homme pour assurer des effets
similaires. Cependant, une enquéte détaillée est certainement nécessaire pour comprendre les

vertus des catéchines chez les humains.
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CONCLUSION

Nos resultats suggérent que l'administration a long terme de Poly E prévient les
changements de comportement négatifs probablement causés par le stress oxydatif, au moins
en facilitant les défenses antioxydantes. Cependant, d'autres recherches sont nécessaires pour
clarifier le mécanisme exact du Poly E qui contribue a la prévention des dommages dans le

modele de la dépression du stress chronique léger ou Chronic Mild Stress (CMS)
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Chapitre 111-
Etude des effets du Bacille de Calmette et Guérin (BCG)
chez un modele animal de dépression:
Le stress chronique impreédictible (Chronic Mild Stress)
chez le rat male Wistar.



Chapitre llI- Etude des effets du Bacille de Calmette et Guérin (BCG) chez
un modele animal de dépression: Le stress chronique imprédictible
(Chronic Mild Stress) chez le rat méale Wistar.

RESUME

L’objectif de la présente étude est d’examiner les changements comportementaux et
hormonaux suite au stress chronique imprédictible ou chronic mild stress (CMS) (modele
animal de depression) chez le rat male Wistar et d’évaluer les effets thérapeutiques d’un
agent immunogéne le BCG. Le programme du CMS est appliqué pendant 40 jours ; Le
Bacille Calmette Guérin est administré par voie intradermique @ une dose de 0.25 ml au 18
éme jour du CMS dans le but d’aboutir a une activation du systtme immunitaire innée chez
des rats male Wistar. Les changements comportementaux sont estimés a travers la mesure de
la dépression au test de la nage forcée et de ’anxiété au test du labyrinthe en croix surélevée.
Le test de préférence sucrée (anhédonie) et la consommation d’aliment sont également
évalués. Au terme de I’expérimentation, les poids relatives des organes (Cerveau, surrénales
et testicules) sont mesurés.

Nos résultats ont montré que : le CMS génére la dépression et I’anxiété chez 1’animal,
au test de la nage force et au labyrinthe en croix surélevée et diminue la consommation d’eau
sucrée et de I’aliment. Le traitement par le BCG agit différemment lorsqu'il est administré
seul ou en association avec le CMS. Lorsqu'il est administré seul le BCG exerce un effet
dépressinogénes-like due a I’activation du SI. Au contraire, lorsqu'il est administré chez les
animaux CMS, son effet est plutbt réparateur antidépressif-like. Ces effets pourraient étre
associés aux variations hormonales particulierement stéroidiennes.

Mots clés :

BCG, CMS, Anxiété, Dépression, Testostérone.
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Abstract:

The objective of this study is to examine the behavioral and hormonal changes
due to chronic stress or unpredictable chronic mild stress (CMS) (animal model
of depression) in the male Wistar rats and evaluate the therapeutic effects of an
agent immunogenic BCG. The CMS program is applied for 40 days; The Bacille
Calmette Guerin is administered intradermally at a dose of 0.25 ml in the 18 th
day of the CMS in order to lead to activation of the innate immune system in
male Wistar rats. The behavioral changes are estimated through measuring the
depression in the forced swim test and the test of anxiety in an elevated cross
labyrinth. Preferably the sweet test (anhedonia) and feed intake are also
evaluated. At the end of the experiment, the relative weight organs (brain,
adrenal glands and testes) were measured.

Our results showed that: the CMS generates depression and anxiety in animals
to test the strength swim and maze elevated cross and reduces sugar water
consumption and food. The BCG treatment acts differently when administered
alone or in combination with the CMS. When administered alone BCG exerts
depressinogenes-like effect due to the activation of the IS. On the contrary,
when it is administered to animals CMS, its effect is rather refreshing
antidepressant-like. These effects could be associated with hormonal changes
particularly steroid.

Keywords:
BCG, CMS, anxiety, depression, testosterone.
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[1l.1. Introduction

Les relations complexes entre I'inflammation et la dépression ont attiré cette derniére décennie
I'attention des chercheurs dans tous les domaines de recherche de par ses applications
multiples. Les études précédentes indiquent que la neuroinflammation et la dépression
partagent les voies neuroanatomiques et des substrats neurobiologiques communes, qui
pourraient expliquer la vulnérabilité accrue a la neuroinflammation chez les patients

dépressifs et vice versa (Kubera et al., 2011).

La relation entre la dépression et la neuroinflammation est toujours une question de discussion
et n'a pas éeté entierement comprise. Les événements de vie stressants, des facteurs de stress
externes et/ou des facteurs de stress internes, en lI'occurrence des conditions inflammatoires,
sont largement reconnues comme un facteur prédisposant et précipitant la dépression et par
conséquent sont impliquées dans I'étiologie de la dépression (Maes, 1995 ; Maes, 2008 ;
Maes et al., 1995 ; Maes et al., 2009; Anisman, 2009 ; Miller, 2009).

Le modele animal de stress chronique imprédictible (CMS) est I'un des modeéles classiques de
dépression présenté par Willner et al. (1987). Le paradigme se compose de plusieurs facteurs
de stress qui sont analogues a ceux liés aux humains. Dans ce paradigme, des animaux sont
soumis a une variété de stress chaque jour. Apres plusieurs semaines, les animaux montrent
une diminution de la consommation des solutions sucrée agréable au godt, connue sous le

nom d'anhédonie, qui est le caractére central de la dépression (Willner, 1997).

Chez les animaux et les humains, les voies inflammatoires systémiques provoquent le
comportement de maladie, y compris des comportements tels que I'anhédonie, la réduction
d'activité locomotrice, I'exploration et toilettage, la léthargie, I'anxiété, le hypersomnies,
I'anorexie, la perte de poids, le hyperalgésie et le manque de se concentrer ou les perturbations
de mémoire (Holmes and Miller, 1963 ; Hart, 1988 ; Maier et al., 1993 ; Kelley et al.,
2003 ; Yirmiya, 1996 ; Exton, 1997 ; Qin et al., 2007).

L'inflammation induite par le BCG est considérée comme modéle de dépression
immunodépendant (cellule T), et les symptdmes centraux constituent le comportement de
maladie, a savoir les changements comportementaux qui suivent I'immuno-réaction (Garcia-
Bonacho et al.,, 2000). Une des caractéristiques du comportement négatif obtenu
experimentalement est le changement du rythme circadien de libération de plusieurs

hormones se produisant 18 jours aprées injection de bacille Calmette et Gerin chez les rats.

Le but de notre étude est d'étudier la réactivité neurocomportementale chez deux modeles
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animaux de depression, en l'occurrence le CMS et le BCG, a travers de la mesure de
I'évolution du poids, de l'activité locomotrice (au test des champs ouverts), de l'anxiété (au
test de labyrinthe en croix surélevée): Le CMS et combiné CMS + BCG et de déterminer la
possibilité de développer des symptdmes comme dépressive-like chez des rats. On se basant
sur des données bibliographiques et des études précédentes dans ce domaine de recherche,

nous avons tenté d'expliquer les mécanismes régulateurs impliqués dans chaque situation.

l1I.2. MATERIEL ET METHODES

[11.2.1. Animaux d'expérience

Des rats Wistar males adultes (achetés aupres de I'Institut Pasteur, Alger), pesant entre
200 et 300 g ont été utilisés. Les rats ont eté logés dans des cages en polypropyléne. La litiere
composée de copeaux de bois est changée tous les deux jours. Les conditions ambiantes
d'élevage sont bien contrélées; la photopériode est de 12 "h" de lumiere et 12"h" d'obscurité
(lumiere allumée a 07:00 du matin) et la température est de 22+2°C. L'eau et la nourriture
sont servies ad libitum. Les animaux sont manipulés soigneusement 3 & 5 minutes par jour par

I'expérimentateur avant le début de I'expérience.

Aprés une période d'acclimatation de 15 jours, 32 rats males ont été divises en 4

groupes:
Un groupe d'animaux controle (n = 8).
Un groupe de 8 rats soumis a un stress chronique pendant 6 semaines (CMS).

Un groupe de 8 rats stressés et traités avec le BCG a la dose de 0.25mg / kg de poids

corporel, symbolisé CMS +BCG
Un groupe de 8 rats traités a la dose de 0.25mg / kg, symbolisé BCG
Le BCG est administré au 18eme jour du Chronic Mild Stress par voie intradermique

Le protocole expérimental du CMS est tracé dans le tableau I.
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Tableau I1.1 : Programme du stress chronique imprédictible (CMS) appliqué.

Jour Facteur de stress Durée
1 Privation d’eau 24 h

2 Privation de nourriture 24 h
3,4,5 Isolement 24 h

6 Lumiéere clignotante 3h

7 Privation de nourriture 24 h

8 Nage forcee 10 min
9 Litiere humide 1h

10 Privation d’eau 24 h
11, 12 Aucun stress -

13 Litiere humide + 4°C 1h30
14 Lumiére clignotante 2h 30
15 Privation de nourriture 24 h
16 Nage forcée 15 min
17,18, 19 Isolement 24 h
20 Privation d’eau 24 h
21 Privation de nourriture 24 h
22 Lumiére clignotante 3h

23 Litiere humide 1h

24, 25 Isolement 24 h
26 Litiere humide + 4°C 1h30
27 Nage forcée 10 min
28 Lumiére clignotante 3h30
29 Aucun stress -

30 Privation de nourriture 24 h
31 Litiere humide 1h

32 Lumiére clignotante 3h

33 Privation d’eau 24 h
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Les comportements liés a la dépression ont été évalués avant (état basal) et apres la
procédure CMS par le labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus maze test: EPM) (pour
mesurer le degré d'anxiété) et le test de la nage forcée (Forced swimming test: FST) (Pour
mesurer le degré de dépression). Le protocole expérimental est montré dans la Figure 01.Le
protocole expérimental a été approuvé par le Comité scientifique de la Faculté des Sciences
de I’Universit¢é BADJI Mokhtar-Annaba qui est compatible avec les principes de la santé
animale (NIH Publication n ° 85-23, révisé 1985).

I11.2.2. Mesure de la consommation d'aliment
Cf. Chapitre 11.2.2.
[11.2.3. Test de préférence sucrée (anhédonie)
Cf. Chapitre 11.2.3
[11.2.4. Application du stress chronique (CMS)
Cf. Chapitre 11.2.4

[11.2.5. Administration du BCG
Le vaccin BCG lyophilisé provient de la culture de la sous-souche Connaught du bacille

Calmette Guérin, une souche atténuée du Mycobacterium bovis Karlson & Lessel, 1970 en
suspension dans du glutamate monosodique. Les cultures de BCG sont répandues sur un
milieu de croissance de Sauton, ensuite mélangées avec du glutamate monosodique lyophilisé.
Les cultures du BCG sont viables apres reconstitution. Le vaccin BCG est fourni en fioles
multi-doses accompagnées d’un diluant composé d’une solution saline stérile tamponnée avec
du phosphate contenant 0,025% de polysorbate 80. La concentration du vaccin reconstitué est
de 8 x 105 a 32 x 105 unités formant des colonies (UFC) par dose pour adulte de 0,1 mL (=
0,1 mg BCG), équivalent & 4 x 105 & 16 x 105 UFC par dose pour enfant de 0,05 mL (= 0,5
mg BCG).

La dose de BCG (10 UFC / rat) a été sélectionnée en fonction des indications fournies par
Moreau et al. (2008). Le vaccin a été administré par voie intradermique (1D) au 18°™ jour de

CMS dans un volume de 0.02 ml / rat. Les rats témoins n’ont recu aucune injection.

[11.2.6. Gain de poids corporel

Cf. Chapitre 11.2.6
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1. Lotissement des rats

Controdle CMS CMS+BCG
BCG
(Basal) (40 jours) (18éme jour)

2. Test de mesure de la dépression

Croix surélevée Nage forcées Anhédonie

3. Sacrifice des animaux

Poids corporel

Récupération du sang Récupération des organes
(Dosage hormonal de la testostérone) (Poids relatifs du cerveaux,
par ELISA) testicule et surrénale)

Figure I11.1 : Protocole expérimental
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[11.2.7. Etude comportementale

[11.2.7.1. Test du en croix labyrinthe suréleve
Cf. Chapitre 11.2.7.1

[11.2.7.2. Test de la nage forcée

Cf. Chapitre 11.2.7.2

[11.2.8. Collecte des organes et des échantillons sanguins

Les prélevements sanguins se font par voie rétro-orbitaire a lI'aide d'un tube capillaire
le matin entre 08h et 10h. Le sang est recueilli dans les tubes héparinés puis centrifuges a
5000 tours /minute. Le sérum est aliquoté en trois fractions dans des tubes Eppendorf puis

mis au congélateur jusqu'au moment du dosage hormonal de la testostérone plasmatique.

Au terme de I'expérimentation, les rats ont été sacrifiés sous une légere anesthésie a
I'éther. Les testicules, les surrénales et le cerveau sont rapidement prélevés sous glace a I’aide
de pinces fines, pesés au moyen d’une balance de précision (Scaltec Instruments, Germany)
puis fixés au formol pour la réalisation des coupes histologiques.

[11.2.9. Dosage de la testostérone par la méthode ELISA
Cf. Chapitre 11.2.9

[11.2.10. Analyse statistique des résultats

Le Graph Pad Prism 5 pour Windows version 5.01 a été utilisé pour faire I'analyse
statistique. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM. Les résultats ont
soumis a une analyse de la variance ANOVAL ou ANOVA2 suivie par le test post hoc de
Newman et Keuls ou Benferroni. Les résultats ont été considérés comme significatifs
ap <0,05.
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I1l.3. RESULTATS
[11.3.1. Effet du CMS et CMS +BCG sur le comportement dépressif-like
(Nage forcée)
L'analyse de variance ANOVAL a été réalisée afin de comparer les moyennes des
différents groupes Contréle, CMS et CMS+BCG et BCG au cours de la nage forcée
(immobilite, escalade et nage). Ce test est suivit de Benferroni post hoc test dans le cas ou

I'ANOVA nous signale une différence significative entre les moyennes des différents groupes.

Le CMS a induit un comportement dépressif-like attesté par une augmentation
significative du temps d’immobilite dans la FST (R au carré = 0.8021, F = 37.84;
p <0,0001). Le traitement des rats stressés par le BCG produit un effet antidépresseur-like
expliqué par la réduction des temps dimmobilit¢ (contréle vs CMS+BCG:
t=6.699, p<0,0001);Par contre on remarque un comportement dépressif-like attesté par une
augmentation significative du temps dimmobilite induit par le BCG (BCG vs
CMS+BCG:t=8.380; p <0,0001); (Controle vs BCG: t =1,681).

Nous avons également constaté un effet significatif du CMS sur le temps d'escalade (R
au carré = 0.8977, F = 81,93; p <0,0001). Benferroni test indique que la CMS provoque une
diminution significative du temps d'escalade chez les animaux stresses par rapport au groupe
contrle (controle vs CMS: t = 5.421; p <0,0001). Le temps d'escalade augmente chez le
groupe CMS + BCG par rapport au contréle et CMS groupes (contréle vs CMS + BCG: t =
9.629; p <0,0001); (controle vs BCG: t =4.989; p <0,0001); (CMS vs CMS + BCG: t =9,810
; p <0,0001); (CMS vs CMS CMS+ BCG: t = 15,05; p <0,0001). Le traitement de animaux a
aussi un effet sur le temps de nage (R au carré = 0,8950; F = 79,56p <0,0001). Benferronitest
indique que la CMS +BCG induit une augmentation significative du temps de nage
comparativement aux animaux stressés (CMS vs CMS+BCG: t=10.02 ; p <0,0001); (CMS vs
CMS +BCG: t=12.98; p <0,0001).(Contréle vs CMS+BCG :8.326,P<0.0001).
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Figure 111.2: Effet du CMS et CMS + BCG sur le comportement du type dépressif au
test de la nage forcée (A: Temps de nage, B: Temps d’escalad, C: Temps d'immobilité).

L’analyse de la variance et le test de Benferroni ont été utilisés pour comparer les groupes

I’un a l'autre (* p<0,05, ** p <0,01, *** p<0,001).
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[11.3. 2. Effets comportementaux de type anxieux du CMS et CMS + BCG
dans le test du labyrinthe en croix surélevée

L'analyse de variance ANOVAL a été utilisée pour étudier les effets comportementaux de
type anxieux dans 1I’Elevated plus maze (EPM).L'analyse du temps passé dans les bras ouverts
a revélé un effet significatif des traitements (R au carré = 0,8959; F = 80,32; p <0,0001). Le
traitement (CMS et BCG) a également un effet sur le nombre d'entrées dans les bras ouverts
(R2=0,3962; F = 136,9; p <0,0001) et le temps d'immobilité (R3 = 0,8327,

F = 46,47 p <0,0001).

Nous avons eégalement constaté un effet significatif du CMS et du BCG sur le temps
passe dans les bras ouverts. Benferroni test indique que la CMS et le BCG provoque une
diminution significative du temps passes dans les bras ouverts chez les animaux stressés
seulement (CMS) et traitées seulement (BCG) par rapport au groupe contrdle et au groupe
(CMS+BCG) qui présente une augmentation du temps passe dans les bras ouverts (CMS vs
CMS+BCG: t =5,664; p <0,0001). (CMS vs contrdle : t=13,87; p <0,0001) ;(BCG vs controle :
t=12,92) ;(BCG vs CMS+BCG :t=4,712; p <0,0001) ;(controle vs CMS+BCG :t= 8,208;
p <0,0001).Benferronitest indique que I'association du CMS et BCG induit une
augmentation significative des nombres d entrées dans les bras ouverts comparativement aux
autres groupes danimaux (control vs CMS+BCG :t=9.953; p <0,0001);(BCG vs
CMS+BCG : t=17,46; p<0,0001); ;(CMS vs CMS+BCG : t=17,46; p <0,0001).Pour le
temps d'immobilite Benferronitest indique que I"association du CMS et BCG induit une
augmentation significative du temps d’immobilite  comparativement aux autres groupes
d*animaux (control vs CMS+BCG : t=2.327; p <0,0001) ;(BCG vs CMS+BCG : t=7,950;
p <0,0001) ; ;(CMS vs CMS+BCG : t=10,38 ; p <0,0001).

Cela nous amene a deduire que la combinaison du CMS et du BCG conduit a une
diminution de I"anxiété révélée par une augmentation du temps passé et du nombre d entrées

dans les bras ouverts. Le CMS et le BCG induisent une diminution de l'activité locomotrice.
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Figure 111.3: Effets du CMS et CMS + BCG sur le comportement de type anxiété au test de
labyrinthe en croix surélevé (A: Temps passé dans les bras ouverts ("'s"), B: Nombre d'entrées
dans les bras ouverts, C: Temps d'immobilité (s"). L'analyse de la variance a été utilisée pour
comparer les différents groupes suivi du test de Benferroni de comparaison multiple pour

comparer chaque groupe a l'autre (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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111.3.3. Evolution temporelle du gain de poids (grammes) mesuré dans le
CMS et CMS +BCG:

L’ANOVA a 2 criteres de classification indique que le traitement n'a pas d'effet (F =
6,453; p = 0.0051), par contre, le facteur jours a un effet (F = 26,99; p<0,0001). Le CMS
induit un net effondrement du poids corporel, a la fin de I'expérience (jour 50). Cette

diminution est statistiquement non significative.
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Figure 11.4: Evolution temporelle du gain de poids (grammes) mesuré dans le CMS et CMS +
BCG. Le traitement par I'ANOVA a 2 facteurs (X jours) et le post-test de Benferroni ont été

utilisés pour comparer les traitements (* p <0,05 ** p <0,01, *** p <0,001).
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111.3.4. Evolution temporelle de la prise alimentaire (g / 100 g de poids
corporel) chez les groupes CMS et BCG

L'analyse de variance ANOVA 2 a été réalisée afin de comparer les moyennes des
differents groupes Contréle, CMS et CMS+BCG et BCG au cours de |'expérimentation. Ce
test est suivit de Benferronipost hoc test dans le cas ou I'ANOVA nous signale une différence
significative entre les moyennes des différents groupes.

L’ANOVA a 2 criteres de classification indique que le facteur interaction,traitement
et jour ont un effets significatif sur la prise alimentaire des groupes experimentaux
(F=897,2 ;F2=3915 ;F3=10350) ( p<0,0001).

Le test de Benferroni indique une différence significative sur la prise alimentaire
(contrble vs CMS) aux jours (JO3 : t=32,68 ; JO8 : t=55,95) (p <0,001) (J22 : t=54.47 ; J31:
t=45,05)(p <0,001). Contrdle vs BCG, nous remarquons différence significative aux jours
(JO3 :t=24,37 ; J08 :t=39,14) (p <0,001) (J16 :t=16,25 ; J22 :t=15,69 ; J31=19,94)(p <0,001).

A propos du groupe contrdle vs CMS +BCG, on note une différence significative en
jours (JO3: t= 9,232 ;J08: t=13,85 ; J16 : t=28,25 ; J22 : t=8,494 ; J31=25,67) (p <0,001).
Pour le groupe (CMS vs BCG) on note une différence de signification (p<0,001) entre les
jours (J03:t=57,05; JO8 :t=95,09 : J16 :t=19,48 ; J22: t=70,16 ; J31:t= 25,11). Le groupe
(CMS vs CMS+BCG) presente une différence de signification de p <0,001 (JO3 : t= 23,45 ;
JO8 : t=69,79 ; J16 : t=31,48 ; J22: t=62,96; J31=19,39) (p <0,001). Enfin, le groupes (BCG
vs CMS + BCG), présente une différence significative (p <0,001) tous les jours de traitement
(JO3 : t= 33,60 ; JO8 : t=25,30 ; J16 :t=12,00 ; J22 :t=7,201 ; J31=5,724) (p <0,001).
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Figure 111.5: Effets du CMS et du BCG sur I'apport alimentaire (g / 100 g de poids
corporel) mesurées dans CMS et CMS + BCG. Le traitement par 'ANOVA (X jours) et le
post-test de Benferroni ont été utilisés pour comparer chaque colonne (traitements) a toutes
les autres colonnes (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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111.3.5. Evolution temporelle de la consommation de saccharose (%) dans
le CMS et CMS+ BCG

L'ANOVA a deux voies a indiqué un effet significatif du traitement (F = 256,2;
p <0,0001), jours (F = 107,4; p <0,0001) et une interaction (F = 57,73;p <0,0001). Les post-
tests Benferroni été utilisés pour comparer chaque colonne (traitements) a toutes les autres
colonnes. Le test a révélé une différence significative entre le contréle vs (CMS, CMS + BCG
et BCG) le jour 34 et le jour 39. Aucune significative observee entre le contréle et la CMS +

BCG au jour 00, jour 11, jour 21 et jour 34.
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Table I11.2. Test de comparaison multiple de Bonferroni. Apport de saccharose (%)

dans les groupes CMS et BCG (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Jours 00 11 21 34 39
2.797 1.050 20.81 10.29 21.68
Control vs CMS (t, p) * Ns *hk Kk ok
2.735 0.8814 0.3805 7.210 14.50
Control vs BCG (t, p) * Ns Ns Sk Kkk
Control vs CMs+ Bcg |90 0.00 0.00 1.694 3.695
(t, p) Ns Ns Ns Ns ok
0.06179 0.1691 21.19 3.077 7.119
CMS vs BCG (t, p) Ns Ns Fhk * *hk
2.797 0.1.050 20.81 11.98 17.93
CMS vs CMS+ BCG (t,p) |* Ns Fokk . —
2.735 0.8814 0.3805 8.905 10.81
BCG vs CMS+BCG (t,p) |* Ns Ns ok Fkk
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Figure 111.6: Evolution temporelle de la consommation de saccharose (%) dans les
groupes CMS et BCG. Deux voies de traitement ANOVA X jours et post-test de Benferroni
ont été utilisés pour la comparaison (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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[11.3.6. Variation des niveaux de testostérone (ng/ml) chez les animaux
soumis au CMS et traités au BCG.

Le CMS a diminué de maniére significative les niveaux relatifs de testostérone (F =
24,43; R au carré = 0,7236;CMS vs controle: q = 11,18; p<0,0001). Cette diminution est
inverse par un traitement au BCG (CMS + BCG vs contrdle: q = 3,825 ;p<0,01 BCG vs
CMS+BCG g=4,591p<0,001).

[11.3.7. Variation du poids relatif des organes (ceveau, testicule et
surrénales) (g) chez les animaux soumis au CMS et traités au BCG.

Le post-test de comparaison multiple de Newman-Keuls n’a révélé aucune différence

significative du poids du cerveau entre les groupe expérimentaux (p <0,05).

Une différence significative a été observée concernant le poids des glandes surrénales
chez les groupes contréle vs CMS+BCG : q=4.375 (p <0,05) ; contréle vs CMS : g=3.889
(p <0,05) ; contréle vs BCG : q=2.917 (p <0,05). Mais aucune signification n’est trouvée chez
les autres groupes.

Enfin, le poids des testicules présente une différence non significative entre les
groupes expérimentaux : (Contréle vs CMS) ,(p <0,05), (contréle vs CMS + BCG, contrble vs
BCG), (CMS + BCG vs CMS) , (CMS + BCG vs Controle, CMS vs BCG).
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Figure 111.7: Variation du poids relatif des organes (g / 100g de poids corporel) (A:

Surrénales, C: Cerveau, D: Testicules) et du niveau de testostérone (ng / ml) (B) chez les

animaux soumis au CMS et CMS+BCG. L'analyse de la variance et le test post hoc test de

multiple comparaison de Newman-Keuls ont été utilisés (* p <0,05, ** p <0,01, *** p

<0,001).
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[11.4. DISCUSSION

De nombreuses études ont été entreprises pour comprendre le réle des différents facteurs
contribuant au développement de la dépression et I'anxiété (McEwen, 2005). Le modéele
expérimental le plus utilisé généralement pour évaluer les effets de la dépression chez les
rongeurs est le CMS (Stress chronique imprédictible) a l'origine développé par Willner
(Zunszain et al., 2011 ; Dagyte et al., 2011). Les rats exposés au CMS pendant 40 jours ont
montré une dépression caractérisee par le développement des comportements symptomatiques
de la dépression des humains, tels qu'une réduction significative de la locomotion (Zunszain
et al., 2011), I'anhédonie, un symptéme important de dépression, et la perte de poids corporel
(You et al., 2011). L'exposition a un stress chronique peut également produire des troubles
psychologiques graves tels que l'anxiété et diminution des capacités mémoratives liée a la
dépression (Wollman, 2010). Nos résultats ont prouvé que le CMS a induit les changements
comportementaux cités ci-dessus. Dans le test du labyrinthe en croix surélevée, les rats ont
peur des hauteurs et prennent naturellement refuge dans les bras fermés du dispositif qui
fournissent une plus grande sécurité. Les animaux moins anxieux circulent plus librement
dans les bras ouverts du dispositif (Elizalde et al., 2008). Le test EPM a montré une
augmentation des niveaux d'anxiété chez les rats soumises a une contrainte (CMS) exprimées
par une diminution du nombre d'entrées et du temps passe dans les bras ouverts (Figure 111.3).
L'augmentation du temps d'immobilité des souris soumises au CMS indiquent une diminution
d'activité locomotrice. Concernant I'évolution du poids corporel (Figure 111.4), nous avons
constaté que les rats CMS montrent une perturbation du poids apres que seulement 10 jours de
CMS et de la courbe du poids demeure en deca durant toute I'expérience. Ceci indique que le

modele animal de dépression a été mené avec succes.

Le CMS induit non seulement des comportements dépressive-like mais également des déficits
neurocognitives. Par conséquent, il est important d'examiner les associations entre la
diminution de la neurogenéses et le fonctionnement neurocognitive apres CMS. Ainsi, le
CMS augmente IL-1B, TNFa et IL-6 et provoque des défauts neurocognitive mesurés au test
de morris et au test de reconnaissance des objets (Li et al ., 2008). Dans une autre étude, le
CMS a réduit de maniere significative la survie de nouvelles cellules du cerveau dans le
hippocampe (Mineur et al., 2007). Une relation de cause a effet a été retrouvée entre
I'altération de I'hippocampe, la diminution de la neurogenése et les comportements (Mineur
et al., 2007). Dans le labyrinthe de Morris, il a été constaté que le CMS peut également

induire une altération de la mémoire, a travers la mesure de divers parametres, c.-a-d. le
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nombre d'entrées dans le quadrant cible, le temps passé dans le quadrant cible, temps de
latence, la distance parcourue et le temps de conservation (Frih et al., 2012). En examinant le
4eme jour sans plate-forme, ou les mouvements des souris ont été surveillés pendant 60
secondes afin d'évaluer leur stratégie de recherche de plate-forme et leur capacité de rappeler
son emplacement, nous avons enregistré dans le groupe de CMS une activité locomotrice
réduite (nombre d'entrées et de temps passés dans le quadrant cible) (Frih et al., 2012), qui
explique I'état de déficit des processus neuronaux dans l'intégration sensorielle qui refléte un
dysfonctionnement dans la mémoire spatiale (Wollman, 2010). L'index de rétention a été
sensiblement diminué. Au contraire, la distance parcourue a été augmenté. De nos résultats et
études précedentes sur le CMS, nous pouvons confirmer que le CMS cause une dépression
caractérisée par une anxiéteé accrue associée a une diminution de la locomotion (Gomes et al.,

2009) et a une dégradation de la mémoire (Wollman, 2010).

Parmi les hypotheses proposées pour expliquer la dégradation inhérente au CMS, il y a le
neurotoxicité de quelques produits de stress, comme production des neurotoxines des
médiateurs de l'inflammation, des cytokines pro inflammatoires, des radicaux libres par des
monocytes et des astrocytes, de l'activation des récepteurs neuronaux glutamatergic NMDA,
de l'apoptosis neuronale, changement de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) en circulant des cytokines et le choc oxydant responsables du dysfonctionnement
neuronal suggéré comme convergence possible de ces facteurs a un chemin commun
(Mollace et al., 2001 ; Power et al., 2002 ; Pomerantz, 2004 ; Wallace, 2006).

Le processus inflammatoire peut contribuer aux dommages du BHE. En effet, I'activation du
microglie peut sortir plusieurs substances toxiques comprenant RNOS, cytokines et
glutamate, contribuant aux dommages endothéliaux. En outre, les cytokines tels qu'IL-1B et
TNF-a stimulent I'expression des molécules d'adhérence cellulaire telles quICAM-1, menant
aux extravasations des leucocytes dans le cerveau, produisant également des substances

toxiques semblables & ceux du microglia activé.

L'état d'inflammation lié a la dépression n'est pas limité aux changements du BHE, il est
également trouve dans le cerveau ou I'expression des cytokines est différente comparée aux
tissus périphériques (You et al., 2011). Le stress induit des réponses inflammatoires dans
diverses régions de cerveau produisant des cytokines pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-6
et IL-1 (Zunszain et al., 2011 ; Bian et al., 2012). Cette production est associée a une
diminution de BDNF (facteur neurotrophic cerveau-dérive) et de neurogénese (Miller, 2010).

Les cytokines sont constitutivement exprimés dans le systéme nerveux central (CNS),
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agissant en tant que les modulateurs des fonctions neuronales et de la survie neuronale, et
dans le cas de le stress chronique, ils deviennent néfastes (You et al., 2011). Beaucoup
d'étude ont prouvé que le stress accélére I'apoptose des neurones et entraine des changements
dans la structure et la fonction de I'hippocampe chez les rongeurs. Le hippocampe est la cible
commune de beaucoup dantidépresseur (Zunszain et al., 2011). Le CMS réduit la
neurogenese hippocampal adulte (Dagyte et al., 2011) et le stress oxydant cause in vivo une
détérioration de [I'hippocampe, induisant le comportement d'anxiété et une diminution

d'activité locomotrice chez les souris (Skurlova et al., 2011).

Généralement le CMS peut produire des troubles psychologiques graves (anxiété, dépression,
etc...) et des désordres importants la mémoire qui ont été assignés aux divers facteurs
neurobiologique (Wollman, 2010). Pour quelques auteurs, le stress chronique entraine en
particulier un dysfonctionnement du cortex préfrontal. D'autres auteurs ont mentionné
particulierement l'importance de I'affaiblissement fonctionnel du hippocampe pour expliquer
des problemes de mémoire résultant du stress. En outre, I'inflammation peut stimuler I'activité
de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) par I'intermédiaire de I'action directe des
cytokines sur le cerveau et de I'induction de la résistance aux glucocorticoids (Zunszain et al.,
2011). L'hyperactivation de HPA lié a l'altération du feed-back est le plus largement observeé
chez les patients déprimés. Les glucocorticoides tel que le cortisol sont les hormones libérées
en réponse au stress et régulent le métabolisme et I'immunité mais également la survie et le
neurogenese neuronaux. Les études expérimentales et cliniques ont prouvé que les cytokines
proinflammatoires causent I'nyperactivation de HPA, interruption du sommeil et I'appétit,
activité sexuelle affaiblie, altérent la mémoire et perturbent la neurotransmission, induisant la
dépression et I'anxiété (Song, 2002). L'anorexie est également observée aprés injection de
CRF dans noyau paraventriculaire (PVN) et le traitement des animaux avec les antagonistes
de CRF (CRFa-hélicoidal) ou anti-CRF, des blocs les effets de le stress et anorexie ont été
induit par la sérotonine (5-HT), suggérant que l'activation de 5-HT meéne a la sécrétion de
CRF, qui empéche consécutivement l'ingestion de nourriture (Diane, 2006).

Les études chez les patients déprimés ont montré I'affaiblissement des immuno-réactions
acquises, particulierement réponses a cellule T. Quelques données suggerent que les cellules
de T activées puissent avoir un réle neuroprotecteur important dans le cadre du stress et de
I'inflammation (Miller, 2010). Ces données justifient clairement notre approche dans laquelle
nous avons choisi une stimulation antigénique liée au CMS. Il est bien connu que I'inoculation

sous-cutanée de BCG contenant I'antigene de la mycobactérie ait induit I'inflammation chez
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les rongeurs. Cette inflammation cause la sensibilisation périphérique et centrale (Parent et
al., 2012). L'inflammation induite par BCG est considérée comme modele de les maladies
auto-immune de cellules T (Garcia-Bonacho et al., 2000) et les symptdmes centraux
constituent le comportement de maladie, ou les changements comportementaux qui
accompagnent I'immuno-réaction (Garcia-Bonacho et al., 2000). Trés récemment, Parent et
al. (2012) ont montré que le CFA cause la douleur inflammatoire chronique chez les rats et a
confirmé que ce modéle est tres semblable au CMS concernant I'induction des symptémes de
la dépression et de lI'anxiété. Dans cette étude, I'injection du CFA chez les souris soumises a
un CMS a fourni une réparation partielle de la mémoire dans le labyrinthe de I'eau de Morris
exprimé par un certain nombre d'entrées en plus significatif de quart de cercle de cible
comparé au groupe de CMS (le schéma 2). Le temps dans le quart de cercle de cible est
également supérieur. Le temps de latence et la course sont moins importants. Les résultats
d'autres essais comportementaux (champ ouvert et élevé plus le labyrinthe) sont réparation
partielle comparable et également montrée dans groupe de CMS + CFA. Concernant
I'évolution du poids corporel (le schéma 1) des souris de CFA + de CMS montrent une
restauration trés significative de poids. Cette variation de poids corporel est associée a un

effondrement remarquable du poids relatif du thymus et des surrénales (Tableau 2).

Les études indiquent que I'administration des glucocorticoids a in vivo comme conséquence
une involution thymique prononcée chez les souris, tandis que I'adrénalectomie méne a un
gain de poids significatif du thymus et de la rate et a une augmentation du nombre de cellules
de T spléniques (Ishiyama et al., 1998) En échange, le thymus peut également affecter la
fonction surrénale. Hirokawa et al. (1982) ont constaté que l'implantation du thymus
nouveau-né a augmenté le poids des surrénales chez les souris nude. Selon Arzt et al. (1993)
et Karanth et al. (1993), les cytokines peuvent avoir un effet indirect en induisant la sécrétion
du corticotropin hypothalamique sortant I'hormone (CRH), qui joue un réle trophique
important dans I'activité adrénale. lls ont prouvé que les interleukins IL-2 et IL-6 induisent la
prolifération in vitro des cellules de I'anté hypophyse, aussi bien que la sécrétion de I'hormone
de croissance (GH), de la prolactine (PRL) et de I'hnormone adrénocorticotrope (ACTH). La
réduction de fonction thymique peut augmenter la synthése d'IL-1 (Song, 2002). En outre, IL-
1 induit un changement dans certains systémes de neurotransmetteurs semblables a ceux

observés chez les rats thymectomisés (Song, 2002).

Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer I'effet curatif du BCG obtenu en

notre étude. On lui a suggéré qu'un déséquilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et
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anti-inflammatoires provoqués par le CMS puisse mener aux changements durables de
I'anatomie et de la fonction du cerveau, et ainsi affaiblissement a long terme de I'humeur, de la
connaissance et du comportement (You et al ., 2011). Et il est possible que le BCG administré
aux souris de CMS renverserait le déséquilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires et cette régénération neuronale d'affect d'effet. On lui a également montré que
I'activation du microglia est un phénomeéne t6t, précédant la rupture de BHE (Todd
Butterworth, 1999). Cependant, I'activation du microglia par BCG, bien que souvent lié a la
cytotoxicité a pu probablement protéger le BHE contre 1'effort. D'ailleurs TNFa peut par
I'intermédiaire du TNF-récepteur 1(TNF-R1) activent MAPK (protéines kinases activées par
mitogéne) et augmentent NFkB (kB nucléaire de facteur) causant l'apoptose neuronal
(Hallenbeck, 2002 ), tandis que I'activation du TNF-R2a probablement comme conséquence
les effets neuroprotective (Williams et al., 2005). Ainsi, les deux récepteurs de TNF peuvent
montrer des fonctions antagoniques sur des processus neurodegenerative par lequel TNF-R1
aggrave et TNF-R2 réduise la perte neuronale de cellules, respectivement (Hallenbeck, 2002;
Williams et al., 2005). TNF-R1 et TNF-R2 peuvent induire la voie de NFxB, que ce soit
avec la cinétique perceptible et les composants de déclenchement ascendants. Par exemple,
TNF-R1 induit une activation passagere de NF«kB, tandis que TNFR2 facilite 1'activation
kinase-dépendante de NFkB du phosphatidyl-inositol 3 a long terme (Marchetti, 2004).
Munhozet al.(2004) a signalé que TNFa joue une fonction clé sur la persistance des
dommages cellulaires de cerveau pendant deux semaines apres effort répété. Le réle d'lIL-6 en
réponse aux facteurs de force externes est tres complexe. IL-6 peut protéger des neurones
mais en d'autres conditions peut avoir des effets nefastes. Par exemple, I'administration
intracérébrale d'IL-6 avant I'exposition des rongeurs aux insultes ischémiques ou excitotoxic
empéche la mort de neurone (Lucas et al., 2006). Les souris avec IL-6 l'over expression
chronique, exposition ont marqué le neurodegeneration et la détresse psychologique qui sont
rapportée sa augmenté les concentrations du plasma IL-6 et/ou du cerveau (Allan et
Rothwell, 2003).
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Chapitre V-
Etude comparative des effets du traitement au BCG
chez des rats males et femelles Wistar ayant subi la
ligature du nerf sciatique



Chapitre IV- Etude comparative des effets du traitement au BCG chez des
rats males et femelles Wistar ayant subi la ligature du nerf
sciatique

RESUME

L'objectif de notre travail est I'étude des consequences de la ligature du nerf sciatique sur

1’état de la dépression chez le rat Wistar.

Une ligature du nerf sciatique est réalisée par voie chirurgicale chez deux groupes composés
de 08 rats males et de 08 rates. Le méme nombre chez les méles et chez les femelles est
considéré comme contrdle. Les investigations concernant le degré de dépression sont
obtenues grace au test de la nage forcée de Porsolt (FST). Le degré de dépression est estimé a
partir de la mesure du temps d’immobilité au cours du test. En méme temps, une étude
comparative entre les deux sexes est menée en prenant comme critére de comparaison le

niveau de la dépression.

Une augmentation significative du niveau de la dépression est obtenue chez les rats males
ayant subi la ligature du nerf sciatique. S’agissant de la comparaison entre les rats males et
femelles, un certain niveau de dépression est enregistré chez les rates et en I’absence de tout
traitement. Alors que chez leurs homologues femelles les niveaux de dépression sont trés

réduits. Ceci a été expliqué par les différences hormonales entre les deux sexes.

La ligature du nerf sciatique provoque la dépression chez le rat. Le FST nous a permis
également de constater des différences importantes entre les rats males et femelles devant la

dépression.

Mots clés : Dépression , Nerf sciatique, Nage forcée, Stéroide.
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ABSTRACT

Study of gender differences in the prevalence of depression (Persolt swimming test) in sciatic
nerve injury model Wistar rats.

A sciatic nerve ligation is performed surgically in two groups of 08 male rats and 08 female
rats. The same number in males and females is considered as a control. The investigations
concerning the degree of depression are obtained through the Forced Swimming Test Porsolt
(FST), Plus maze test and sucrose intake. At the same time, a comparative study between the
two sexes.

A significant increase in the level of depression is obtained resulting in male rats that had
undergone ligation of the sciatic nerve. Regarding the comparison between males and females
rats, some level of depression is recorded in female, while among their female depression
levels are very low. This was explained by hormonal differences between the sexes.

The sciatic nerve ligation causes depression in the rat. In the FST also we found significant
differences between male and female rats to depression, suggesting the key role of sex

steroids.

Keywords: Depression - Sciatic nerve injury - Neuroactive forced swimming test - Gender
differences steroids.
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IV.1. INTRODUCTION

La douleur est définie selon I’IASP (International Association for the Study of Pain) comme
une « sensation ou une perception émotionnelle désagréable, consécutive a une altération
tissulaire reelle ou potentielle ou décrite en des termes évoquant une telle altération ». La
douleur inflammatoire est provoquée par l'activation du systeme immunitaire lors de blessures
et/ou d'infections des tissus. Cette douleur inflammatoire a pour but la protection de I'intégrité
physique. En renforgant la sensibilité sensorielle aprés une lésion tissulaire, elle favorise la
récupération de la partie du corps atteinte en créant un environnement d'hypersensibilité
désagréable qui décourage le contact physique et le mouvement, réduisant ainsi les risques de
dommages supplémentaires (Woolf, 2010), Sur le site de la lésion les mastocytes,
neutrophiles, macrophages, lymphocytes T et cellules de Schwann interagissent et concourent
a la sensibilisation des nocicepteurs (Marchand et al., 2005 ; Moalem et Tracey, 2006).
Les mastocytes, libérent leurs produits riches en histamine, cytokines et protéases qui vont
participer a la sensibilisation des nocicepteurs et attirer d’autres cellules sur le site de la
Iésion. Ainsi, les mastocytes semblent jouer un role important dans ’initiation de la douleur
neuropathique (Zuo et al., 2003). Les neutrophiles vont sécréter des cytokines (dont le
TNFa) (Leung et Cabhill, 2010), des réactifs oxygéneés et des chémokines. La déplétion en
neutrophiles circulants est capable de prévenir mais pas de traiter la douleur neuropathique
(Zuo et al., 2003). En méme temps ou apres le recrutement des macrophages, les lymphocytes
T s’infiltrent dans les nerfs 1ésés (Marchand et al., 2005). Ils sont capables d’augmenter leur
hypersensibilité douloureuse (Sommer et Kress, 2004; Moalem et Tracey, 2006). Les
cellules immunitaires résidentes de la moelle épiniere et les cellules gliales jouent un réle
majeur dans le développement de la douleur aprés lésion de nerf périphérique. Les
oligodendrocytes sont en étroite relation avec les neurones, les astrocytes, la microglie et les
cellules endothéliales. Elles peuvent ainsi répondre et sécréter differentes molécules. Ces
cellules sont également sensibles a ’'inflammation et a I’élévation du taux de glutamate,
observés, par exemple, lors de la 1ésion d’un nerf périphérique. Selon (Echeverry et al.,
2008), en cas d’une lésion d’un nerf périphérique, la microglie subit des changements qui
aboutissent a un état « activé ». Ces cellules gliales sont capables, sous différentes conditions
de stimuler, de produire et de libérer une grande varieté de molécules effectrices
intercellulaires appartenant a différentes catégories moléculaires, notamment des molécules
pro-inflammatoires cytokines, chémokines et facteurs de croissance (Eddleston et Mucke,

1993;Yeh et al.,, 2009). Apres la Iésion de nerf périphérique, I’activation astrocytaire se

Page 101



traduit par la libération de differentes molécules, par exemple du glutamate dont la
concentration extracellulaire est augmentée. En effet, la recapture du glutamate n’est plus
assurée a cause de la diminution de 1’expression du transporteur GLT-1 par les astrocytes
(Sung et al., 2003). De plus, les astrocytes peuvent également moduler leur libération de
glutamate (Araque et al., 1999). Apres lésion de nerf périphérique, on assiste a la libération
de différentes molécules proalgésiques par les cellules 1ésées ou activées. Outre 1’histamine,
la bradykinine, I’ATP, la sérotonine ou les prostaglandines, les cytokines jouent un rdle aussi
bien a la périphérie que dans la moelle épiniere en agissant directement ou indirectement sur

les neurones sensoriels primaires ou secondaires (Moalem et Tracey, 2006).

Les cytokines sont des polypeptides médiateurs de I’immunité et de I’inflammation. Elles
participent a des fonctions biologiques trés diverses dans plusieurs systéemes, dont le SNC. La
présence de cytokines inflammatoires dans le cerveau a été initialement attribuée a une
synthése exclusive par les cellules myélo-monocytaires infiltrantes (puisque les cellules
nerveuses n’étaient pas supposées produire et utiliser ces molécules). Des études sur des
cellules en culture ont montré une capacité de synthése du TNFa par les cellules gliales, les
astrocytes et surtout par la microglie (Holsboer, 1999), Les récepteurs de différentes
cytokines sont présents dans le cerveau, soit dans I’hypothalamus méme, soit dans des
structures cérébrales directement connectées a 1’hypothalamus (Vitkovic et al., 2000) .
Certaines d’entre elles sont pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B et IL-6), d’autres exercent une
activité anti-inflammatoire comme, par exemple, I’'TL-10. L’ implication des cytokines dans la
douleur a été démontrée pour la premiére fois en 1988 (Ferreira et al., 1988). Mais, comme
I’attestent des expériences d’inhibition de leur activité, les cytokines ne participent pas a la
douleur aigué (Ramer et al., 2001). Les cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans
les phénomeénes d’hypersensibilité a la douleur. Elles agissent aussi bien a la périphérie qu’au
niveau central. Leur role a la périphérie a notamment été étudié sur des préparations peau-nerf
(Opree et Kress, 2000). L’expression de ces trois (03) cytokines est également augmentée
dans la moelle épiniere (Winkelstein et al., 2001). Injectées par voie intrathécale, elles
augmentent ’activité des neurones de la corne dorsale et induisent chez I’animal une
hypersensibilité douloureuse (Reeve et al., 2000). Des études cliniques ont d’ailleurs montré
qu’il existait un déséquilibre entre cytokines pro- et anti-inflammatoires chez les patients
atteints de neuropathie douloureuse. Ce déséquilibre serait un facteur prédisposant pour
I’apparition de la douleur chronique dans les cas des neuropathies (Koch et al., 2007 ;

Uceyler et Sommer, 2008) .
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L’axe HPA est sensible a 1’action complexe des cytokines, qu’elles soient produites dans le
SNC ou acheminées par voie sanguine du fait de la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique dans la région hypothalamique. L’IL-1, I’IL-6, I’interféron et le TNFa ont une
action activatrice sur cet axe. La libération par les surrénales des glucocorticoides inhibe la
réponse inflammatoire et permet de contenir la réaction immunitaire (Cartmell et al., 1999)
la libération de CRH, est stimulée par les cytokines pro-inflammatoires IL-1, IL-6 et I’ITFNa,
mais inhibée par la cytokine anti-inflammatoire TGFa. L’activation de 1’axe HPA par les
cytokines s’accompagne également d’effets sur le métabolisme de certains neuromédiateurs
(GABA, 5HT ...) (Dunn et al., 1999), aussi les surrénales constituent un autre site
d’interaction entre 1’axe HPA et les cytokines (Marx et al., 1998).

Les interactions entre le Systéeme Nerveux Central (SNC), le stress et le systéme immunitaire
sont mieux connues, en particulier le rdle qu’y jouent les cytokines sur les cellules ainsi que
comme acteurs de liaison et de médiation entre les deux systemes (Thurin, 1996) . Aussi, le
stress oxydatif est associé aux douleurs neuropathiques a la suite d’une lésion d’un nerf
périphérique (Tanabe et al., 2009). L’activation de la NAD(P)H (nicotinamide-adénine-
dinucléotide-phosphate)-oxydase est une source intracellulaire importante de radicaux libres
conduisant a I’activation d’une variété¢ d’événements de signalisation causant 1’expression de
cytokines pro-inflammatoires, ’hypertrophie, la transcription de génes et la migration
cellulaire (Kim et al., 2010). Dans des cas de douleurs neuropathiques accompagnées d’une
lésion d’un nerf périphérique, la NADPH oxydase peut étre suractivée (Ibi et al., 2008 ; Kim
et al., 2010), ce qui occasionne des effets délétéres (dommages a I’ADN et aux protéines).
L'oxyde nitrique synthase (NOS) est potentiellement impliquédans 1’entretien de la douleur
neuropathique (Tanabe et al., 2009). De plus, une augmentation significative des niveaux de

NO a été mesurée dans le nerf sciatique ligaturé (Naik et al ., 2006).

Il existe plusieurs modeles animaux de douleur neuropathique, surtout chez le rat, la plupart
bases sur la production d'une lésion d'un nerf périphérique (principalement le sciatique) par un
trauma physique ou chimique (McMahon et al., 2005 ; Ueda, 2008). Ce modele a vu le jour
en 1988 (Bennett et Xie, 1988).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail, qui est conduit sur des rats ayant subi une
ligature du nerf sciatique. En ce basant sur le test de la nage forcée (FST), nous avons
cherché dans un premier temps d’éventuelles relations entre la ligature du nerf sciatique et
I’incidence de la dépression, puis dans des investigations complémentaires, 1’éventualité

d’une différence dans le degré de dépression entre rats males et femelles neuropathiques.
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IV.2.MATERIEL ET METHODES

IV.2.1. Matériel biologique
Le matériel biologique que nous avons utilisé dans notre étude est le rat Wistar provenant de

I’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux, dont le poids varie entre 200 et 250 grammes, ont été
acclimatés aux conditions standards, de température et d’humidité. L’¢levage a été conduit
dans des cages en polyéthyléne, tapissées d’une litiere composée de copeaux de bois. Les

conditions d’hygieéne et de prophylaxie ont ét¢ observées.

IV.2.2. Modeéle animal :
Notre étude a pour objectif d’étudier, I’incidence de la dépression chez les rats ayant subi la

ligature du nerf sciatique, ainsi que la mise en évidence d'éventuelles différences entre les rats
males et femelles.

A cet effet, nous avons défini quatre (04) lots expérimentaux répartis comme suit :

- Controle male (n=08)

- Controle femelle (n= 08)

- LIG male (n=08)

-LIG femelle (n= 08)

IV.2.3. Ligature du nerf sciatique « sciatic nerve injury »

Le modeéle du rat Ratus ratus de la souche Wistar a subi la ligature du nerf sciatique tandis
que le nerf sural est laissé intact (Zaafour et al., 2015). Les résultats des lésions dont
I’hypersensibilité est marquée dans la zone latérale de la patte qui est innervée par le nerf

sural a été épargnée. Le coté non opéré du rat a été utilisé comme contrdle.

Les rats ont subi des interventions chirurgicales « ligature du nerf sciatique » (sciatic nerve
injury). Suite a cette opération, les sujets ont bénéficié d’un traitement d’anti-cycline a une
dose de 0.3 ml durant cing (05) jours par une injection intra-péritonéale, apres une période

d’un repos total de dix (10) jours.
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1. Lotissement des rats

Contrdle males ligature males Contrdles femelles  Ligature femelles
(n=08) (n=08) (n=08) (n=08)

2. Ligature du nerf sciatique
Anesthésie Chirurgie Période post-chirurgie
Traitement par injection intra-péritonéale de 0.3ml d”Anticycline pendant 5 jours
3. Test de mesure de la dépression

Labyrinthe surélevé Nage forcee Préférence sucrée

La batterie de test se fait chaque dix jours

Figure IV.1 : Protocole expérimental.
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IV.2.4. Protocole expérimental

IV.2.4.1. Anesthésie

- Rats anestheésiés par une injection intrapéritonéale de Kétamine 0.3ml/100g + une goutte par
voie orale de Largactil (chlorpromazine).

- Animaux placés dans un endroit calme et tranquille jusqu’a ce qu’ils soient totalement
anesthésiés.

- Verification des réflexes des rats en pincant le bout de la queue et des pattes avec une paire
de pincette afin de nous assurer de 1I’immobilit¢é des animaux avant toute intervention
chirurgicale.

- Rasage des champs opératoires (a 1’aide d’un rasoir électrique) 1égérement en dessous de la
zone du genou a la région de la hanche.

- Application d’une pommade ophtalmique pour les yeux des animaux a 1’aide d’un coton-
tige.

- Animal placé sur son c6té droit (ou gauche) et placement du membre postérieur gauche (ou
droit) sur une petite plate-forme afin de la tenir élevée. Fixation de la jambe avec du ruban
adhésif.

- Désinfection du champ opératoire avec une alternance de gommage d’éthanol et de

I’extérieur de la Bétadine sur le site chirurgical.

IV.2.4.2. Chirurgie
- Localisation du genou avec le pouce de la main gauche et utilisation d’un scalpel pour faire

une application. Une incision de quelques cm dans le sens longitudinal proximal du genou.
- Ouverture la peau par dissection en utilisant la pointe d’une paire de ciseaux stérilisée.

- Séparation de la couche musculaire par dissection juste a coté du vaisseau sanguin
clairement visible, prés du fémur (os de la cuisse). Les couches musculaires se séparent
facilement sans aucun saignement, révélant le nerf sciatique droit ou gauche en dessous du

muscle.

Il est a signaler qu’en cas de saignement suite 2 un dommage d’un vaisseau sanguin pres du
genou, il faut stériliser a 1’aide d’un coton bourgeon corps pour absorber le sang en appuyant

sur jusqu’a ce que le saignement s’arréte.
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- Rat placé sous un microscope stéréo pour separer délicatement les muscles avec une paire de

pincettes sterilisées afin de visualiser nettement le nerf sciatique.

- ldentification de la zone des branches collatérales et saphénes du nerf sciatique sachant que

le nerf sural est la plus petite des trois branches.

- Réalisation d’un nceud serré chirurgical autour du nerf sciatique. Si le premier nceud est

serré les contractions du membre seront observées.

- Coupure des extréemites de suture avec une paire de micro-ciseaux et fermeture délicate de la
couche musculaire. Ajout d’une goutte de la Lidocaine sur la plaie et suture a I’aide de nceuds

chirurgicaux.

IV.2.4.3. Période post-chirurgie

- Vérification de la suffisance de la pommade oculaire.

- Rat placé dans une cage propre sous une serviette de papier dans une posture confortable a

une température ambiante.
- L’eau et I’aliment sont facilement accessibles pour 1’animal opéré.

- Injection en intra-péritonéal de 1’antibiotique a une dose de 0.3ml durant cing (05) jours

apres I’intervention chirurgicale.

- Réalisation d’une batterie de tests comportementaux (douleur neuropathique et mesures

d’anxiété et de dépression) apres dix (10) jours de la chirurgie.

IV.2.5. Méthodes :

IV.2.5.1. Test de labyrinthe surélevé

Cf. Chapitre 11.2.7.1

IV.2.5.2. procédure de la nage forcée (Forced Swimming Test)
Cf. Chapitre 11.2.7.2

IV.2.5.3.Test de préférence sucrée

Cf. Chapitre 11.2.3

Page 107



IV.2.6. L'analyse statistique des résultats
Le Graph Pad Prism 5 pour Windows version 5.01 a été utilisé pour faire l'analyse. Les

données sont présentées sous forme de moyenne + SEM. Les données ont été analysées par
une analyse de la variance ANOVA1 ou ANOVA2 suivie par le post hoc test de Newman et

Keuls ou Benferroni. Les résultats ont été considérés comme significatifs a p <0,05.
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IV.3. RESULTATS :
Les histogrammes ci-dessous représentent les résultats du test de la nage forcée ou Il'analyse

de variance a été réalisée par I’ANOVAL et suivi d’un test de Newman et Keuls, en cas de

différence significative entre les différents groupes.

IV.3.1. Variation des parameétres du test de la nage forcée (Forced
Swimming test) :

Pour ce qui est du temps d'immobilité (Figure 1V.2), nous avons remarqué une différence tres
hautement significative (F=21.93, R square=0.7327, p<0.0001). Le temps d’immobilité des
rats ligaturés est significativement plus élevé que celui des rats contréle (contréle M vs Lig
M). Les rats contrdle ont un temps d’immobilité significativement inférieur a celui des rates
contrbles (controle M vs controle F). Le temps d’immobilité est significativement réduit chez
les rats contrble par rapport aux rates ligaturées (contréle M vs Lig F). Il est a signaler par
ailleurs que le temps d’immobilité est plus élevé chez les rates ligaturées par rapport aux rats

ligaturés (Lig M vs Lig F).

Le test de Newmen et Keuls a révélé une augmentation significative du temps

d’immobilité chez les femelles, comparé aux méles et ce, avant et aprés la ligature.

En ce qui concerne le temps de nage (Figure 1V.2), ’analyse des résultats a montré des
différences significatives entre les animaux males et femelles et ce avant et aprés la ligature. I
est a signaler une augmentation trés hautement significative (F=33.77; R square= 0.8021,
P <0.0001) entre les rats contrdles et les rates ligaturées (contrble M vs Lig F), entre les
animaux males ligaturés et les femelles ligaturés (Lig M vs Lig F). Une différence hautement
significative est également relevée entre les rat controles et les rates contrble (controle M vs

contréle F); et enfin entre males contrbles et males ligaturés (contréle M vs Lig M).

Le test de Newman et Keuls indique une augmentation significative du temps de nage chez les

males par rapport les femelles avant et apreés la ligature.

L’analyse des résultats concernant le temps d’escalade nous permet de constater une
augmentation significative du temps d’escalade (Figure IV.2) chez les femelles par rapport
aux males. Un niveau significativement plus bas (F= 11.56, R square=0.6012, p<0.0001) est
signalé chez les rats contrdle par rapport aux rates contrdle (contréle F vs contréle M), et
controle femelles et males ligaturés (contréle F vs Lig M). Le temps d’escalade est

significativement plus réduit chez les rats contréles comparé a celui des rates ligaturées
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(contrdle M vs Lig F). Enfin, le temps d’escalade est significativement plus élevé chez les

rates ligaturées par rapport aux rats ligaturés (Lig F vs Lig M).
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Figure 1V.2. Paramétres de la nage forcée chez les rats males et femelles ligaturés et non
ligaturés. (A: Temps de nage, B: Temps d'immobilité, C: Temps d'escalade).
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IV.3.2. Variation des parametres de plus mase test
L'ANOVAL pour le temps passé dans les bras fermés révéle un effet significatif de la ligature

du nerf sciatique (F = 320,3, R = 0,9717 Place, p <0,0001).

Le test de Newman-Keuls montre que le niveau d'anxiété est plus élevé chez les rates que
chez les méles témoins Ceci est révélé par le temps passé dans les bras fermeés plus grand
chez les rates (commande M vs M commande: t = 35.40, p <0,05). Les résultats montrent
également que la ligature du nerf sciatique provogue une augmentation du niveau de l'anxiéte,
comme le montre le temps passé ultérieurement dans les bras fermés chez des rats apres
ligature du nerf sciatique (controle de M vs LIG M: t = 37,40, p < 0,05).

L'ANOVAL pour le temps passé dans les bras ouverts a révélé un effet significatif de ligature
du nerf sciatique (F = 353,8, R = 0,9743, p <0,0001).

Le test de Newman-Keuls a signalé un temps passé dans les bras ouverts plus important chez
les rats méles que chez les rates témoins (contréle F vs contrle M: t = 34.81, p <0,05). De
méme, il est fait I'état d'une diminution significative du temps passé dans les bras ouverts
aprés la ligature du nerf sciatique (contréle M vs LIG M: t = 71.18, p <0,05).
L' ANOVAL pour le temps passé dans le centre a révélé un effet significatif de la ligature du
nerf sciatique (F = 6,592, R = 0,4139, p <0,0001).

Le test de Newman-Keuls pour le temps passé dans le centre révéle principalement une
augmentation significative du temps passé au centre apres la ligature du nerf sciatique
(contrdle M vs LIG M: t = 5,701, p <0,05).
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Figure 1V.3. Labyrinthe surélevé (EPM). Les parametres du test chez les rats males et
femelles ligaturés et non ligaturés (A: Temps passé dans les bras ouverts, B: Temps
passé dans les bras fermés, C: Temps passé dans le centre de le dispositif).
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IV.3.3. Variation de la préférence au saccharose
L'ANOVAL arévelé un effet significatif pour la préférence sucrée au cours la ligature du nerf

sciatique (F = 18,36; R = 0,6630 Place, p <0,0001).

Le test de Newman-Keuls de la préférence sucrée montre que le niveau de consommation est
significativement plus faible chez les méales témoins que chez les rates (Contréle M vs
contréle F: t = 10,17; p <0,05). Il semble également que les rats méales qui ont subi une
ligature du nerf sciatique avaient niveaux significativement plus élevés de consommation de

sucre (commande M vs LIG M t = 7,275, p <0,05).
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Figure 1V.4. Consommation de saccharose chez les rats males et les femelles qui ont subi ou
non la ligature du nerf sciatique.
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IV.4. DISCUSSION

Notre travail consiste a étudier I’effet de la ligature du nerf sciatique sur le degré de
dépression des animaux. Il comporte également une étude comparative entre les méles et
femelles. Nos résultats montrent chez les contrdles que le degré de dépression chez les
femelles est plus important que chez les males, ceci est révélé par les temps d’immobilité qui
sont plus importants chez les femelles que chez les méles. Nous attribuons ces variations du
degré de dépression a la fluctuation du niveau des stéroides sexuels différents chez les
femelles et les males. Les différences de sexe existent dans la prévalence des troubles
dépressifs. Un certain nombre études suggeérent que les rates répondent mieux que les méales a
I' action des inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (IRSS) suggérant que les hormones
gonadiques modulent I'numeur et la réponse aux médicaments (Frye et Walf., 2002) .

D’importantes différences liées au sexe ont été régulicrement signalées parce que son

incidence sur la prévalence et le risque de morbidité est deux fois plus élevé chez les rates

Les symptobmes de la dépression sont également sexuels et les perturbations dans les
concentrations circulantes des hormones ovariennes produisent un comportement de la
dépression (Frye et Walf, 2009). De plus, les changements comportementaux associés avec le
cycle cestral, ont clairement montré une réduction de 1'immobilité et un comportement actif
plus élevé pendant le proestrus (Contreras et al., 1998). De ces observations, il semble
ressortir que les cestrogénes auraient un effet dépresseur (Verdu et al., 2002). D’aprés Stocco
(200), cet enzyme pourrait étre activé par différents facteurs tels que le stress aigu. Les
concentrations d'cestradiol chez les femelles adultes et les rats prépubéres pourraient étre liées
a la réduction de I'immobilité et de son augmentation observée durant l'essai, révélant

I'activation du systéme sérotoninergique (Estrada-Camarena et al., 2006).

L’administration de 17B-estradiol chez les femelles ou chez les rats méles fait augmenter la
nage et réduit l'immobilité dans la FST. L’cestradiol facilite I'effet des IRSS, comme la
fluoxétine, l'antagoniste du récepteur 5-HT1A et bloque 1'effet antidépresseur de I'cestradiol
dans la FST (Estrada-Camarena et al., 2004 ; Martinez-Mota et al., 2008). D'autres études
portant sur 'effet des antagonistes des cestrogénes sur le comportement de nage devraient étre
menées afin de déterminer le role des cestrogénes au cours de la FST chez les rats jeunes et
adultes. Aussi, il est bien connu que les cestrogénes possédent également des propriétés anti-
inflammatoires. Les études realisées chez le rat et la souris ont mis en évidence la capacité de

I’cestradiol a réduire les Iésions tissulaires, tout en diminuant 1’expression de cytokines Thl

Page 116



impliquées dans la réponse inflammatoire aigle, telles que le Macrophage Migration
Inhibitory Factor (MIF), le TNFa, I’IL-1p et I'IFN-y (Verdu et al., 2002 ; Houdeau et al.,
2007).

La progestérone est un stéroide sexuel. Lorsqu’elle est  synthétisée par le systéme nerveux
a partir de la prégnénolone (Craft et al., 2004) , elle semble avec ses meétabolites
neurostéroides (3a-hydroxy-5a-pregnan-20-one ou alloprégnénolone) avoir un effet
antidépresseur-like au cours de la nage forcée (Andrade et al., 2010) . Elle semble également
procurer a 1’organisme une barriére protective en réponse aux changements perpétuels de
I’environnement. Cette protection se fait par la production de stéroides dits neuroactifs
(progestérone et ses métabolites). Il a été démontré que ces produits sont fortement impliqués
dans I’installation de I’anxiété (Frih et al., 2012;Neumann et al.,1998) et de la dépression.

Par contre, la testostérone aurait des effets anxiolytiques et antidépresseurs (Carrier et
Kabbaj, 2012; Carrier et al., 2014). Des rapports récents montrent que chez les males
adultes, le stress augmente la testostérone éventuellement en stimulant la sécrétion de la
gonadotrophine. Cependant des données actuelles plaident contre cette observation depuis les
niveaux de cette hormone restent similaires entre les animaux témoins et ceux exposés a la
FST.

Au cours de I'inflammation, les cytokines circulants suppriment les fonctions reproductrices
en activant la sécrétion hypothalamique du CRH et en inhibant par conséquent la
stéroidogenése ovarienne et testiculaire (Martinez-Mota et al., 2011). L’activation des
cytokines pro-inflammatoires, en altérant la neurotransmission de la sérotonine, serait un des
composants de la dépression. Mais, les cytokines anti-inflammatoires régulent la réponse
inflammatoire en inhibant la production et 1’action des cytokines inflammatoires (Baumann
et Gauldie., 1994).

Chez les males, nous remarquons que la ligature du nerf sciatique provogue une augmentation
de degré de dépression. Ceci est révélé dans nos résultats par une augmentation du temps
d’immobilité chez les males ligaturés. Le niveau de dépression chez les males ligaturés serait
la conséquence de I’intervention chirurgicale qu’a consisté en la ligature du nerf sciatique.
Un grand nombre d'études en examinent la relation entre la dépression et I'inflammation
(Dantzer et al., 2008), et entre I'anxiété et I'inflammation (Kubzansky et Kawachi, 2000).
En outre, la recherche limitée sur I'état de I'anxiété et de I'inflammation a donné un modeéle
mixte de résultats. Apparemment, il existe une relation bidimensionnelle entre le systeme

nerveux central et le systeme immunitaire. Plus récemment, des recherches ont montré que les
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stéroides peuvent également se lier a des récepteurs de neurotransmetteurs spécifiques et
modifier I'excitabilité neuronale (Rupprecht, 2003). Les molécules stéroides qui agissant

comme des neuromodulateurs sont alors appelés neurostéroides.

Des preuves substantielles soutiennent 1’existence de relations réciproques de régulation du
systeme immunitaire par l'axe HPA, avec une attention particuliére portée sur le neurone
hypothalamique CRH, montré comme un principal point de jonction entre les événements
périphériques et les réponses du systéme nerveux central. A cet égard, si la sécrétion de
glucocorticoides est physiologiquement active en réponse a un processus inflammatoire, dans
le but d' empécher des dommages aux tissus consequente de la réaction immunitaire, un
certain nombre d’expérimentations indiquent que d'autres médiateurs de la réaction
inflammatoire / immunitaire , y compris des cytokines , peuvent activer I'axe HPA par le
neurone CRH hypothalamique (Sapolsky et al., 2000) . En effet, la dépression a été associée a

une augmentation des taux circulants de la cytokine pro-inflammatoire (Zorrilla et al.,2001).

Chez les femelles, la ligature du nerf sciatique ne semble pas provoquer une différence
remarquable du niveau de dépression chez les animaux controles. Nous pensons qu’en réalité
la ligature augmente le degré de dépression, cependant cette augmentation n’a pas été
observable dans ce cas a cause de 1’état hyper-dépressif des animaux contrdles. Ce qui a été
expliqué par le rdle joué par les stéroides sexuels et partiellement par les cestrogenes sur 1’état

dépressif.

Nous tenons a attirer I’attention sur le fait que les modifications des temps d’immobilité

observées au cours de la FST sont inversement proportionnelles aux temps de nage observé.

Comme cela a été rapporté dans plusieurs études, ceci signifie que la voie nerveuse est
responsable de la survenue de la dépression par la voie de la 5SHT, comme rapporté par
Albert et Francois (2010). Dans le méme ordre d’idée nous avangons que 1’activation de la

5-hydroxytryptamine (5HT), réduit I'immaobilité par I'augmentation de la nage.

Au cours du test de la nage forcée ou Forced Swiming Test (FST), les antidépresseurs,
produisant une élévation noradrénergique ou dopaminergique prédominante, réduisent

I'immobilité par I'augmentation du temps d'escalade (Kawaura et al., 2010).
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IV.5. CONCLUSION

Au terme de ce travail, qui a été réalisé sur des rats neuropathiques (ligature du nerf sciatique)
et en adoptant le test de la nage forcée (FST) comme outil d’appréciation de la dépression, il
ressort, que les rats ayant subis la ligature du nerf sciatique présentent un degré de dépression
plus ¢élevé. Ceci est bien visible chez les sujets males, ou le temps d’immobilité est plus élevé
chez les rats ligaturés par rapport a leurs homologues non ligaturés. Nous avons expliqué la
survenue de cet état dépressif par I’inflammation survenue suite & 1’intervention chirurgicale.
Cette inflammation va susciter des modifications au niveau du systeme immunitaire avec une
surproduction de cytokines pro-inflammatoires et que ces derniéres seraient dépressinogénes

comme il est rapporté dans plusieurs études.

La FST a également révélé une différence liée au sexe en rapport avec 1’état de dépression. En
effet, le temps d’immobilité mesuré chez les femelles contrdles est plus ¢élevé que celui
mesuré chez leurs homologues males. Ce qui veut dire que les femelles contr6les sont plus
dépressives que les males et ce, en dehors de tout traitement. L’explication de cette différence
réside, selon notre avis, dans la différence hormonale entre les males et les femelles.
L’implication des stéroides sexuels dans les modifications de I’humeur a été beaucoup
documentée. C’est ainsi, qu’il a été attribu¢ a la testostérone un role antidépresseur. D’autres
auteurs attribuent, par contre, a 1’cestradiol des effets dépressinogénes. Un autre courant de
recherche considére la progestérone et certains de ses dérivés comme des substances ayant des
effets antidépresseur-like. Selon ces mémes auteurs, ces dérivés de la progestérone, comme
les prégnénolones sont considérés comme des stéroides neuroactifs lorsqu’ils se trouvent au

niveau du cerveau.
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Chapitre V- Etude des variations des niveaux de la testostéronémie et
d'oestradiolémie chez le modele neuropathique rat male Wistar
traité a I’adjuvant incomplet de freund (AIF).

Résumé:

Les troubles dépressifs majeurs sont couramment observés dans de nombreuses maladies
médicales qui partagent les douleurs inflammatoires chroniques comme un dénominateur
commun. Les douleurs qu’elle soit inflammatoires ou neuropathiques, celles qui sont
provoquées par des lésions du systeme nerveux central ou périphérique, sont les plus difficiles
a traiter du fait de leur résistance aux traitements antalgiques classiques.

Dans notre étude, nous avons choisi un modeéle de douleur neuropathique (ligature du nerf
sciatique) associé a une injection intradermique de 0.02ml de AIF dans le but d’aboutir a une
activation du systeme immunitaire innée chez des rats males Wistar subissant subsequemment
le test de nage forcée (FST).

Notre étude a été complétée par une étude endocrinologique mettant en relief I’importance des
stéroides sexuels sur les fluctuations de la dépression par les dosages hormonaux (testostérone
et cestradiol).

Nos résultats ont montré que : La ligature provoque une augmentation hautement significative
de la dépression aprés 10 jours post opératoires. Ceci est révélé par I’augmentation du temps
d’immobilité au cours de la FST, Cette dépression signalée chez les ligaturés tend a étre
atténuée avec le temps ou l'on constate une diminution significative vingt jours aprés la
ligature.

Le traitement a I’ AIF agit en 2 phases : la 1ére ou I'on remarque un comportement depressif-
like due a I’activation du systéme immunitaire Sl qui provoque une inflammation et une
2éme phase ou on constate un comportement moins dépressif antidépressif-like
oul’inflammation disparait au bout de 20 jours.

Ceci est également associé a des variations hormonales ou I'on observe une augmentation
significative au niveau de la testostérone chez les sujets ligaturés et traités (AIF) et une
diminution significative de |’ cestradiol.

En DP’occurrence ces résultats nous emmenent a mettre en évidence I’existence d’un lien
neuro-immuno-endocrinien qui intervient pour permettre a 1’organisme d’en bénéficier et
rétablir ’homéostasie. En cas de perturbation, ces systémes vont s’associé pour provoquer
des troubles dépressifs voire une dépression majeure.

Mots clés :
AIF, Douleur neuropathique, Inflammation, Testostérone, (Estradiol, Dépression.
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Abstract

Major depression disorders are commonly seen in many medical diseases that share chronic
inflammatory pain as a common denominator. Pains whether inflammatory or neuropathic,
those caused by damage to the central or peripheral nervous system are the most difficult to
treat due to their resistance to conventional analgesic treatments.

In our study, we chose a model of neuropathic pain (sciatic nerve ligation) associated with
intradermal injection of 0.02 ml of Freund's Incomplete Adjuvant (AIF) in order to achieve an
activation of the innate immune system in male Wistar rats subsequently being tested of
forced swimming (FST).

Our study was completed by an endocrinological study highlighting the importance of sex
steroids on the fluctuations of depression by hormonal assays (testosterone and estradiol).

Our results showed that the ligation causes a highly significant increase in the depression 10
days postoperative. This is revealed by increased immobility time in the FST. This depression
reported among ligated tends to be mitigated over time there has been a significant decrease in
twenty days following ligation.

Treatment with AIF is in 2 phases: 1st where we see a depressive-like behavior due to the
activation of the immune system that causes inflammation and a 2nd phase where there is a
less depression antidepressant-like and the inflammation disappears after 20 days.

This is also associated with hormonal changes or there is a significant increase in the level of

testosterone in subjects ligated and treated (AIF) and a significant decrease of estradiol.
These results then takes us to highlight the existence of neuro-immune-endocrine link that

acts to benefit the body and restore homeostasis. In case of disruption these systems

associated will cause depressive disorders also a major depression.

Keywords: AIF, Neuropathic Pain, Inflammation, Testosterone, Estradiol, Depression
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V.1.INTRODUCTION

La réponse inflammatoire chez un sujet normal est un moyen capital de protection contre les
agents bactériens et se caractérise par un équilibre naturel entre les cytokines pro- et anti-
inflammatoires (Munck, 2000). Les quatre signes cardinaux : rougeur, chaleur, cedéme et
douleur démontrent la mobilisation des défenses de 1’hote (Clarck et al., 1994) .Aujourd’hui,
La discipline fait une distinction fondamentale entre I’inflammation aigué et 1’inflammation
chronique. L’inflammation aigué¢ comprend la réponse immédiate et précoce a 1’agression.
L’inflammation chronique persiste lorsque le facteur déclenchant, ou la stimulation, persiste
(McGeer et Rogers, 1992). Donc L’inflammation périphérique peut atteindre directement le
Systéeme Nerveux Central (SNC) par 'intermédiaire des médiateurs de 1’inflammation
(interleukines et prostaglandines) qui pénétrent le cerveau par les zones dépourvues de la
Barriére Hémato-Encéphalique (BHE) (Calvino et al., 2007).

La douleur peut étre considérée comme participant a une fonction protectrice, un signal
d’alarme, a la suite d’une Iésion ou d’un traumatisme d’un tissu périphérique de 1’organisme
engendrant une réaction de defense inflammatoire. Kuner (2010) a rapporté que la douleur
est un des symptdmes les plus courants rencontrés a la clinique, et la douleur inflammatoire
représente un type important de la douleur.

Cette derniére peut se prolonger dans le temps et engendrer des douleurs inflammatoires
chroniques, mais peut aussi concerner un tissu nerveux engendrant une lésion neuropathique,
et donc des douleurs neuropathiques chroniques. La douleur perd alors sa signification de
signal d’alarme pour devenir une maladie en soi, un véritable syndrome.

Par ailleurs, plus de la moitié des patients qui souffrent de douleur neuropathique développent
des troubles de I'hnumeur tels que la dépression et l'anxiété étant donné que le stress externe
est largement reconnu comme étant un facteur prédisposant et facteur déclenchant de la
dépression (Dellarole et al., 2014; Ali Rachedi et al., 2015). Car il est maintenant prouvé que
la dépression est accompagnée par l'activation du systeme immunitaire, inflammatoire et le
stress oxydatif (Kubera et al., 2011). Notamment lorsque cette inflammation neuronale est
prolongée du fait d’une cause inconnue, surtout non diagnostiquée, comme une infection
chronique ancienne et symptomatique, elle met en jeu nos defenses cellulaires et humorales,
créant une perturbation biologique génératrice de stress oxydant. Par "stress oxydatif", il faut

comprendre une agression chimique oxydative, une oxydation des constituants de notre

Page 123



organisme, due a un exceés de molécules particulierement nocives que 1’on appelle les
radicaux libres de I’oxygeéne (Djemli et al., 2015; Fraia et al., 2015). Cette oxydation
dénature les protéines, les lipides, les sucres et méme I’ADN, et par la les membranes
cellulaires (Djemli et al., 2015). Il a été démontré également que la dépression est une des
causes primaires d’une hyperactivité de 1’axe Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien (HPA)
caractérisée par une résistance au rétrocontrole négatif des glucocorticoides de cet axe (Frih
et al., 2009). Ce dernier serait un des acteurs principaux de la réponse au stress (Rubin et al.,
1966 ).

Aujourd’hui, les douleurs qu’elles soient inflammatoires ou neuropathiques, celles qui sont
provoquées par des lésions du systéme nerveux central ou périphérique, sont les plus difficiles
a traiter du fait de leur résistance aux traitements antalgiques classiques. Les traitements
utiliseés présentement font appel a des classes thérapeutiques non spécifiqguement ciblées sur la
douleur, en particulier des antidépresseurs. Leur efficacité limitée ne repose en fait que sur
des observations empiriques. Une meilleure connaissance des processus physiopathologiques,
sous-tendant les douleurs neuropathiques, constitue un préalable a toute innovation
thérapeutique (M'Dahoma, 2013).

C’est a cette fin qu’on s’est appliqué a développer des modéles de douleurs neuropathiques
(Ali Rachedi et al., 2015; Zaafour et al., 2015) chez le rat en réalisant une ligature au niveau
du nerf sciatique pour étudier les caractéristiques comportementales a travers les parametres
du test de la nage forcé (temps de nage, d’immobilité et I’escalade), fonctionnelles, cellulaires
et biochimiques par les dosages des parametres hormonaux (testostérone et cestradiol) . Nous
avons donc élaboré ce protocole expérimental dans le but de mettre en évidence 1’activation
du systéme immunitaire par une injection intradermique de I’ Adjuvant Incomplet de Freund
(AIF) dans le but de démontrer les liens existant entre les systemes nerveux, immunitaire et

endocrinien.
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V.2.MATERIEL ET METHODES :

V.2.1. Matériel biologique :

Notre matériel biologique est le rat male blanc de la souche Wistar, agé d’environ six (06)
mois et de poids moyen de 250g + 10g provenant de I'Institut Pasteur d'Alger.

Les animaux ont été éleves dans des cages en polyéthylene. Ils ont subit une période
d'adaptation de quatre (04) semaines dans les conditions environnementales de la salle
d'expérimentation (photopériode naturelle, humidité, température, etc ...). Leur nourriture
¢tait composée de mais, d’orge, de lait et de compléments vitaminés. L’eau de boisson est
servie dans des biberons ad libitum.

Les rats ont été soumis a un régime photopériodique naturel. En raison de I’extréme
susceptibilité des systémes de riposte au stress a toutes sortes d’agressions, nous avons attaché
la plus grande importance aux conditions de manipulations journali¢res et a I’environnement
ou les bruits sont atténués. Les animaux ont été manipulés par les mémes expérimentateurs.
Les rats ont été répartis en trois (03) lots expérimentaux qui subissent une batterie de tests
comportementaux.

Un lot contréle ;

Un lot qui a subi une ligature du nerf sciatique sous anesthésie générale (Lig) ;

Un lot qui a subi une injection intradermique de 0.02 ml de I'adjuvant incomplet de Freund
(IFA).

V.2.2. Ligature du nerf sciatique « sciatic nerve injury »

Cf. Chapitre 111.2.3
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1. Lotissement des rats

Contréle Ligature Lig+AlF
(n=08) (n=08) (n=08)
(J14 apres ligature)

2. Ligature du nerf sciatique

Anesthésie Chirurgie Période post-chirurgie

3. Paramettre mesurés

Poids corporel Prélevement sanguin Nage forcee
(Chaque 5 jours) entre 8h et 10h du matin (2 sessions)

4. Batterie de tests

La batterie de tests se fait chaque 10 jours pour les 03 lots expérimentaux. Le calcul
commence a partir de j 0 apreés la ligature du nerf sciatique pour le lot ligature et lot
contrdle et & partir du 14éme jour du traitement pour le lot lig+AlF.

5. Dosage hormonal

Dosage hormonal par ECLIA
Dosage de la I’cestradiol Dosage de la testostérone

Euthanasie des animaux deux semaines apres la derniere batterie de tests

Figure V.1 : Protocole expérimental.
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V.2.4. Méthodes :

V.2.4.1.Traitement par I’AlIF (Adjuvant Incomplet de Freund) :
L'adjuvant incomple de Freund (IFA) est constitué d'huile minérale et d’émulsifiant

monoléate de mannide. Cette adjuvant, provoque une immunogénicité améliorée en
augmentant l'inflammation locale, stimule la prolifération de lymphocytes non spécifiques et
la prolongation de la persistance de l'antigene (Singh and O’Hagan, 1999). Dans ce
contexte, 1’adjuvant joue un réle important car il améliore le recrutement de divers types de
cellules du systeme immunitaire. Il induit une expression accrue de cytokines inflammatoires
endogenes (Kensil et al., 2004).

L’AIF utilisé provient de 1'Institut Pasteur d'Alger. Dans notre étude, il a été injecté par voie
intradermique au niveau de la queue a une dose de 50ul/rat qui a été réduite a 2ul/rat pour les

besoins du protocole, a savoir une stimulation de la réponse immunitaire (Zhang et al., 2001).

V.2.5. Etude comportementale : procédure de la nage forcée (Forced
Swimming Test)

Cf. Chapitre 11.2.7.2

V.2.6. Collecte des organes et des échantillons sanguins
Les prélevements sanguins se font par voie rétro-orbitaire, puis centrifugés a 5000

tours/minute. Le sérum est aliquoté jusqu'au moment du dosage hormonal de la testostérone et
I"cestradiol. Les mesures ont été faites par le kit de test ELISA classique BIOTECH, avec un
lecteur  TECAN ELISA équipé dun logiciel d'ordinateur Magellan qui calcule
automatiquement la gamme standard et fournit la valeur de I'normone a l'unité souhaitée

directement.

V.2.7. Dosage de la testostéronémie et d’oestradiolémie par la méthode
ECLIA

V.2.7.1. Dosage de la testostérone plasmatique par la méthode ECLIA

La testostérone est une hormone sexuelle méale produite essentiellement a un taux de 95% par
les cellules de Leydig des testicules, aussi nommées cellules interstitielles, mais une faible
quantité (5 %) est sécrétée egalement par la corticosurrenale. Chimiguement, la testostérone
est un stéroide contenant 19 carbones (C19). La premiere étape de la biosynthese des stéroides
débute par la conversion du cholestérol en prégnénolone (précurseur des hormones

stéroidiennes naturellement synthétisées dans notre corps a partir du cholestérol).
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Domaine d’utilisation :

Test immunologique pour la détermination quantitative in vitro de la testostérone dans le
sérum et le plasma humains. Ce test par €lectro-chimi-luminescence « ECLIA » s’utilise sur

les analyseurs Elecsys et cobas e 411.
Principe :
Principe de compétition. Durée totale du cycle analytique : 18 minutes.

- 1°® jncubation : 20 pL d’échantillon sont incubés avec un anticorps monoclonal anti-
testostérone biotinylé spécifique. Les sites de liaison de 1’anticorps marqué sont occupés par

I’analyte contenu dans 1’échantillon (en fonction de sa concentration).

- 2°™ jncubation : les microparticules tapissées de Streptavidine, purifiée & partir de la
bactérie Streptomyces avidinii, est un dérivé de testostérone marqué au ruthénium sont ajoutés

a la cuvette réactionnelle.
Le complexe est fixé a la phase solide par une liaison streptavidine-biotine.

- Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les microparticules sont
maintenues au niveau de 1’électrode par un aimant. L’élimination de la fraction libre est
effectuée par le passage de ProCell. Une différence de potentiel appliquée a 1’électrode

déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur (PM).

- Les résultats sont obtenus a 1’aide d’une courbe de calibration. Celle-Ci est générée, pour
I’analyseur utilisé, par une calibration en deux points et une courbe de référence mémorisée

dans le code-barres du réactif.
Calcul des résultats :

L’analyseur calcule automatiquement la concentration en analytes de chaque échantillon. Les

résultats sont exprimés au choix en ng / ml, ng / dl ou nmol /I.
Facteurs de conversion :

ng/ ml x 3,47 =nmol / |

ng/ ml x 100 = ng/ dl

nmol /1 x 0,288 =ng / ml
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V.2.7.1. Dosage de l'cestradiol plasmatique par la méthode ECLIA
L'cestradiol est un dérivé naturel du métabolisme du cholestérol (via la testostérone) qui est

nécessaire au maintien de la fertilité et des caractéres sexuels secondaires chez la femme.

Une production endogéne d'cestradiol (17p-estradiol ou « E2 ») existe aussi dans le cortex
visuel du cerveau et dans le cortex visuel primaire, avec des récepteurs situes dans la méme
région, dont la fonction n'est pas encore comprise. Cet cestradiol affecte le traitement perceptif

des indices visuels.
Caractéristiques :

Elecsys Estradiol 11 CalSet I est un sérum humain lyophilisé auquel a été ajouté de I’cestradiol

a deux niveaux de concentration.

Le CalSet peut étre utilisé avec tous les lots de réactifs. Les valeurs exactes des calibrateurs
sont spécifiques d’un lot et sont mémorisées dans le code-barres des godets. Elles figurent

également sur la fiche « Calibrator Barcode » (ou la fiche électronique correspondante).
Préparation :

- Dissoudre soigneusement le contenu d’un flacon a I’aide d’exactement 1,0 ml d’eau distillée
ou désionisée. Laisser reposer pendant quinze (15) minutes dans un flacon bouché pour la

reconstitution.

- Mélanger avec précaution en évitant la formation de mousse. Transvaser le calibrateur

reconstitué dans des godets vides a bouchon étiquetés (CalSet Vials) ou flacons CalSet.

- Identifier les godets utilisés avec les étiquettes jointes au coffret. Conserver immédiatement

les aliquotes a -20 °C.

- Effectuer une seule calibration par aliquote.

Conservation et stabilite :

- La conservation se fait entre 02 et 08 °C.

- Les calibrateurs lyophilisés sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée.

- Stabilité des calibrateurs reconstitués : a -20 °C pendant trois (03) mois (une seule

congélation possible) sur les analyseurs, entre 20 et 25 °C a usage unique.

Réalisation du test :
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Placer les calibrateurs reconstitués dans les godets étiquetés adaptés a I’analyseur sur le
plateau échantillons. Toutes les informations nécessaires a la calibration du test sont
mémorisées dans les codes-barres joints au coffret. Le code-barres des réactifs et le code-
barres figurant sur I’étiquette des calibrateurs doivent étre saisies. S’assurer avant I’analyse

que la température des calibrateurs se situe entre 20 et 25 °C.

V.2.8. Analyse statistique des résultats

Le Graph Pad Prism 5 pour Windows version 5.01 a été utilisé pour faire lI'analyse statistique.
Les données sont présentées sous forme de moyenne £ SEM. Elles ont été examinées par une
analyse de la variance ANOVA 1 ou ANOVA 2 suivies par un post hoc test de Newman-

Keuls et Benferroni. Les résultats sont considérés comme significatifs a p <0,05.
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V.3. RESULTATS
V.3.1. Effet de la ligature et de I’AIF sur le comportement dépressif-like

au test de la nage forcée.

L'ANOVAL pour le temps de nage (A) a signalé un effet significatif du traitement
(F=6.327, R square= 0.5686, p <0.0007).

Le test de Newman-Keuls a signalé une augmentation significative du temps de nage
chez les lots : Lig vs Ligl0 (g=5.096, p <0.05), Lig vs Lig20 (g=7.007, p <0.05), Lig vs
AlIF20 (q=4.282, p <0.05). Par contre, il a signalé une diminution significative chez les lots :
AIF10 vs L1G20 (g=4.848, p <0.05), Lig vs controle (g=5.388, p <0.05).

L'ANOVAL pour le temps d’immobilit¢ (B) a signalé un effet significatif du
traitement (F=14.74, R square=0.7544, p <0.0001).

Le test de Newman-Keuls a signalé une augmentation significative du temps
d’immobilité chez les lots : contréle vs Lig (q=10.88, p <0.05), contréle vs AIF10 (g=6.322, p
<0.05), contrdle vs Ligl0 (g=5.213, p <0.05) et Lig20 vs AIF10 (q=3.814, p <0.05), ainsi
qu’une diminution significative chez les lots : AIF02 vs Lig (q=8.619, p <0.05), AIF20 vs
AIF10 (g=4.065, p <0.05), Lig10 vs Lig (g=8.368, p <0.05), AIF10 vs Lig (q=4.553, p <0.05)
et Lig10 vs Lig (g=5.662, p <0.05).

L'ANOVAL pour le temps d’escalade (C) n’a pas signalé¢ d’effet significatif du
traitement (F=1.378, R square=0.2230, p <0.2677).
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Figure V.2. Effet de I'injection de I’IFA et de la ligature sur les parameétres du test de la nage
forcée chez les rats Wistar. L'analyse de la variance, le test de Newman-Keuls et le
post hoc test de comparaison multiple ont été utilisés pour comparer chaque groupe a

l'autre. (*p<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).
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V.3.2. Effets de la ligature et de I’AIF sur les paramétres biochimiques

V. 3.2.1. Variation du niveau de testostérone plasmatique (ng/ml)

L'ANOVALI a révélé un effet significatif du traitement sur le niveau de la testostérone
(F =9.183, R square =0.4440). L’AIF a augmenté de maniére significative le niveau de
testostérone (Contrdle vs Lig AIF : q=5.117, p<0.05), (Lig vs Lig AIF : q=5.733, p<0.05).
L'ANOVAL arévél¢ un effet significatif du traitement sur le niveau de 1’cestradiol
(F =27.50, Rsquare =0,7857). La ligature a diminué de maniere significative le niveau de
I’cestradiol (Lig vs Lig AIF : q=5,733, p<0.05), Contrdle vs Lig AIF : q=5.117, p<0.05).
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Figure V.3. Variation du niveau de la testostérone (ng / ml) (A) et de I'eostradiol (ng / ml) (B)
chez les rats témoins, traités avec I’AlIF et ligaturés. L'analyse de la variance et le
Newman-Keuls test et le post hoc test de comparaison multiple ont été utilisés pour
comparer chaque groupe a l'autre (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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V.4. DISCUSSION
Au terme de notre travail, les résultats obtenus concernant le degré de dépression montrent

que : la ligature provoque une augmentation hautement significative de la dépression. Ceci est
révélé par I’augmentation du temps d’immobilité au cours de la FST (Figure V.2). Nous
estimons que cette dépression est induite par I'inflammation due a la ligature du nerf
sciatique.

La FST est un modele largement utilisé dans lequel un changement de comportement est
induit par un stress aigu (Porsolt et al., 1978) . Si le temps d’immobilit¢é diminue ou
augmente ceci est interprété comme étant des actions dépressives ou antidépressives (Frih et
al., 2013). En plus de l'immobilité, les animaux montrent des comportements actifs qui
refletent leur intérét pour tenter activement d'éviter cette situation aversive. En effet, il a été
rapporté que dans une grande proportion d'individus la lésion du systeme nerveux (ligature
du nerf sciatique) peut conduire a une douleur neuropathique chronique débilitante, qui est
considérée actuellement comme étant un trouble neuro-immunitaire, puisque les données
récentes indiquent une implication critique des réponses immunitaires innées et adaptatives en
réponse a une lésion nerveuse (Frih et al., 2013).

L'activation des cellules immunitaires (gliales) dans le nerf 1ésé provoque la libération des
cytokines pro- et anti-inflammatoires (Patterson, 2011). Smith (1991) était 1’un des premiers
a formuler une hypothese que les cytokines pro- inflammatoires IL-1 et IL-6 (interleukines),
IFNy (interféron) et les TNF alpha (Tumor Necrosis Factor) dans le sérum, ont été assimilés
aux symptdmes principaux de dépression (Pariante et Miller, 2001).Cette dépression
signalée chez les ligaturés, tend a étre atténuée avec le temps ou 1’on constate une diminution
significative de celle-ci, vingt jours (20) apres la ligature. Nous justifions cette situation par le
fait que les sujets ligaturés se sont adapté a I'inflammation avec ’intervention de 1’axe
Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien (HPA) via les glucocorticoides que cette réparation a
été accomplie.

L'activation de I'axe HPA est déclenchée par une augmentation de la sécrétion de CRH
(Corticotrophin Releasing Hormone) due aux cytokines pro-inflammatoire (Gillies et al.,
1982 ; Rivier et Vale, 1983). Le CRH stimule I'hypophyse a sécréter 'ACTH (Adreno
corticotropin hormon) dans la circulation sanguine. Cette derniére, favorise la synthese des
glucocorticoides (cortisol chez I'Homme et la corticostérone chez les rongeurs).
L’augmentation des glucocorticoides régule, de facon negative, l'activité de I'axe HPA, et

donc sa propre production, a travers un mécanisme de rétroaction négative. lls inhibent la
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libération d’ACTH, la synthése et libération de CRH (Hinz et Hirschelmann, 2000; Gary et
Pilyoung, 2013).

Malgré cette adaptation signalée précédemment, nous constatons qu’apres trente (30) jours un
certain degré de dépression résiduelle persiste toujours. Ceci explique 1’absence dans
’organisme de moyens endogénes suffisants pour vaincre la dépression. A ce titre, il a été
rapporté que l’inflammation peut se prolonger dans le temps et engendrer des douleurs
inflammatoires chroniques, mais peut aussi concerner un tissu nerveux engendrant une lésion
neuropathique, et donc des douleurs neuropathiques chroniques : la douleur perd alors sa
signification de signal d’alarme pour devenir une maladie en soi, un véritable syndrome
(Porreca et al., 2002). Nous constatons alors que les sujets ligaturés semblent étre installés
durablement dans un processus de dépression chronique. Dans le souci de trouver des moyens
pour combattre la neuro-inflammation chronique, et par conséquent la dépression ; nous avons
essay¢ chez des sujets ligaturés une stimulation du systéme immunitaire par 1’Adjuvant
Incomplet de Freund (AIF). Il ressort de cet essai que I’AIF provoque dans une premicre
étape une inflammation qui disparait au bout de vingt (20) jours.

L’AIF provoque une immunogénicité améliorée en augmentant l'inflammation, en stimulant
la prolifération de lymphocytes non spécifiques, et la prolongation de la persistance de
I'antigéne (Singh, 2007). L’administration de I’ AIF est & considérer & cours et & long terme. A
court terme, ’inoculation de I’AIF provoque une réaction immunitaire non spécifique qui
favorise la production du TNF, de l'interféron I’IFNYy, de I'IL-6, de I'lL-17, de I'lL-4, I'IL-10,
I’IL-1p, et I’IL-2 (Vitoriano-Souza et al., 2012). Parmi les rbles de I’TFNy, c’est I’activation
de I'IDO (I’indoléamine 2,3-dioxygénase) cette enzyme est fortement exprimée, chez
I’Homme et le rongeur, par les cellules dendritiques et les macrophages ainsi que par les
cellules endothéliales cérébrales, les astrocytes, la microglie et les neurones (Carlin et al.,
1989 ;Guillemin et al., 2005). L’IDO alors inhibe la conversion du tryptophane qui est un
acide aminé précurseur de la biosynthése de la 5-HT (5-Hydroxytryptamine). Une diminution
des taux de Tryptophane ayant pour conséquence une réduction de la synthese de 5-HT et
cette baisse pourrait étre impliquée dans la mise en place des troubles de I’humeur et
provoquer également une dépression (Andre et al., 2008). Ainsi, cette réaction immunitaire a
long terme change de forme et I’'IFNy n’est plus exprimée, ce qui induit une inhibition de
I’IDO et ainsi un rétablissement de la conversion du tryptophane d’ou la biosynthese de la 5-
HT, en l’occurrence une augmentation du métabolisme de celle-ci et s’ensuit d’une

diminution des troubles dépressifs.
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Concernant le temps d’immobilité, nos reésultats révelent une diminution significative de
celui-ci au détriment du temps de nage. Cette dépression est liée a une réduction de la
transmission monoaminergique, en particulier la sérotonine (5-HT) et de la noradrénaline
(NA) (Schildkraut, 1965), ainsi que par une augmentation de la transmission dopaminergique
dans le Systéeme Nerveux Central (SNC) (Schatzberg et al., 1985).

Notre étude a été complétée par une étude endocrinologique mettant en relief I’importance des
stéroides sexuels sur les fluctuations de 1’état de dépression. Nos résultats (Figute V.3)
montrent une augmentation significative du niveau de la testostérone chez les sujets
AIF+1ig20 et une diminution significative de 1’cestradiol chez ces mémes sujets, ce qui nous
permet de supposer que c’est I'immunité innée qui a interpellé ces mécanismes
neurophysiologiques entrainant I’exacerbation d’ou 1’atténuation de ces troubles dépressifs.
Ceci veut dire que la testostérone jouerait un role d’antidépresseur, alors que I’cestradiol aurait
un role dépressinogéne.

La participation des stéroides sexuels dans les troubles de I’humeur a souvent ét¢ documentée
et les perturbations dans les concentrations circulantes des hormones ovariennes produit un
comportement de la dépression (Frye et Walf.,, 2009), de plus les changements
comportementaux associés avec le cycle cestral, ont clairement montré une réduction de
I'immobilité et un comportement actif plus élevé pendant le proestrus —cestrus (Contreras et
al., 1998) . De ces observations, il semble ressortir que les cestrogénes auraient un effet
dépresseur (Verdu et al., 2002). Dans ces catégories, les sources d'cestradiol peuvent étre les
gonades depuis les ovaires et les testicules qui ont une teneur élevée en aromatase (enzyme
qui transforme les androgénes en cestrogenes). Les concentrations d'cestradiol chez les
femelles adultes et les rats prépubéres pourraient étre liées a la réduction de I'immobilité et de
son augmentation observée durant I'essai, révélant I'activation du systeme sérotoninergique
(Estrada-Camarena et al., 2006) L’administration de 17B-estradiol chez la femelle ou chez
les rats males fait augmenter la nage et réduit I'immobilité dans la FST; I'antagoniste du
récepteur 5-HT1A, bloque l'effet antidépresseur de l'eestradiol dans la FST (Estrada-
Camarena et al., 2004; Martinez-Mota et al., 2008). D'autres études portant sur I'effet des
antagonistes des cestrogenes sur le comportement de nage devraient étre menées afin de
déterminer le role des cestrogénes au cours de la FST chez les rats jeunes et adultes. Aussi, il
est bien connu que les cestrogenes possedent egalement des propriétés anti-inflammatoires.
Les études réalisées chez le rat et la souris ont mis en évidence la capacité de 1’cestradiol a

réduire les 1ésions tissulaire, tout en diminuant I’expression de cytokines Th1l impliquées dans
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la réponse inflammatoire aige, telles que le Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF),
le TNFa, I'TL-1p et I'IFN-y (Houdeau et al., 2007 Martinez-Mota et al., 2008).

Par contre, la testostérone aurait des effets anxiolytiques et antidépresseurs (Carrier and
Kabbaj, 2012 ; Carrier et al., 2015). Des rapports récents montrent que chez les males
adultes, le stress augmente la testostérone éventuellement en stimulant la sécrétion de la
gonadotrophine. Cependant, des donnees actuelles plaident contre cette observation depuis les
niveaux de cette hormone restent similaires entre les animaux témoins et ceux exposes a la
FST. Au cours de l'inflammation, les cytokines circulantes suppriment les fonctions
reproductrices en activant la sécrétion hypothalamique du CRH et en inhibant par conséquent
la stéroidogenése ovarienne et testiculaire Martinez-Mota et al., 2011) L’activation des
cytokines pro-inflammatoires, en altérant la neurotransmission de la sérotonine, serait un des
composants de la dépression, mais les cytokines anti-inflammatoires régulent la réponse
inflammatoire en inhibant la production et I’action des cytokines inflammatoires (Baumann

et Gauldie, 1994).
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V.5. CONSCLUSION

Notre étude comporte une investigation expérimentale permettant d’évaluer et
d’explorer 1’effet de la ligature du nerf sciatique et de 1’injection de I’ AIF en intradermique.

Les résultats obtenus concordent avec ceux de certains auteurs, a savoir 1’effet de la
stimulation de I’inflammation par la ligature du nerf sciatique, 1’ AIF par son action réparatrice
sur les troubles comportementaux dépressifs engendrés par le test de la nage forcée.

A travers ces résultats nous avons pu constater que :

e Les males inclus dans notre expérimentation sont susceptibles d’acquérir un
comportement dépressif suite a une situation dépressinogéne provoqueée par la ligature

du nerf sciatique (neuro-inflammation) et ceci est révélé par le test de la nage forcée.

e Les sujets ligaturés ont montré une situation d’adaptation a la neuro-inflammation qui

est justifiée par la diminution de la dépression vingt jours apres la ligature.

e Laneuro-inflammation peut se prolonger dans le temps et devenir chronique.

e Nous avons constaté a travers les résultats de la nage forcée que 1’administration de
I’AIF a 0.02 ml/rat aurait un effet sur la dépression causée par la ligature du nerf

sciatique un effet réparateur au bout de 20jours

e Les stéroides sexuels ont un effet sur les fluctuations de la dépression, d’ou on peut
conclure que la testostérone jouerait un role d’antidépresseur et que I’cestradiol aurait

un role dépressinogéne.
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Chapitre VI-

Etude des variations des niveaux de la testostéronémie et
d'oestradiolémie chez le modele neuropathique rat male
Wistar traité au BCG.



Chapitre VI- Etude des variations des niveaux de la testostéronémie et
d'oestradiolémie chez le modele neuropathique rat male Wistar
traité au BCG.

Résumé

La moitié des patients qui souffrent de douleurs neuropathiques développent des troubles de
I'humeur tels que la dépression et 1’anxiété, mais les mécanismes qui sous-tendent cette
comorbidité ne sont pas entierement compris.

Nous avons opté pour une démarche expérimentale basée sur l'activation du systeme
immunitaire chez des rats Wistar dans le but d’essayer de montrer qu'il existe des liens entre
le systéme immunitaire et le systéme neuroendocrinien d’une part, et tenter d'en expliquer les
mécanismes de mises en jeu dans l'apparition des troubles de I'humeur chez des animaux
ligaturés (1ésion du nerf sciatique) et traités au vaccin bili¢ de Calmette et Guérin d’autre part,
le plus souvent dénommé vaccin BCG et a I’ Adjuvant Incomplet de Freund (AIF).

Ainsi, nous avons provoqué une douleur neuropathique associée a une activation du systeme
immunitaire par injection de 0.02 ml de BCG ou 0.02 ml de AIF ou alors une immuno-
inhibition par injection de 0.02 ml de Ciclosporine (CsA).

Les moyens d’investigation ont été la mesure du niveau de la dépression par le test de Porsolt
ou test de la nage forcée (Forcing Swiming Test) et le dosage des hormones stéroides
(testostérone et cestradiol) par la méthode Eclia.

Nos résultats ont montré que la ligature n’a pas d’effets sur la nage forcée apres 10 et 20 jours
post-opératoires, alors qu’au bout de 30 jours elle exerce un effet antidépresseur.

Le traitement au BCG agit en deux temps, une 1°® phase précoce dépressogéne-like et une
2°™M phase tardive antidépressif-like.

Ces effets sont associés aux variations hormonales (testostérone et cestradiol). L’activation du
systeme immunitaire (BCG, AIF) fait augmenter le niveau de testostérone et diminuer celui
de I’eestradiol. A I’inverse, I'immunosuppression (CsA) contrecarre ces effets et entraine une
diminution de testostérone et une augmentation de 1’cestradiol.

Il existe des mécanismes neuro-immuno-endocriniens qui sont responsables des effets
délétéres ou bénéfiques chez I’organisme vivant. A défaut, ces mécanismes vont se solder par
une perturbation de I’homéostasie et déboucher sur des troubles de I’humeur.

Mots clés : Ligature du sciatique, BCG, Test de la nage forcée, Testostérone, Oestradiol,

Dépression.
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ABSTRACT

Half of patients with neuropathic pain develop mood disorders such as depression and
anxiety, but the mechanisms that underlie this comorbidity are not fully understood.

We opted for an experimental approach based on activation of the immune system in rats with
injured sciatic nerve and explore the gonadotropic axis in order to achieve the following
objectives:

- try to show that there are links between the immune system and the neuroendocrine system
through measures of some neurobiological parameters (time swimming, climbing and
immobility in the forced swimming test) and hormonal (testosterone and eostradiol),

- attempt to explain the mechanisms involved in the onset of mood disorders in ligated
animals (injury sciatica) and treated with BCG.

In our study we induced neuropathic pain associated with activation of the immune system by
injection of 0.02 ml BCG or immuno-suppression by injection of 0.02 ml (20mg/kg) of
Cyclosporin A (CsA).

The means of investigation have been measuring the level of depression using Porsolt swim
test (Forcing Swiming Test) and assessment of steroid hormones (testosterone and estradiol)
by the ELISA method.

Our results showed that ligation has no effect on the forced swimming after 10 and 20 days
post-surgery, whereas after 30 days it exerts an antidepressant effect.

BCG treatment comes in two stages, an early phase depressogenic-like and late phase
antidepressant-like.

These effects are associated with hormonal variations (testosterone and eostradiol). Activation
of the immune system (BCG) increases the testosterone level and decreases estradiol's.
Conversely, immunosuppression (CsA) counteracts these effects and causes a decrease in
testosterone and an increase of eostradiol.

There are neuro-immune-endocrine mechanisms responsible deleterious or beneficial effects
in the living organism. Otherwise, these mechanisms will result in a disruption of homeostasis

and lead to mood disorders.

Keywords: Sciatic nerve injury, BCG, Forced swimming test, Testosterone, Oestradiol,
Depression.
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VI.1. INTRODUCTION
La moitié des patients qui souffrent de douleurs neuropathiques développent des troubles de

I'numeur tels que la dépression et I'anxiété (McWilliams et al., 2003; Maletic et Raison ,
2009), mais les mécanismes qui sous-tendent cette comorbidité ne sont pas entiérement
compris. L’accumulation des preuves suggere un réle de la composante inflammatoire
immunitaire dans I'étiologie de la dépression sous-jacente (Eyre et Baune, 2012). La
dépression est un trouble de 1’humeur caractérisé par des symptdmes cliniques listés dans le
DSM 1V (Manuel Diagnostique Statistique) telle que la faible estime de soi et de la perte de
plaisir ou d’intérét lors des activités habituellement ressenties comme agréables par
I’individu.

Outre les caractéristiques psychologiques, de nombreuses études ont établi une composante
neurobiologique de la dépression. Ainsi, il a pu étre observé une hyperactivité de 1’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) chez des patients dépressifs (Strohle et
Holsboer, 2003) . En effet, ces patients présentent une augmentation des taux plasmatiques et
urinaires de cortisol, ainsi qu’une ¢élévation marquée des concentrations de CRH
(Corticotrophin-Releasing Hormon) dans le liquide céphalo-rachidien (Maes et al., 1998;
Frih et al., 2009) . Le cortisol étant incapable de freiner la production d’ACTH et de CRH,
I’hypothese d’un dysfonctionnement du rétrocontrdle négatif de I’axe HPA dans la dépression

a été suggeéré (Shelin, 2000 ; Pariante, 2003).

L’implication des monoamines dans la dépression a été également proposée apres
I’observation que certaines substances capables d’induire leur déplétion entrainaient le
développement de symptoémes dépressifs (Lemieux, 1956) . De plus, la dépression serait
associée a des altérations de la production cérébrale de 5-HT, NA et DA (Schildkraut, 1965 ;
Lambert et al., 2000). Une réduction des concentrations en NA et 5-HT a été observée dans

le liquide céphalo-rachidien de patients dépressifs (Bourne et al., 1968 ; Djemli et al., 2015).

La relation entre le systtme immunitaire et la dépression a fait ’objet d’un certain nombre de
travaux démontrant que la dépression était associée a une altération du fonctionnement du
systeme immunitaire (Kronfol et al., 1983; Frih et al., 2013). In vitro, il a été montré que
cette immunosuppression se caractérisait par une réduction de la prolifération des
lymphocytes T et B ainsi que celle de I’activité des cellules NK (Schleifer et al., 1984; Irwin
et Gillin, 1987). De plus, il a pu étre observé une production plasmatique accrue de cytokines
inflammatoires: I’'IL-1f, I’IL-2, I’IL-6, I’IL-10 et ’IFNy (Seidel et al., 1995; Seidel et al.,
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1999) , ainsi qu’une augmentation des concentrations d’IL-1B et d’IL-6 dans le liquide
cephalo-rachidien de patients souffrant de troubles dépressifs (Levine et al., 1999). Cette forte
production de cytokines étant corrélée a la sévérité des troubles de I’humeur, il a été proposé
que l’activation du systéme immunitaire puisse €tre impliquée dans la pathogenése de la
dépression majeure (Maes, 1995 ; Frih et al., 2014). De plus, I’observation qu’un tiers des
patients atteints de cancers ou encore d’une hépatite C et soumis a une immunothérapie
développent des troubles de I’humeur, étaye la théorie d’une relation entre cytokines et

dépression (Bonaccorso et al., 2002 ; Capuron et al.,2002 ).

Dans certaines conditions telles qu’une infection ou lors de pathologies chroniques
comprenant une composante inflammatoire, ou l'inoculation expérimentale de bactéries
(lipopolysaccharides: LPS, AIF, ou encore BCG, ’activation du systéme immunitaire peut
entrainer le développement de troubles de I’humeur (Evans et al., 2005). Des données
cliniques montrent que I’intensité¢ des troubles de I’humeur fréquemment observés lors de
I’administration thérapeutique de cytokines inflammatoires est corrélée a la diminution des
taux circulants de 1’acide aminé précurseur de la sérotonine, le tryptophane (Trp)

(Bonaccorso et al., 2002 ; Capuron et al., 2002 ).

A partir de toutes ces données, nous avons opté pour une démarche expérimentale basée sur
I'activation du systeme immunitaire chez des rats ayant subi une lésion du nerf sciatique et
d'explorer I'axe gonadotrope dans le but d'atteindre les objectifs suivants:

- essayer de montrer qu'il existe des liens entre le systéeme immunitaire et le systeme
neuroendocrinien a travers les mesures de quelques paramétres neurobiologiques (temps de
nage, immobilité et escalade dans le test de nage forcée), et hormonaux (testostéronémie et
oestradiolémie),

- tenter d'en expliquer les mécanismes mis en jeu dans I'apparition des troubles de I'humeur

chez les animaux ligaturés (Iésion du sciatique) et traités aux BCG.
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VI.2. MATERIEL ET METHODES

VI.2.1. Matériel biologique

Notre matériel biologique est le rat male blanc de la souche Wistar, agé d’environ six (06)
mois et de poids moyen de 250g + 10g provenant de I'Institut Pasteur d'Alger.

Les animaux ont été éleves dans des cages en polyéthylene. Ils ont subit une période
d'adaptation de quatre (04) semaines dans les conditions environnementales de la salle
d'expérimentation (photopériode naturelle, humidité, température, etc ...). Leur nourriture
¢tait composée de mais, d’orge, de lait et de compléments vitaminés. L’eau de boisson est
servie dans des biberons ad libitum.

Les rats ont été soumis a un régime photopériodique naturel. En raison de I’extréme
susceptibilité des systémes de riposte au stress a toutes sortes d’agressions, nous avons attaché
la plus grande importance aux conditions de manipulations journaliéres et a 1I’environnement
ou les bruits sont atténués. Les animaux ont été manipulés par les mémes expérimentateurs.
Les rats ont été répartis au hasard en quatre (04) lots de huit (08) méles par lots et on subit une
batterie de tests comportementaux.

Un lot controle.

Un lot qui a subit une ligature du nerf sciatique (Lig)

Un lot qui a subit une ligature + BCG (Lig+BCG)

Un lot qui a subit une ligature+ BCG+cyclosporin (Lig+BCG+CsA)

VI.2.2. Ligature du nerf sciatique « sciatic nerve injury »

Cf. Chapitre 1V.2.2
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VI.2.4. Méthodes
VI.2.4.1. Application des traitements

VI.2.4.1.1. Traitements au Bacille Calmette Guérin (BCG)
Le vaccin BCG lyophilisé provient de la culture de la sous-souche Connaught du bacille

Calmette Guérin, une souche atténuée du Mycobacterium bovis Karlson & Lessel, 1970 en
suspension dans du glutamate monosodique. Les cultures de BCG sont répandues sur un
milieu de croissance de Sauton, ensuite mélangées avec du glutamate monosodique lyophilisé.
Les cultures du BCG sont viables apres reconstitution. Le vaccin BCG est fourni en fioles
multi-doses accompagnées d’un diluant composé d’une solution saline stérile tamponnée avec
du phosphate contenant 0,025% de polysorbate 80. La concentration du vaccin reconstitué est
de 8 x 105 a 32 x 105 unités formant des colonies (UFC) par dose pour adulte de 0,1 mL (=
0,1 mg BCG), équivalent & 4 x 105 a 16 x 105 UFC par dose pour enfant de 0,05 mL (= 0,5
mg BCG).

La dose de BCG (107 UFC / rat) a été sélectionnée en fonction des indications fournies par
Moreau et al. (2008) . Le vaccin a été administré par voie intradermique (ID) dans un volume

de 0.02 ml / rat. Les rats témoins n’ont recu aucune injection.

VI.2.4.1.2. Traitement par la cyclosporine (CsA)

La cyclosporine est un agent immunosuppresseur dont l'utilisation thérapeutique, dans le
début des années 1980, a permis un essor considérable du domaine de la transplantation
d'organes en prévenant le rejet aigu des allogreffes.

Aujourd'hui encore, elle est largement employée en transplantation (peau, cceur, rein,
poumons, pancréas, moelle osseuse et intestin gréle), quoique concurrencée par des molécules
plus récentes. La cyclosporine A est la forme principale du médicament. 1l s'agit d'un peptide
cyclique de onze (11) acides aminés synthétisés par un champignon microscopique, le
Tolypocladium niveum (= inflatum) W. Gams. Elle comporte des acides aminés dextrogyres
rarement rencontrés dans la nature.

La cyclosporine a été administrée par voie intradermique (ID) dans un volume de 0,02 ml / rat

et ce, apres 24h de I’injection du BCG.
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VI.2.5. Etude comportementale : procédure de la nage forcée (Forced
Swimming Test)

Cf. Chapitre 11.2.7.2

VI.2.6. Collecte des organes et des échantillons sanguins
Les prélevements sanguins se font par voie rétro-orbitaire. Puis centrifuges a 5000 tours

/minute. Le sérum est aliquoté jusqu'au moment du dosage hormonal de la testostérone et de
I"estradiol. Les mesures ont été faites par le kit de test ELISA classique BIOTECH, avec un
lecteur  TECAN ELISA équipé dun logiciel d'ordinateur Magellan qui calcule
automatiquement la gamme standard et fournit la valeur de I'normone a l'unité souhaitée

directement.

VI.2.7. Dosage de la testostéronémie et d’oestradiolémie par la méthode
ECLIA

Cf. Chapitre VI1.2.7

VI.2.8. Analyse statistique des résultats

Le Graph Pad Prism 5 pour Windows version 5.01 a été utilisé pour faire lI'analyse statistique.
Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM. Elles ont été examinées par une
analyse de la variance ANOVA 1 ou ANOVA 2 suivies par un post hoc test Newman-Keuls

et Benferroni. Les résultats sont considérés comme significatifs a p <0,05.
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1. Lotissement des rats

Contrdle Ligature (lig.) Ligature + BCG Ligature + BCG+CsA
(n=08) (n=08) (n=08) (n=08)
(J10) (J20) (J21)

2. Test de mesure de la dépression

Nage forcée un intervalle de 10 jours aprés chaque batterie de tests Nage forcée
LIG 01 LIG 02

3. Parameétre mesureé

Dosage Hormonal
- "~ Dosage de I'Oestradiol

Dosage de la Testostérone

Figure VI1.1: Protocole expérimental
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VI.3. RESULTATS

VI.3.1. Résultats du traitement statistique des variations du temps
d’immobilité, nage et escalade chez les rats contréles, ligaturés et
traités au BCG

Le test ANOVAL et le test post hoc de comparaisons multiples de Newman-Keuls ont été
utilisés (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

L'ANOVAL pour le temps d'immobilité (C) a montré un effet significatif de ligature et de
traitement (F = 3.671; R? = 0.186, p <0,0048). Le test de Newman-Keuls a indiqué une
augmentation significative du temps d'immobilité dans LIGO1 vs BCGO01 (q = 5,759, p
<0,05).

L'ANOVA 1 pour le temps de nage (A) a rapporté un effet significatif de la ligature et de
traitement (F = 18.16, R? = 0.531, p <0,0001). Le test de Newman-Keuls a indiqué une
augmentation significative du temps de nage dans LIGO1 + BCG vs LIG 01 (g = 5.996, p
<0,05).

L'ANOVAL pour le temps d'escalade (B) a rapporté un effet significatif de la ligature et de
traitement (F = 4.114, R? = 0.189, p <0,0021). Le test de Newman-Keuls a indiqué une
diminution significative du temps de montée en LIG02 vs témoin (q = 4.776, p <0,05); LIG +
BCGO02 vs controle (g = 3.963, p <0,05).
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Figure V1.2 : Evolution des parametres du test de la nage forcée: Temps d'immobilité (A)
(sec), Temps de nage (sec) (B) et Temps d'escalade (sec) (C), chez le groupe contréle et les
groupes LIG et LIG + BCG (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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VI.3.4. Taux de testostérone et d'cestradiol chez les rats controles,
ligaturés et traités

Une analyse de la variance de la testostérone a rapporté un effet significatif de ligature et de
traitement (F = 16.8, R? = 0,657; p <0,0001). Le test de Newman-Keuls a indiqué une
augmentation significative des niveaux de testostérone chez LIG LIG vs + BCG (q = 10.27, p
<0,05); par contre il y a une diminution significative de la LIG BCG + CsA vs LIG BCG (q =
6,791,p<0,05).

Une analyse de la variance pour des niveaux d'estradiol indique un effet significatif de
ligature et de traitement (F = 26.73; R? = 0.810, p <0,0001). Le test de Newman-Keuls a
indiqué une diminution significative des niveaux d'cestradiol LIG + BCG vs controle (q =
13.20, p <0,05); LIG + BCG + CsA vs controle (g = 8.86, p <0,05), par contre il y a une
augmentation significative chez les lots: LIG + BCG vs LIG + BCG + CsA (q = 4.337, p
<0,05).
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Figure VI1.3: Variation des taux de testostérone (ng / ml) et d'cestradiol (ng / ml) chez le
groupe controle et les groupes LIG LIG + BCG (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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VI.4. DISCUSSION

L'activation du systéme immunitaire chez des patients est associée a une augmentation de la
prévalence de symptdmes dépressifs (Funkiewiez et al., 2004). Dans la présente étude, nous
avons utilis¢é D’inoculation du BCG afin d'induire I'activation chronique du systéme

immunitaire.

A ce titre, nous avons analysé les effets neuropharmacologiques, au niveau du test de la nage
forcee ou FST (Forced Swiming Test). La FST est un modele animal de dépression qui
représente une situation stressante aversive d'ou le rat ne peut s'échapper, et produit une
immobilité, c'est-a-dire un désespoir comportemental (Funkiewiez et al., 2004 ; Fraia et al.,
2015) . Le profil antidépresseur des drogues peut étre examiné au moyen d'une FST, qui est
I'un des essais les plus utilisés généralement pour évaluer l'activité antidépressive car il est
sensible a toutes les classes importantes de drogues antidépressives (Porsolt et al., 1977). Au
cours de la FST, les rats montrent des comportements actifs, c'est-a-dire nage et escalade,
aussi bien que le comportement passif, c'est-a-dire immobilité. Les molécules qui diminuent
la durée d'immobilité dans la FST sont considérées comme étant des antidépresseurs efficaces
(Funkiewiez et al., 2004 ; Porsolt et al., 1977).

Dans nos résultats, concernant la FST nous avons constaté qu'au bout de 30 jours (post-
ligature) la Iésion du sciatique provoque un effet antidépresseur exprimé par la diminution du
temps d'immobilité. L'association du BCG (stimulation immunitaire) a la douleur
neuropathique (Iésion du sciatique) nous montre que le BCG entraine une évolution spatio-
temporelle des parametres de la nage forcée, avec un effet dépressinogénes-like au cours de la
premiere phase (10 jours post BCG) ensuite un effet contraire antidépressif-like (au bout de
20 jours post BCG). Ces constats nous démontrent clairement que le BCG agit en deux phases
: une premiére phase précoce (délétére dépressinogénes-like d'apres la FST) et une deuxieme

phase tardive (réparatrice antidépressive).

Il a été démontré que l'inoculation du BCG provoque une activation persistante d'
Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase) (IDO), enzyme responsable de la dégradation du
tryptophane, au niveau périphérique et du cerveau chez les rats jusqu'a trois semaines,
entrainant une diminution des niveaux de tryptophane et de ce fait de la 5HT (sérotonine)

(Moreau et al., 2005 ; Moreau et al., 2008). Cette activation est médiée principalement par
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I'interféron gamma (IFN-y) (Fujigaki et al., 2006), ce qui confirme encore une fois

I’évolution spatio-temporelle de la nage forcée.

Dans nos résultats (Figure VI1.2), nous avons constaté que la diminution du temps
d’immobilité des rats ligaturés et traités au BCG se fait en faveur d'une augmentation du
temps de nage. Cette différence est trés importante du point de vue neuropharmacologique
puisque théoriqguement au cours de la FST, les antidépresseurs produisant une élévation
noradrénergique ou dopaminergique prédominantes, réduisent I'immobilité par l'augmentation
du temps d'escalade et ceux qui produisent une élévation sérotoninergique réduisent le temps
d'immobilité en augmentant le temps de nage (Funkiewiez et al., 2004 ; Fujigaki et al.,
2006).

Les hormones stéroides, en l'occurrence la testostérone et 1'cestradiol, pourraient également
étre impliqués dans ces perturbations comportementales. Les résultats (Figure V1.3) montrent
que le BCG entraine une augmentation de la testostéronémie associée a une diminution des
niveaux de l'cestradiol. Des tendances comparables ont été obtenues suite au traitement a
I'Adjuvant Incomplet de Freund (AIF). Ce qui nous amene a penser que c'est plutét I'immunité
non spécifique qui est interpellée dans ces mécanismes neurophysiologiques entrainant la
dégradation et/ou la réparation. Cette hypothese est étayée par le fait que le traitement par un
immunosuppresseur (la cyclosporine: CsA) contrecarre les effets du BCG.

Nous pouvons également signaler un probléme de conversion hormonale inter-stéroide sous
I’effet de 1’activation du systéme immunitaire ou le traitement au BCG (activation du systéme
immunitaire) provoque une augmentation de testostérone et une diminution de
I’cestradiol(Figure V1.3). A I’inverse le traitement & la cyclosporine (immunosuppression SI)

entraine une diminution de la testostérone associée a une augmentation de 1’cestradiol.
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VI.5. CONCLUSION

Dans notre étude, nous avons essaye de démontrer qu'il existe des mécanismes neuro-
anatomiques, hormonaux et moléculaires multiples, par le biais desquels le systeme nerveux
central communique avec le systéme immunitaire et en particulier avec les lymphocytes. Des
perturbations au niveau des principaux systémes de neurotransmission du Systéme Nerveux
Central (SNC): dopaminergique, noradrénergique, sérotoninergique et de 1’axe corticotrope,
telles qu’observées dans les cas de désordres psychiatriques, sont tributaires de changements
au niveau des fonctions et du métabolisme des lymphocytes.

Ces changements sont trés sensibles a 1’expression des peptides neuroactifs tels que les
neurotrophines (allo-prégnanolone), les hormones et les nombreuses cytokines, ainsi que leurs
récepteurs et leurs génes. Les similitudes dans les propriétés des récepteurs et les processus
de transduction des lymphocytes et du CNS suggérent que les lymphocytes pourraient servir
d’outils de base (biomarqueurs) indispensables a la recherche sur la pathologie du SNC dans
les cas de désordres psychiatriques.

Des méthodes moléculaires spécifiques a [’analyse de 1’expression génique au niveau des
cellules immunitaires nous permettraient d’étudier les interactions neuroimmunologiques dans
les cas de désordres psychiatriques et nous fourniraient des informations utiles concernant le

potentiel de ces cellules.
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CONCLUSION GENERALE

Les interactions et les mécanismes moteurs de la régulation entre le systéme nerveux
centrale et le systeme immunitaire joue un role trés important dans la neuro-immuno-
modulation.
Dans la présente étude nous avons utilisé deux modeles de depression animal : Le
chronique mild stress connu depuis Willner1977 dont on a pu confirmé sa validité a travers
I"expérimentation illustrée dans le chapitre 2 et 3. Le second modéle est neuropathique qui est
un model récent étudié par rapport au premier, ce modéle est détaillée dans les chapitre 4,5 et
6.
Au terme de ce travail, qui a été réalisé sur des rats soumissent a un stress chronique
imprédictible (CMS) et des rats neuropathique (ligature du nerf sciatique) puis en adoptant le
test de la nage forcée (FST) comme outil d’appréciation de la dépression, le test du labyrinthe
en croix surélevée et le test de préférence sucrée (anhédonie) il ressort :
e L'administration de Poly E1 a long terme prévient les changements de comportement
négatifs probablement causés par le stress oxydatif et exerce son effet antioxydant
chez les rats CMS (Chapitre 2).

e Le traitement par le BCG agit difféeremment lorsqu'il est administré seul ou en
association avec le CMS. L administration du BCG seul exerce un effet
dépressinogénes-like due a I’activation du SI. Au contraire, lorsqu'il est associé au

CMS, son effet est plutdt réparateur antidépressif-like. (Chapitre 3).

e La ligature du nerf sciatique provoque la dépression chez le rat. La FST a également
révélé une différence liée au sexe en rapport avec 1’état de dépression. L’explication
de cette différence réside, selon notre avis, dans la différence hormonale entre les
males et les femelles (Chapitre 4).

e Les males inclus dans notre expérimentation sont susceptibles d’acquérir un
comportement dépressif suite a une situation dépressinogénes provoqué par la ligature
du nerf sciatique (Neuro-Inflammation) et ceci est révélé par le test de la nage forcée
(Chapitre 5 et 6).

e Les sujets ligaturés ont montré une situation d’adaptation a la Neuro-Inflammation qui
est justifié par la diminution de la dépression vingt jours apres la ligature.

e La Neuro-Inflammation peut se prolonger dans le temps et devenir chronique.
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Nous avons constaté a travers les résultats de la nage forcée que 1’administration de
I’AIF et le BCG aurait un effet sur la dépression causée par la ligature du nerf
sciatique (un effet réparateur au bout de 20jours) (Chapitre 5 et 6).

Les stéroides sexuels ont un effet sur les fluctuations de la dépression d’ou on peut
conclure que la testostérone jouerait un réle d’antidépresseur et que I’cestradiol aurait

un réle dépressinogenes (Chapitre 5et6).

A partir de ces résultats il serait intéressant de réalisée les perspectives suivantes :

<

Utiliser autre model de stress exemple la suspension caudale et le stress de contention.
Mener une étude histologique sur quelque organes (cerveau, surrénales et thymus)
Utilises d autre test comportementaux complémentaire. Le test aquatique de Morris et
le test du champ ouvert.

Dosage de I’interleukine IL2 et les cytokines pro inflammatoires : IL1, IL6, TNFa.
Dosage des parametres du stress oxydatif GST, GSH, Protéines, Catalase, Acétyle
Choline estérase, MDA, NO.

Voir les effets a long terme (sur au moins une generation) issu des méres stressées de
ce type de stress (CMS ou Ligature du nerf sciatique), et voir si ces effets disparaissent
par le temps ou développent d’autres maladies avec une étude thérapeutique en

utilisant des plantes médicinales.
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Abstract: The aim of the present study is to examine behavioral and hormonal changes in chronic mild stress
(CMYS) depression model in male Wistar rate and evaluate the possible effects of Polyphenon E (PolyE) therapy.
CMS (for 40 days) was applied; Poly E (5g/"L" or 10g/"L") was administered during CMS. To evaluate
behavioral changes, forced swimming test (depression) and plus maze test (anxiety) parameters was calculated.
The sucrose intake test and food intake was also evaluated. At the end of the experiment plasma testosterone
and relative organs weight (brain, adrenal and testes) were assessed. The CMS decreases testosterone levels,
increases relative adrenal weight and generated in animals depressogenic-like, anxiogenic-like behavior and the
loss of succrose and food intake. Contrary, the administration of Poly E1 (5g/"L") to CMS group seems to
reverses adrenal weight and testosterone levels and causes antidepressive-like and anxiolytic-like behavior.
Polyphenon E could improve negative changes caused by CMS.

Key words: CMS - Polyphenon E - Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) + Behavior + Depression

INTRODUCTION

It has been well established that chronic stress is
crucially related to the pathophysiology of mood
disorders [1]. Major depression is a mood disorder
characterized by clinical symptoms listed in DSM IV such
as anhedonia (an incapacity to experience pleasure) [2],
neurochimical changes [3] and endocrine disease [4, 5].
Two of the most important hormonal changes related to
depression are a reduction in testosterone (T) levels and
a stress-dependent sustained increase of plasmatic
glucocorticoids, due to an impaired negative feedback in
the hypothalamic—pituitary—adrenal axis (HPA) [6,7].

Among the complex interplay of multitudinous
pathophysiological factors of depression, oxidative stress
has been reported to play a key role. The theory of
oxidative stress in depression can be explained by the
concept that excessive amount of free radicals are toxic to
the neuronal cells and can affect the physiological activity
of the brain [8]. The accumulated reactive oxygen species
are highly unstable in nature and have potential to
damage cellular proteins, lipids and nucleic acids [8].
The endogenous antioxidant enzymes have free radical
scavenging action [8]. However, enhanced accumulation

of free radicals due to increased production and/or
deficiencies of antioxidant defense results in oxidative
stress in the brain that culminate in the development of
psychological deficits such as depression [9].

In experimental psychiatry, animal models are an
important tool to study neuropsychological theories of
specific disorders, such as depression [10]. Accordingly,
an animal model has been developed by Willner ef al. [ 10]
using Chronic mild stress (CMS) in rodents to mimic the
pathophysiological changes associated with stressful
events that can invoke depression-like behavior. The
paradigm (CMS) consists of several mild stressors which
are analogous to those associated with humans. In this
paradigm, animals are subjected to a variety of mild
stressors every day. After several weeks, the animals
show a decrease in consumption of a palatable sweet
solution, known as anhedonia, which is the core character
of depression [10].

Antioxidants are molecules which can interact with
free radicals and break the chain reaction before vital
molecules are damaged. It has been suggested that fruits
and vegetables may play an important role in delaying
the onset of some illnesses, such as certain cancers,
cardiovascular diseases and degenerative diseases and
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about the possible therapeutic value of antioxidants
against these illnesses [11]. To date, over 3000 flavonoids
have been identified. These can mainly be found in the
pigments in flowers or in leaves [12]. Flavonoids are
primarily known for their anti-oxidative, vasculoprotective
[13], anti-inflammatory and antidiabetic properties.
Green tea contains a considerable amount of
polyphenolic compounds and green tea polyphenols have
aroused increasing attentions in recent years for
protecting brain’s functions. Green tea contains multiple
catechin components, though epigallocatechin-3-gallate
is the primary catechin accounting for 50-80% in a brewed
cup [14]. Epicatechin-3-gallate is the second most
concentrated catechin component of green tea and is
associated  with its  antiinflammatory/antioxidant
properties [11]. Other major catechins found in green tea
include epicatechin and epigallocatechin. Polyphenon E
(PolyE) is a well defined pharmaceutical grade mixture of
polyphenols that contain at least five different catechins:
epicatechin, gallocatechin gallate, epigallocatechin,
epicatechin gallate and epigallocatechin-3-gallate (EGCQG),
with EGCG being the most abundant [15].

The aim of the present study is to examine behavioral
and hormonal changes in CMS depression model in
Wistar male rate and evaluate the possible effects of
Polyphenon therapy.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Animals: Adult male Wistar rats
(purchased from Pasteur Institute, Algiers) weighing
between 200 and 300 g were used. The rats were
housed in  polypropylene  cages with wood
shavings as bedding, under controlled room
conditions of light (12 "h" light-dark cycle, lights
on at 07:00 am) and temperature (22+2°C), with free
access to food and water. Animals were softly
handled 3 to 5 minutes per day by the experimenter before
the onset of the experiment.

After an acclimatization period of 15 days, 32 male
rats were divided into 4 groups: a control group non
stressed animals (n=8), a group of 8 rats submitted to
chronic mild stress (CMS) for 6 weeks, a group of 8 rats
chronically stressed and treated with Poly E1 (5g/"L")
(CMS+PolyEl) and group of CMS+PolyE2 (10g/"L")
(n=8). Poly.E was administered for 40 days at a constant
volume 5g/"L" (Poly El) and 10g/"L" (Poly E2) except
prior to the sucrose preference test or when they were
submitted to chronic mild stress. The experimental
protocol of CMS was shown in Table 1.

Table 1: Program of stressors and duration applied every day

Days Stress factors Duration
1 Water deprivation 24 h

2 Food deprivation 24 h
3,4,5 Isolation 24 h

6 Flashing light 3h

7 Food deprivation 24 h

8 Forced swimming 10 min
9 Wet litter 1h

10 Water deprivation 24 h
11, 12 No stress -

13 Wet litter 4°C 2h

14 Flashing light 2h1/2
15 Food deprivation 24 h
16 Forced swimming 15 min
17,18, 19 Isolation 24 h
20 Water deprivation 24 h
21 Food deprivation 24 h
22 Flashing light 3h

23 Wet litter 1h
24,25 Isolation 24 h
26 Wet litter 4°C 1hl1/2
27 Forced swimming 10 min
28 Flashing light 3h12
29 No stress -

30 Food deprivation 24 h
31 Wet litter 1h

32 Flashing light 2h

33 Water deprivation 24 h
34 Wet litter 4°C 2h

35 Forced swimming 10 min
36, 37 Isolation 24 h
38 Water deprivation -

39 Flashing light 3h

40 Forced swimming 10 min

The depression-related behaviours were assessed
before (baseline) and after the CMS procedure by the
elevated plus-maze (EPM) and Forced swimming test
(FST). The experimental protocol was approved by the
Scientific Committee of our faculty which is consistent
with the principles of Animal Health (NIH Publication No.
85-23, revised 1985).

Food Intake: The standard food in the form diets
especially for rats (Oravi el Harrouch, Skikda Algeria) is
supplied to the animals. The food intake was performed in
the rat’s home cage. Pre-weighted bottle containing
food was presented to each rat. The bottle was weighted
again after 8h and the weight difference was calculated.
The food intake was realized in days 3, 8, 16, 22 and 31.
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Sucrose Preference Test: All the rats were submitted to
48 h of forced exposure to 1% sucrose solution in order to
habituate to it, during which sucrose solution was the
only fluid available for consumption, followed by two
days of free access to food and water. After this, the rats
were submitted to water deprivation for 16 "h" prior to
performing the sucrose preference test; baseline test at
day zero. The sucrose preference test was realized in days
0, 11, 21, 34 and 39. The sucrose preference test [16 ] was
performed in the rat's home cage: two pre-weighted
bottles, one containing tap water and another containing
1% sucrose solution, were presented to each rat. The
bottles were weighed again after 1 "h" and the weight
difference was considered to be the rat intake from each
bottle. The sum of water and sucrose intake was defined
as total intake and the sucrose preference was expressed
as the percentage of sucrose intake from the total intake
following the formula: % sucrose preference= sucrose
intake X100/total intake.

Chronic Mild Stress: Chronic mild stress (CMS) was
used according to the literature [17]. The 3 groups CMS,
CMS+PolyE1l, CMS+PolyE2 were submitted to 40 days of
chronic mild stress. Several stressors have been used:
food deprivation, water deprivation, forced swimming,
flashing light, isolation, wet litter and wet litter at 4°C.
The stress was applied at times that change every day, in
order to minimize its predictability. Control rats were kept
intact in their cages for 40 days, receiving only usual care,
food and water.

Polyphenon E Administration: PolyE is a well defined
pharmaceutical grade mixture of polyphenols that contain
at least five different catechins: epicatechin, gallocatechin
gallate, epigallocatechin, epicatechin gallate and
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), with EGCG being the
most abundant [15]. In this study, stressed animals were
exposed to both PolyEl (5g/"L" in water) and Poly E2
(10 g/"L"). Polyphenon E was obtained from Tokyo Food
Techno (Tokyo, Japan).

Body Weight Gain: Body weights were measured weekly
during the CMS procedure. The body weight gain was
calculated as the difference between the final and baseline
(day 0) body weight.

Behavioral Study

Elevated plus Maze Test: The elevated plus maze test [18]
is used to measure the degree of anxiety in rodents. It is
composed of four arms (50 x 10cm), two open arms
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perpendicular to two closed arms with 40cm high walls of
Plexiglas. The intersection of the four arms (central area)
is a square of 10 x 10cm. The apparatus was elevated of
50cm from the ground. The test was performed for 5 min
by placing the animal in the central area facing an open
arm. Since the rate fears the empty and high spaces, his
exploration of open arms shows a less anxious behavior.
On the contrary, the more the animal remains in the closed
arms, his behavior are known to be anxious. The 5 min
sequences were recorded by a video camera to measure
the following parameters: Open arms duration, closed
arms duration, Open arms entries, closed arms entries and
Freezing duration.

Forced Swimming Test: The forced swim test [19] is a
behavioral test of inducing despair in rats by placing the
animal 15min in a glass aquarium 54 cm height (34 x 60cm).
This dimension ensures that the rat can’t escape by
climbing to the edges of the device. The aquarium is filled
with water (26 °C) to a height of 40 cm, in order to ensure
that the rat will not use his legs to keep the surface and
thus force him to swim. The procedure of forced
swimming (FST) in rats occurs in two phases: the pre-test
and test, separated by an interval of 24 hours. During the
pre-test, the rat was placed for 15 min. At the end of
session, the animal is immobile. The next day, the animal
plunged into the aquarium for 5 min. The swimming
session on each day was videotaped for behavioral
analysis. The time of immobility, swimming and climbing
are calculated.

Blood Sample and Organs Collection: Retro-orbital blood
samples were collected. Blood samples were centrifuged
at 5000 r/min to be used for hormone assays of
testosterone, which measured these levels by the
BIOTECH conventional ELISA test kit, with a TECAN
ELISA reader equipped with Magellan computer software
that automatically calculates the standard range and
provides the value of the hormone to the desired unit
directly. The rats were killed under slight ether anesthesia
at the end of the experiment. The testes, adrenal glands
and brain were removed, cleared of adhering connective
tissue and weighed.

Statistical Analysis of Results: Data are presented as
mean + SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA or
two-way ANOVA and Newman and Keuls or Benferroni
as the post hoc test. Results were considered significant
at p <0.05. Graph Pad Prism 5 for windows version 5.01
was used to do the analysis.
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RESULTS

Effect of CMS and CMS+Poly E on the Depressive-Like
Behavior: One-way ANOVA was condcuted to compare
the effect of CMS and CMS+ Poly E on immobility,
climbing and swimming times in the FST. Benferroni
multiple comparison test was used to compare groups to
another.

There was a significant effect on immobility time
Benferroni  test indicates that CMS induced a
depressive-like behavior evident as a significant increase
in immobility time in the FST (Control vs CMS: t= 3.404,
p<0.05). Treatment of stressed rats by poly E produces
antidepressant-like behavior effect explained by the
reduction of immobility time (Control vs CMS+Poly E1:
t=9.844, p<0.0001); (Control vs CMS+Poly E2: t= 5.674,
p<0.0001); (CMS vs CMS+Poly El: t=13.25, p<0.0001);
(CMS vs CMS+Poly E2: t=9.078, p<0.0001).

We also see that there was a significant effect on
climbing time (R squared = 0.8958, F=80.23, p<0.0001).
Benferroni test indicates that CMS induced a significant
decrease in climbing time in stressed animals compared to
Control group (Control vs CMS: t=3.826, p<0.001).
Climbing time increases in CMS+Poly E1 group compared
to Control and CMS groups (Control vs CMS+Poly El:
t=7.835, p<0.0001); (Control vs CMS+Poly E2: t=9.475,
p <0.0001); (CMS vs CMS+Poly El: t= 11.66, p<0.0001);
(CMS vs CMS+Poly E2: t=13.30, p<0.0001). Finally, there
was a significant effect on swimming time (R squared
=0.8207, F=42.73, p <0.001). Benferroni test indicates that
CMS+Poly E induced a significant increase in swimming
time compared to stressed animals (CMS vs CMS+Poly
El:t=10.55,p <0.0001); (CMS vs CMS+Poly E2: t=4.134,
p <0.001).

Anxiety-Like Behavioral Effects of CMS and CMS+Poly
E in the Elevated Plus-Maze Test: One-way ANOVA was
used to compare different groups. Benferroni multiple
comparison test was used to compare groups to another.

The analyse of time spent in open arms revealed a
significant effect of treatments (R squared = 0.9276,
F=119.7, p <0.0001). Treatment (CMS and Poly E) also has
an effect on the number of entries in the open arms
(R2=0.8362, F=47.65, p <0.0001) and the immobility time
(R2=10.9413, F=149.7, p <0.0001).

Stressed rats spent less time in the closed arms and
there come less often. This demonstrates that the CMS
leads to an increase of anxiety in animals. CMS decreased
motor activity as evidenced by significantly higher time of
immobility. Conversely Poly E, regardless of the dose,
resulting in an increase of locomotion.
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Temporal Evolution of the Weight Changes (Gram)
Measured in CMS and CMS+Poly E: Two-way ANOVA
test indicates that the treatment has no effect (F=1.752,
p = 0. 1995), by against, the days factor has an effect
(F=18.17,p<0.0001). CMS induced a marked body weight
at the end of the experiment (day 50). This decrease is not
statistically significant.

Temporal Evolution of Food Intake (G/100g of Body
Weight) in CMS and Poly E groups: Two-way ANOVA
indicated a significant difference on the food intake
(Control vs CMS) in days (D03, D0S8) (p <0.001) (D22, D31)
(» <0.001) but no significance difference D16. (Control vs
CMS+Poly E1) we notice significant difference in days
(D0, D03, D08, D16) (p <0.001) and in the D22 we have
significance difference (p < 005). In the last day D31 no
significance difference. About the group (Control vs
CMS+Poly E2) we note a significance difference in days
(D0, J03, DO8) (p <0.001), D16 no significance difference,
days (D22, D31) significance difference (P<0.001). the
group (CMS vs CMS+Poly El) presents a significance
difference in days (D0, D03, D08, D16, D22) (p <0.001),
(CMS vs CMS+Poly E2) days (DO, D03, DO8) a
significance difference (p <0.001), days (D16, D22) no
significance difference (p > 0.05), D31 a significance
difference (p <0.001). Finally the lasts groups (CMS+Poly
E1 vs CMS+Poly E2) a significance difference (p <0.001)
all days of treatment (DO, D03, D08, D16, D22, D31).

Temporal Evolution of Sucrose Intake (%) in CMS and
Poly E groups: Two-way ANOVA indicated a significant
effect of treatment (F=342.1, p <0.0001), Days (F=353.3,
»<0.0001) and interaction (F=177.8, p <0.0001). Benferroni
post-tests was used to compare each column (treatments)
to all the others columns. The test revealed a significant
differences between Control vs (CMS, CMS+Poly E1 and
CMS+Poly E2) on day 00, day 21 and day 34. No
significant seen between Control and CMS+Poly E1 on
day 39.

Effects of CMS and CMS+Poly E in Testosterone Levels:
CMS significantly decreased relative testosterone levels
(F=21.95, R squared=0.7016, CMS vs control: g=10.32,
p < 0.0001). This decrease is reversed by Poly El
treatment (CMS+Poly E1 vs control: g=2.846, NS).

Effects of CMS and CMS+Poly E in Organ Weights:
According to Newman-Keuls multiplie comparaison Test
method there is significant differerence in group (Control
vs CMS) (p < 005) but (Control vs CMS+Poly E2) no
significant difference is found regarding the (CMS + Poly
E2 vs CMS) we notice a significant difference (p < 005).
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Table 2: Bonferroni's Multiple Comparison Test. Evolution of the weight changes (gram) measured in CMS and CMS+Poly E. (*p <0.05; ** p <0.01;

**%p<0.001)

Days DO D10 D20 D30 D40 D50
Control vs CMS (t, p value) 0 1.19 1.432 242 0.963 0.765
P >0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
ns Ns ns ns ns ns
Control vs CMS+Poly El (t, p value) 0 0.07409 1.432 1.408 1.467 0.829
P >0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P >0.05
ns Ns ns ns ns ns
Control vs CMS+Poly E2 (t, P value) 0 0.5927 0.07409 1.605 0.321 2.233
P >0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
ns Ns ns ns ns ns
CMS vs CMS+Poly El (t, P value) 0 1.264 0 1.013 0.5038 0.064
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
ns Ns ns ns ns ns
CMS vs CMS+Poly E2 (t, P value) 0 0.5976 1.506 0.815 0.6421 1.467
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
ns Ns ns ns ns ns
CMS+Poly E1 vs CMS+Poly E2 (t, P value) 0 0.6668 1.506 0.1976 1.146 1.403
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P >0.05 P>0.05
ns Ns ns ns ns ns
Table 3: Bonferroni's Multiple Comparison Test. Sucrose intake (%) in CMS and Poly E groups (*p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001)
Days 00 11 21 34 39
Control vs CMS (t, p) 3.036 1.14 22.58 11.17 23.47
* ns sk sksksk skoksk
Control vs CMS+Poly El (t, p) 4.416 1.14 25.72 30.82 1.74
ek ns sk ek ns
Control vs CMS+ Poly E2 (t, p) 3.195 1.486 0.052 5.457 19.65
sk ns ns sksksk sksksk
CMS vs CMS+Poly El (t, p) 1.38 0 3.135 19.66 21.73
NS ns * ek ek
CMS vs CMS+ Poly E2 (t, p) 0.1588 0.345 22.64 5.708 3.812
NS ns sk skskesk sk
CMS+Poly E1 vs CMS+ Poly E2 (t, p) 1.221 0.345 25.77 25.37 17.91
NS ns sk ek kg

Finally (CMS+Poly E2 vs CMS +Poly E1) and (CMS +
Poly E1 vs CMS) we have not significant difference.
(Control vs CMS) significant difference (p < 005), (Control
vs CMS+Poly EIl, Control vs CMS+Poly E2 ) no
significant difference, (CMS+Poly E2 vs CMS) significant
difference (p < 005), (CMS+Poly E2 vs CMS+Poly El,
CMS+Poly E1 vs CMS).

DISCUSSION

The CMS model has been extensively used by many
researchers, their results have shown that rodents
exposed to chronic stress reduce their sucrose intake after
some weeks [17]. Our results confirm this observation
when chronic stress for 40 days generated in animals
depressogenic-like and  anxiogenic-like  behavior
effects manifested by the reduction of immobility time
(in the forced swimming test), decreasing of locomotion,
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time spent and number of entries in the open arms (in the
plus maze test) and the loss of succrose intake (in
preference succrose test) called anhedonia behavior.
These changes indicated depression-like changes in CMS
rats and demonstrated the feasibility of the depression
model.

These behavioral findings are corroborated with
other weight and hormonal parameters, in this case,
plasma T levels and the relative weights of the adrenals,
brain and testes. The chronic mild stress caused a
significant increase of adrenal weight accompagned by
reduction of T rate. Contrary, the administration of Poly
El at a dose (5g/"L") to CMS group seems to reverse
adrenal weight and T levels and causes antidepressive-
like and anxiolytic-like behavior.

Increasing attention is being paid in recent years to
explain the origin of the decline of T in stressed animals.
The mechanism by which is affected has not yet been
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clarified. Stress is associated with detrimental effects on
male reproductive function. It is known that stress
increases reactive oxygen species generation in the male
reproductive tract [20]. In this study, it was shown that
chronic cold stress causes a decrease in testicular
absolute weight, associated increasing of reactive oxygen
species and lipid peroxidation production at 20, 40 and
50 days. The activity of superoxide dismutase and
glutathione peroxidase decreased throughout the duration
of chronic stress and the activity of catalase decreased at
40 and 50 days and increased at 20 days. The expression
of copper/zinc superoxide dismutase and catalase were
not modified, but the expression of phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase decreased at 20
days. These results suggest that during acute chronic
cold stress equilibrium redox is lost, with low enzyme
activity but without modifying their expression. In
addition, corticosterone increased while T decreased [20].

Psychological stress activated HPA which resulted in
the increasing release of glucocordicoids. Many studies
inferred that endogenic glucocorticoids played an
important role in the pathological impairments induced by
stress [21]. For a long time, it was recognized that the T
reduction could be associated with a dysfunction of the
adrenal HPA axis. Indeed, the gonadotropic axis is
inhibited by all the various levels components of the HPA
axis [7,22, 23]. The hypothalamus, CRH (corticotropin
releasing hormone) inhibits GnRH (gonadotropin
releasing hormone) hypothalamic in arcuate nucleus.
This effect could be also mediated by B-endorphin from
the split of proopiomelanocortin (POMC) under the effect
of hypothalamic CRH [24]. In addition, glucocorticoids
exert inhibitory effects on hypothalamic GnRH neuron and
the gonads in causing decreased sensitivity of target
tissues to sex steroids (Peripheral resistance) [22].

In this study, we examined the neuropharmacological
effects of Poly E in the Forced swimming test (FST).
There FST is an animal model of depression, is a aversive
stressful situation where rats cannot escape and produces
immobility [19]. During the FST, rats show active
behavior (swimming and climbing), as well as passive
(immobility). The molecules which decrease the duration
of immobility in the FST are considered as effective
antidepressants [19]. In our study, we found that Poly E1
(5g/"L") decreases immobility time. This indicates an
antidepressant-like effect of these drugs. However, this
decrease in immobility time can be either in favor of an
increase in swimming time. Theoretically this explains why
Poly E1 exerts its anti depressive-like effect by acting on
the serotoninergic route [7,25]. The plus Maze test is one
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of the more behavior models popular for anxiety.
Increasing the number of entries and the time spent in the
open arms are considered the most indexes representative
of anxiolytic-like activity. In this device, the rats prefer
normally spend much of their time in the closed arms.
This behavior seems to reflect an aversion to the open
arms which is generated by the fear of open spaces.
Drugs that increasing exploration of open arms is
considered anxiolytics and the reverse is true for anxiety
[26]. At the maze test, we found that the Poly El exercises
anxiolytic-like effect.

These behavioral effects can have several origins.
Either the Poly E1 could act directly by changing the
oxidative status, or that its effects are mediated by
corticosterone and/or T. As such, severed studies
showned that T plays an important role in brain
dysfunction associated with stress. Firstly, T levels are
positively correlated with cognitive impairment [27].
Moreover, it appears that T exerted beneficial effects in
brain function, including preventing neuronal cell death,
balancing brain oxidative stress and antioxidant activity,
improving synaptic plasticity and involving cognitive
formation [27]. Due to its lipophilic nature, T readily
crosses the blood brain barrier and acts directly in the
brain by genomic pathway. Indeed in a very recent study
by Filova [28], it was shown, among
gonadectomized rats that T has a non rapid effect
compared to estradiol which appears to have a rapid
effect mediated by a non-genomic pathway. In another
study, it was reported that both T and estradiol
exhibit anxiolytic- and antidepressant-like effects in
gonadectomized male rats, while similarly regulating
critical mediators of these behaviors, suggesting common
underlying mechanisms [29]. In this study, it is suggested
that T's protective effects are mediated, in part, by its
aromatization in the dentate gyrus [29].

It’s has been shown that during the forced swimming,
corticosteroid hormones regulate the immobility time [30,
31] noted an increase in corticosterone accompanied by
an increase of immobility time in forced swimming test.
Surgical adrenalectomy results in decreased immobility
time [30, 32, 33]. However, the administration of
corticosterone (1 mg /kg) the first day of test after 15
minutes (first FST), increases the second immobility time
test day (2nd FST). Dexamethasone (dose-dependent)
abolished this effect [30, 33]. The metyrapone (120 mg
/Kg) (blocks 11beta-hydroxylase) injected 3 hours before
the first FST reduced significantly the immobility time.
This effect is donated by the corticosterone (dose-
dependent).

et al.
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There is experimental evidence showing that
gonadal hormones steroids T and estradiol have
neuroprotective effects [34]. For example, these steroids
inhibit stress-induced neurodegeneration, primarily in
the hippocampus [35, 36], a brain structure involved in
the etiology of depression [37]. It has been suggested
that depression is associated with the reduction in
[36]; thus, the higher
capacity of stressed rats to develop anhedonia could
be explained by plastic changes in the brain. Indeed,
recent research indicate that resilience to CMS is
associated to the expression of alpha and beta SNAP

hippocampal cell neurogenesis

proteins in the hippocampus and to the expression of
genes involved in hippocampal signaling [39],
suggesting that the development of anhedonia
after exposure to CMS is related to an impairment of
hippocampal  neurogenesis plasticity
pathways [38, 39].

In old animals, the brain alterations that lead to a
higher capacity to develop experimental depression

or cellular

could be underlain by age-related low levels of T and
eostradiol; which impair biological processes related to
neuroplasticity and neuroprotection [40]. In this line,
some studies have shown an age-dependent decreased
production of neurotrophic factors such as BDNF [41],
which in turn is modulated by eostradiol [42] and an
age-dependent reduction in hippocampal neurogenesis,
effectively restored by adrenalectomy. Furthermore, it has
been observed that eostradiol stimulates hippocampal
neurogenesis [44]. In line with this idea, there are many
clinical studies showing that low T levels are associated
to an increased capacity to develop depression [45,46].
Although most of these studies consider hypogonadal
patients, the results support the idea that there is an
inverse relationship between T levels and depression. As
we have pointed out above, that polyphenon E (PolyE)
contains at least five different catechins: epicatechin,
gallocatechin gallate, epigallocatechin, epicatechin gallate
and epigallocatechin-3-gallate (EGCG), with EGCG being
the most abundant [15]. EGCG acts as an antioxidant in
the biological system [47] and attenuates lipid
peroxidation caused by various forms of free radicals
[48]. In particular, EGCG reduces neuronal cell death
caused by transient global ischemia [49], Ap-induced
neurotoxicity and o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolo propionate-induced calcium influx and
neuronal cell damage [50], all of which are associated
with increased oxidative stress. It was reported that
long-term administration of green tea catechins reduces
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hippocampal lipid peroxidation and reactive oxygen
species levels and increases the ferric-reducing
antioxidation power of plasma in rats. These changes
demonstrated improved age-related cognitive decline in
rats [51].

Metabolism of green tea catechins has been studied
in animal [52] and human [53, 54] subjects. After oral
administration, EGCG is detected as free EGCG, its
conjugates or both and peaks at 1-2 "h" after dose
administration in rat systemic circulation [54,55]. Studies
with radioactively labeled EGCG in mice [56] or
chemiluminescence-based detection in rats also
demonstrated its incorporation into the brain and into
other organs, such as the kidney, heart, liver, spleen and
pancreas. EGCG has a stronger antioxidant activity as
compared with either vitamin E or C on a molar basis
in vitro [11]. Furthermore, in reducing ferrous ion-induced
lipid peroxidation, the IC50 values of several antioxidants
are as follows: 3.32 uM for EGCG, 75.65 uM for trolox,
7.63 uM for lipoic acids and 15.48 uM for melatonin
[54, 57].

It was reported by Abdul e/ al. [58] that the intake
volume of Poly E-mixed water was approximately 60
ml/kg/day in the 0.5% Poly E1 group. Based on this water
volume intake, a person (with a body weight of 50 kg)
would have to drink about 3 "L" of Poly E per day to get
effects. However,
antioxidants (including vitamins A, B, C and E as well as
polyphenols, etc.) from various food sources everyday.
Therefore, a lower amount of 0.5% Poly E1-mixed water

similar humans consume

volume intake may be effective in humans to ensure
the similar effects. However, detailed investigation is
certainly required to understand the fate of catechins in
humans.

CONCLUSION

Our results suggest that long-term administration of
Poly E prevents negative behaviour changes probably
caused by oxidative stress, at least by facilitating
antioxidative defenses. However, further research is
required to clarify the exact mechanism of how Poly E
contributes to the prevention of damages in CMS
depression model.
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Abstract: Half of patients with neuropathic pain develop mood disorders such as depression and anxiety, but
the mechanisms that underlie this comorbidity are not fully understood. we opted for an experimental approach
based on activation of the immune system in rats with injured sciatic nerve and explore the gonadotropic axis
in order to achieve the following objectives:- try to show that there are links between the immune system and
the neuroendocrine system through measures of some neurobiological parameters (time swimming, climbing
and immobility in the forced swimming test) and hormonal (testosterone and oestradiol),- attempt to explain the
mechanisms involved in the onset of mood disorders in ligated animals (injury sciatica) and treated with BCG.
In our study we induced neuropathic pain associated with activation of the immune system by injection of 0.02
ml BCG or immuno-suppression by injection of 0.02 ml (20mg/kg) of Cyclosporin A (CsA).The means of
investigation have been measuring the level of depression using Porsolt swim test (Forcing Swiming Test) and
assessment of steroid hormones (testosterone and oestradiol) by the ELISA method. Our results showed that
ligation has no effect on the forced swimming after 10 and 20 days post-surgery, whereas after 30 days it exerts
an antidepressant effect. BCG treatment comes in two stages, an early phase depressogenic-like and late phase
antidepressant-like. These effects are associated with hormonal variations (testosterone and oestradiol).
Activation of the immune system (BCG) increases the testosterone level and decreases oestradiol's. Conversely,
immunosuppression (CsA) counteracts these effects and causes a decrease in testosterone and an increase of
oestradiol. There are neuro-immune-endocrine mechanisms responsible deleterious or beneficial effects in the
living organism. Otherwise, these mechanisms will result in a disruption of homeostasis and lead to mood
disorders.

Key words: Sciatic Nerve Injury -+ BCG - Forced Swimming Test - Testosterone + Oestradiol - Depression

INTRODUCTION In
many studies

addition to the psychological characteristics,
have established a neurobiological

Half of patients with neuropathic pain develop mood
disorders such as depression and anxiety [1, 2], but the
mechanisms that underlie this comorbidity are not fully
understood. The accumulation of evidence suggesting a
role for the inflammatory immune component in the
etiology of the underlying depression [3]. Depression is
a mood disorder characterized by clinical symptoms listed
in the DSM IV (Diagnostic Statistics Manual) such as low
self-esteem and loss of pleasure or interest in activities
that are usually experienced as pleasant by individual.

component of depression. Thus, it was observed a
hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
in patients with depression [4]. In fact, these patients
have increased plasma and urinary cortisol levels and a
markedly elevated levels of CRH (Corticotrophin-
Releasing Hormone) in the cerebrospinal fluid [5-7].
Cortisol being unable to stop the production of ACTH
and CRH, the hypothesis of a dysfunction of the negative
feedback of the HPA axis in depression has been
suggested [8, 9].
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The involvement of monoamines in depression was
also proposed after the observation that some substances
capable of inducing their depletion resulted the
development of depressive symptoms [10]. In addition,
depression may be associated with alterations in the
cerebral production of serotonin (5-HT), noradrenalin
(NA) and dopamin (DA) [11-13]. Reduced concentrations
of NA and 5-HT were observed in the cerebrospinal fluid
of depressed patients [14-16].

The relationship between the immune system and
depression has been a number of studies showing that
depression was associated with impaired functioning of
the immune system [17-19]. In vitro it has been shown
that this immunosuppression was characterized by a
reduction in the proliferation of T and B lymphocytes as
well as the NK cell activity [18, 20]. In addition, it has been
observed an increased plasma production of inflammatory
cytokines: IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10 and [FN-gamma [21, 22]
and that increased concentrations of IL-1a and IL-6 in the
cerebrospinal fluid of patients with depressive disorders
[23]. This strong cytokine production correlates with the
severity of mood disorders. It has been suggested that
activation of the immune system may be involved in the
pathogenesis of major depression [24-26]. In addition, the
observation that a third of patients with cancer or
hepatitis C and subjected to immunotherapy develop
mood disorders, supports the theory of a relationship
between cytokines and depression [27, 28].

Under certain conditions such as infection or in
chronic conditions including an inflammatory component,
or experimental inoculation of bacteria
(lipopolysaccharide: LPS, AIF, or BCG) activation of the
immune system can lead to the development of disorders
mood [29]. Clinical data show that the intensity of mood
disorders frequently observed in the administration of
therapeutic inflammatory cytokines is correlated to the
decrease of circulating levels of the amino acid precursor
of serotonin, tryptophan (Trp) [27, 28].

From all the data, we opted for an experimental
approach based on activation of the immune system in
rats with injured sciatic nerve and explore the
gonadotropic axis in order to achieve the following
objectives:

try to show that there are links between the immune
system and the neuroendocrine system through
measures of some neurobiological parameters (time
swimming, climbing and immobility in the forced
swimming test) and hormonal (testosterone and
oestradiol),
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attempt to explain the mechanisms involved in the
onset of mood disorders in ligated animals (injury
sciatica) and treated with BCG.

MATERIAL AND METHODS

Biological Material: Our biological material is male Wistar
rat aged about six (06) months and average weight of
250g+ 10g purchased from the Pasteur Institute of Algiers.

The animals were raised in polyethylene cages. They
underwent an adjustment period of four (04) weeks in the
environmental conditions of the experiment room (natural
photoperiod, humidity, temperature, etc...). Their food
consisted of corn, barley, milk and vitamin supplements.
Drinking water is served ad libitum.

The rats were subjected to natural photoperiodic
regime. Because of the extreme susceptibility to stress
response systems to all kinds of aggression, we attached
great importance to the conditions of daily manipulation
and the environment where the noise is reduced. The
animals were handled by the same experimenters. The rats
were randomly divided into four (04) groups: control
(n=8), sciatic nerve ligation group (Lig) (n=8), sciatic
nerve ligation treated with BCG (Lig+BCG) (n=8) and
sciatic nerve ligation treated with BCG+cyclosporin
(LigtBCG+CsA) (n=8).

Sciatic Nerve Ligation « sciatic Nerve Injury »: The rat
model Ratus ratus Wistar strain underwent ligature of the
sciatic nerve while the sural nerve left intact. The results
lesions of hypersensitivity is marked in the lateral region
of the leg that is innervated by the sural nerve was
spared. The non-operated side of the rat was used as
control.

The rats suffered surgery '"sciatic nerve
ligation"(sciatic nerve injury). Following this operation,
the subjects received a treatment with anti-Cyclin at a
dose of 0.3 ml per day for five (05) days by intraperitoneal
injection, after a period of complete rest for ten (10) days
(including days of treatment antibiotic) before restarting
a second battery of tests similar to the previous one. At
the end of the second battery, the rats were injected with
0.02 ml of BCG and experimental protocol resulted with a
third and final set of tests.

Experimental Protocol
Anesthesia:

* Rats anesthetized by intraperitoneal injection of a
ketamine 0.3ml / 100g + a drop orally Largactil
(chlorpromazin).
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*  Animals placed in a calm and quiet place until fully
anesthetized.

»  Verification of rats reflexes by pinching the tip of the
tail and legs with a pair of tweezers to ensure the
immobility of animals before any surgery.

* Shaving drapes (using an electric razor) slightly
below the knee area to the hip area.

*  Application of an ophthalmic ointment to the eyes of
animals using a cotton swab.

»  The animal was placed on its right side (or left) and
placement of the left hind limb (or right) on a small
platform in order to keep it high. Leg fixation with
tape.

» Disinfection of the operative field with alternating
scrubs of ethanol and betadine outside the surgical
site.

Surgery:

» Location knee with the thumb of the left hand and
use a scalpel to make an application. A few cm
incision in the proximal longitudinal direction of the
knee.

*  Open the skin by blunt dissection using the tip of a
pair of sterilized scissors.

»  Separation of the muscular layer by dissection just
next to the clearly visible blood vessel, close to the
femur (thigh bone). The muscle layers are easily
separated without bleeding, revealing the sciatic
nerve right or left below the muscle.

It should be noted that in case of bleeding due to
damage of a blood vessel near the knee, they must be
sterilized using a cotton bud body to absorb the blood by
pressing until the bleeding stops.

* Rat under a stereo microscope to gently separate the
muscles with a pair of tweezers sterilized to clearly
visualize the sciatic nerve.

» Identification of the area and the collateral
saphenous branches of the sciatic nerve knowing
that the sural nerve is the smallest of the three
branches.

*  Creation of a surgical tight knot around the sciatic
nerve. If the first node is a member of the tight
contractions will be observed.

»  Cut the suture ends with a pair of micro scissors and
gently closing the muscle layer. Adding a drop of
lidocaine on the wound and suture with surgical
knots.

Post-surgery Period:

*  Verification of the sufficiency of eye ointment.

* Rat placed in a clean cage under a paper towel in a
comfortable posture to room temperature.

*  Water and food are easily accessible for the animal
operated.

« Intra-peritoneal injection of the antibiotic in a 0.3ml
dose for five (05) days after surgery.

*  Conduct a battery of behavioral tests (neuropathic
pain and anxiety and depression measures) after ten
(10) days of the surgery.

Application of Treatments

Treatments bacillus Calmette Guerin (BCG): The freeze-
dried BCG vaccine comes from the cultivation of sub-
strain of the bacillus Calmette Guerin Connaught, an
attenuated strain of Mycobacterium bovis suspended in
monosodium glutamate. BCG cultures were spread on
Sauton growth medium, then mixed with the lyophilized
monosodium glutamate. BCG cultures are viable upon
reconstitution. BCG vaccine is provided as a multi-dose
vials together with a diluent consisting of sterile saline
buffered with phosphate containing 0.025% polysorbate
80. The concentration of the reconstituted vaccine is 8 x
105-32 x 105 colony forming units (CFU) per adult dose of
0.1 mL (=0.1 mg BCG), equivalent to 4 x 105-16 x 105 CFU
per child dose of 0.05 ml (= 0.5 mg BCG).

The dose of BCG (10" CFU / rat) was selected
according to the indications given by Moreau et al.,
(2008) [37]. The vaccine was administered intradermally
(ID) in a volume of 0.02 ml / rat. Control rats received no
injection.

Treatment with Cyclosporine (CsA): Cyclosporine is
an immunosuppressive agent whose therapeutic use
in the early 1980s, enabled a boom in the field of
organ transplantation by preventing acute allograft
rejection.

Today it is widely used in transplantation (skin,
heart, kidney, lung, pancreas, bone marrow and small
intestine), though challenged by newer molecules.
Cyclosporine A is the main form of the drug. It is a cyclic
peptide of eleven (11) amino acids synthesized by a
microscopic fungus, Tolypocladium niveum (= T.
inflatum) W. Gams. It contains amino acids dextrogyrous
zarely encountered in nature.

Cyclosporine was administered intradermally (ID) in
a volume of 0.02 ml / rat and, after 24 hours of injection of
BCG.
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Fig. 1: Schematic illustration of the experiment

Forced Swimming Test: The forced swim test [31-33]is a
behavioral test of inducing despair in rats by placing the
animal 15min in a glass aquarium 54 cm height (34 x
60cm) . This dimension ensures that the rat can’t escape
by climbing to the edges of the device. The aquarium is
filled with water (26 °C) to a height of 40 cm, in order to
ensure that the rat will not use his legs to keep the surface
and thus force him to swim. The procedure of forced
swimming (FST) in rats occurs in two phases: the pre-test
and test, separated by an interval of 24 hours. During the
pre-test, the rat was placed for 15 min. At the end of
session, the animal is immobile. The next day, the animal
plunged into the aquarium for 5 min. The swimming
session on each day was videotaped for behavioral
analysis. The time of immobility, swimming and climbing
are calculated.

Blood Sample Collection and Hormanal Assays
(Testosterone and Oestradiol): Retro-orbital blood
samples were collected. Blood samples were centrifuged
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2 sessions

*FST 1: 15 min

after 24h

*FST 2: 05 min

Hormonal assessement
(Testosterone and oestradiol assay)

at 5000 rpm to be used for hormone assays of
testosterone and oestradiol, which measured these levels
by the BIOTECH conventional ELISA test kit, with a
TECAN ELISA reader equipped with Magellan computer
software that automatically calculates the standard range
and provides the value of the hormone to the desired unit
directly.

Statistical Analysis: Data are presented as
mean = SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA
and Newman and Keuls or Benferroni as the post hoc test.
Results were considered significant at p <0.05. Graph Pad
Prism 5 for windows version 5.01 was used to do the
analysis.

RESULTS
Evolution of Forced Swimming Test Parameters:

Immobility time (sec), Swimming time (sec) and climbing
time (sec) in control, LIG and LIG+BCG groups:
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Evolution of forced swimming test parameters: Immobility time (A)(sec), Swimming time (sec)(B) and climbing
time (sec)(C) in control, LIG and LIG+BCG groups (*p<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).

The ANOVAL for the immobility time (C) reported a significant effect of ligation and treatment (F = 3.671;
R squared = 0.186; p <0.0048). The Newman-Keuls test indicated a significant increase in immobility time in
LIGO1 vs BCGOI (q =5.759, p <0.05).

ANOVA 1 for swimming time (A) reported a significant effect of ligation and treatment (F =18.16;
R squared = 0.531; p <0.0001). The Newman-Keuls test indicated a significant increase in swimming time in
LIGO1+BCG vs LIGO1 (q=5.996, p <0.05).

The ANOVAL for climbing time (B) reported a significant effect of ligation and treatment (F =4.114;
R squared =0.189; p <0.0021). The Newman-Keuls test indicated a significant decrease in climbing time in LIG02
vs controls (q =4.776, p <0.05); LIG+BCGO02 vs control (q =3.963, p <0.05).

Variation of testosterone (ng/ml) and oestradiol (ng/ml) levels in control, LIG and LIG+BCG groups
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Variation of testosterone (ng/ml) and oestradiol (ng/ml) levels in control, LIG and LIG+BCG groups (*p <0.05,
**p <0.01, ***p <0.001).

ANOVA 1 for testosterone reported a significant effect of ligation and treatment (F = 16.8; R squared = 0.657,
p <0.0001). The Newman-Keuls test indicated a significant increase in testosterone levels in LIG vs LIG+BCG
(q=10.27, p <0.05); by cons there is a significant decrease in LIG+BCG + CsA vs LIG+BCG (q = 6.791, p <0.05).
ANOVA 1 for oestradiol levels reported a significant effect of ligation and treatment (F = 26.73; R squared =
0.810; p <0.0001). The Newman-Keuls test indicated a significant decrease in oestradiol levels LIG+BCG vs
control (q=13.20, p <0.05); LIG+BCG+ CsA vs control (q = 8.86, p <0.05), by cons there is a significant increase
in lots: LIG+BCG vs LIG+tBCG+CsA (q =4.337, p <0.05).
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DISCUSSION

Activation of the immune system in patients is
associated with an increased prevalence of symptoms of
depression [33]. In this study, we used the BCG
inoculation to induce chronic activation of the immune
system.

As such, we analyzed the neuropharmacological
effects, the test level forced swim or FST (Forced Swiming
Test). The FST is an animal model of depression which
represents an aversive stressful situation where rats can
not escape and produces a stillness, that is to say, a
behavioral despair [33, 34]. The antidepressant drug
profile can be examined using an FST, which is one of the
most commonly used tests to evaluate antidepressant
activity because it is sensitive to all major classes of
antidepressant drugs [35]. In the FST, rats show active
behavior, that is to say, swimming and climbing, as well as
passive, that is to say still. Molecules which decrease the
duration of immobility in the FST are considered effective
antidepressants [33, 35].

In our results concerning the FST we found that after
30 days (post ligation) lesion of sciatica causes an
antidepressant effect expressed by the decrease in the
immobility time. The combination of BCG (immune
stimulation) in neuropathic pain (sciatic injury) shows that
BCG causes spatiotemporal evolution of the forced
swimming parameters, with a depressant-like effect during
the first phase (10 days post BCG) then the opposite
effect antidepressant-like (after 20 days post BCG). These
findings clearly show that BCG is acting in two phases: an
early first phase (deleterious depressinogéne-like
according to FST) and a second late phase (restorative
antidepressant).

It has been shown that inoculation of BCG causes
persistent activation of IDO (Indoleamine-pyrrole 2,3-
dioxygenase) enzyme responsible for the degradation of
tryptophan, the peripheral and brain level in rats up to
three weeks, resulting in reduced levels of tryptophan and
thus SHT (serotonin) [36, 37]. This activation is mediated
primarily by interferon gamma (IFN-3) [38], which once
again confirms the spatiotemporal evolution of the forced
swimming.

In our results (Figs 2,3,4), we found that the
reduction in the immobility time of the ligated rats treated
with BCG is in favor of an increase in swimming time. This
difference is very important since neuropharmacological
theoretically during the FST, producing a noradrenergic
antidepressants or dopaminergic predominant elevation,
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reduced the immobility by increased climbing time and
those that produce serotonin elevation reduce immobility
time by increasing the swimming time [33, 38].

Steroid hormones, specifically testosterone and
oestradiol, may also be involved in these behavioral
disturbances. The results (Figs. 5,6) show that BCG leads
to increased serum testosterone levels associated with
decreased levels of oestradiol. Similar trends were
obtained following treatment with Incomplete Freund's
Adjuvant (IFA). This leads us to think that it is rather
non-specific immunity which is called to mind in these
neurophysiological mechanisms causing degradation and
/ or repair. This is supported by the fact that treatment
with an immunosuppressant (cyclosporin: CsA)
counteracts the effects of BCG.

We may also report a hormonal conversion problem
inter-steroid under the effect of activation of the immune
system (Figs 5, 6) where the treatment with BCG (immune
activation) causes an increase of testosterone and a
decrease in oestradiol. Unlike the cyclosporin treatment
in a decrease in

(immunosuppression SI) results

testosterone associated with an increase of oestradiol.
CONCLUSION

In our study, we tried to show that there are
neuroanatomical mechanisms, multiple hormonal and
molecular, through which the central nervous system
communicates with the immune system and, in particular,
with  lymphocytes. the major
neurotransmission systems of the Central Nervous
System (dopamine, norepinephrine, serotonin) and the
HPA axis, as observed in cases of psychiatric disorders,
are dependent on changes
metabolism lymphocytes.

These changes are very sensitive to the expression
of the neuroactive peptides such as neurotrophins
(allo-pregnanolone), hormones and many cytokines
and their receptors and their genes. The similarities
in the properties of receptors and transduction
process of lymphocytes and CNS suggest that cells
could be used as basic tools (biomarkers) essential to
research on CNS pathology in cases of psychiatric
disorders.

Specific molecular methods to the analysis of gene
expression in immune cells would allow us to study the
interactions neuroimmunological in cases of psychiatric
disorders and provide us with useful information about
the potential of these cells.

Disturbances in

in the functions and
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Abstract: Major depression disorders are commonly seen in many medical diseases that share chronic
inflammatory pain as a common denominator. Pains whether inflammatory or neuropathic, those caused by
damage to the central or peripheral nervous system are the most difficult to treat due to their resistance to
conventional analgesic treatments.In our study, we chose a model of neuropathic pain (sciatic nerve ligation)
associated with intradermal injection of 0.02 ml of Freund's Incomplete Adjuvant (AIF) in order to achieve an
activation of the innate immune system in male Wistar rats subsequently being tested of forced swimming
(FST). Our study was completed by an endocrinological study highlighting the importance of sex steroids on
the fluctuations of depression by hormonal assays (testosterone and estradiol).Our results showed that the
ligation causes a highly significant increase in the depression 10 days postoperative. This is revealed by
increased immobility time in the FST. This depression reported among ligated tends to be mitigated over time
there has been a significant decrease in twenty days following ligation. Treatment with AIF is in 2 phases:
1* where we see a depressive-like behavior due to the activation of the immune system that causes inflammation
and a 2™ phase where there is a less depression antidepressant-like and the inflammation disappears after
20 days. This is also associated with hormonal changes or there is a significant increase in the level of
testosterone in subjects ligated and treated (AIF) and a significant decrease of estradiol.These results then
takes us to highlight the existence of neuro-immune-endocrine link that acts to benefit the body and restore
homeostasis. In case of disruption these systems associated will cause depressive disorders also a major
depression.

Key words: AIF - Neuropathic Pain + Inflammation - Testosterone - Estradiol + Depression

INTRODUCTION

The inflammatory response in a normal subject is a
key means of protection against bacterial agents and is
characterized by a natural balance between cytokines
pro- and anti-inflammatory [1]. The four cardinal signs
are: redness, heat, swelling and pain demonstrate the
mobilization of host defenses [2]. There is a fundamental
distinction between acute inflammation and chronic
inflammation. Acute inflammation includes the immediate
early response to aggression. Chronic inflammation

persists when the trigger or stimulation persists [3].
Peripheral inflammation can directly reach the Central
Nervous System (CNS) via mediators of inflammation
(interleukins and prostaglandins) that penetrate the brain
areas through Blood-Brain Barrier (BBB) [4].

The pain can be considered as contributing to a
protective function, an alarm signal, as a result of injury or
trauma in peripheral tissue generating an inflammatory
defense reaction. Kuner, 2010 reported that pain is one of
the most common symptoms encountered in the clinic and
inflammatory pain represents an important type of pain.
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The latter may extend in time and cause chronic
inflammatory pain, but may also involve a nerve causing
neuropathic lesion and therefore chronic neuropathic
pain. Pain loses its meaning alarm signal to become a
disease in itself, a true syndrome.

In addition, more than half of patients with
neuropathic pain develop mood disorders such as
depression and anxiety as the external stress is widely
recognized as a predisposing factor and trigger for
depression [6-8]. It's well recognized that depression is
accompanied by activation of the immune system,
inflammatory and oxidative stress [9]. Especially when this
neuronal inflammation is prolonged due to an unknown
especially undiagnosed, as an ancient and
symptomatic chronic infection, it involves our cellular and
humoral defenses, creating a biological disturbance
generating oxidative stress. By "oxidative stress" is
understood oxidative chemical attack, oxidation of the
constituents of our body due to excess particularly
harmful molecules called free radicals of oxygen [10, 11].
This oxidation denatures proteins, lipids, sugars and the
same DNA and thereby the cell membranes and finally the
cells [11]. It was also shown that the depression is one of
the primary causes of hyperactivity of the Hypothalamic-
Pituitary-Adrenal (HPA) characterized by a negative
feedback resistance of the glucocorticoid axis [13].
This would be a major player in the stress response [14].

Today the pains that they either inflammatory or
neuropathic, those caused by damage to the Central or
Peripheral Nervous System are the most difficult to treat
due to their resistance to standard analgesic treatments.
The treatments currently used involve not specifically
targeted therapeutic especially
antidepressants. Their limited effectiveness is in fact
based on empirical observations. A better understanding
of the pathophysiological processes underlying
neuropathic pain, is a prerequisite for any therapeutic
innovation [15].

In this case we applied to develop neuropathic pain
model [7, 8] in rats by performing a ligation of the sciatic
nerve at the level to study the behavioral characteristics
through the forced swimming test parameters (time
swimming, immobility and climbing) and hormonal assays
(testosterone and estradiol). So we developed this
experimental protocol in order to highlight the activation
of the immune system by intradermal injection of
Incomplete Freund's Adjuvant (IFA) to demonstrate the
links between the nervous immune and endocrine system.

cause,

classes on pain,

MATERIALS AND METHODS

Biological Material: Our biological material is male Wistar
rat aged about six (06) months and average weight of
250 + 10g purchased from the Pasteur Institute of Algiers.
The animals were raised in polyethylene cages. They
underwent an adjustment period of four (04) weeks in the
of the experiment room
(natural photoperiod, humidity, temperature, etc ...). Their
food consisted of corn, barley, milk and vitamin
supplements. Drinking water is served ad [libitum. The
rats were subjected to natural photoperiodic regime.

environmental conditions

Because of the extreme susceptibility to stress response
systems to all kinds of aggression, we attached great
importance to the conditions of daily manipulation and
the environment where the noise is reduced. The animals
were handled by the same experimenters.

The animals were divided into three (03) experimental
groups (n=08): Control (Have not suffered anything),
Ligation (Sciatic nerve ligation under general anesthesia)
and IFA (Intradermal tail injection of 0.02 ml Freund's
incomplete adjuvant).

Sciatic Nerve Ligation «Sciatic Nerve Injury»: The rat
model Ratus ratus Wistar strain underwent ligature of the
sciatic nerve [7, 8] while the sural nerve left intact.
The results lesions of hypersensitivity is marked in the
lateral region of the leg that is innervated by the sural
nerve was spared. The non-operated side of the rat was
used as control.

The rats suffered surgery
ligation"(sciatic nerve injury). Following this operation,

"sciatic  nerve
the subjects received a treatment of antibiotics for five
(05) days by intraperitoneal injection, after a period of
complete rest for ten (10) days (including days of
treatment antibiotic) before restarting a second battery of
tests similar to the previous one. At the end of the second
battery, the rats were injected with 0.02 ml of IFA and
experimental protocol resulted with a third and final set of
tests.

Anesthesia:

« Rats anesthetized by intraperitoneal injection of a
ketamine 0.3ml / 100g + a drop orally of Largactil
(chlorpromazin).

* Animals placed in a calm and quiet place until fully
anesthetized.
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*  Verification of rats reflexes by pinching the tip of the
tail and legs with a pair of tweezers to ensure the
immobility of animals before any surgery.

* Shaving drapes (using an electric razor) slightly
below the knee area to the hip area.

* Application of an ophthalmic ointment to the eyes of
animals using a cotton swab.

* The animal was placed on its right side (or left) and
placement of the left hind limb (or right) on a small
platform in order to keep it high. Leg fixation with
tape.

* Disinfection of the operative field with alternating
scrubs of ethanol and betadine outside the surgical
site.

Surgery:

* Location knee with the thumb of the left hand and
use a scalpel to make an application. A few cm
incision in the proximal longitudinal direction of the
knee.

*  Open the skin by blunt dissection using the tip of a
pair of sterilized scissors.

* Separation of the muscular layer by dissection just
next to the clearly visible blood vessel, close to the
femur (thigh bone). The muscle layers are easily
separated without bleeding, revealing the sciatic
nerve right or left below the muscle.

It should be noted that in case of bleeding due to
damage of a blood vessel near the knee, they must be
sterilized using a cotton bud body to absorb the blood by
pressing until the bleeding stops.

* Rat under a stereo microscope to gently separate the
muscles with a pair of tweezers sterilized to clearly
visualize the sciatic nerve.

* Identification of the area and the collateral
saphenous branches of the sciatic nerve knowing
that the sural nerve is the smallest of the three
branches.

»  Creation of a surgical tight knot around the sciatic
nerve. If the first node is a member of the tight
contractions will be observed.

¢ Cut the suture ends with a pair of micro scissors and
gently closing the muscle layer. Adding a drop of
lidocaine on the wound and suture with surgical
knots.

Post-Surgery Period:

*  Verification of the sufficiency of eye ointment.

* Rat placed in a clean cage under a paper towel in a
comfortable posture to room temperature.

*  Water and food are easily accessible for the animal
operated.

« Intra-peritoneal injection of the antibiotic in a 0.3ml
dose for five (05) days after surgery.

* Conduct a battery of behavioral tests (neuropathic
pain and anxiety and depression measures) after ten
(10) days of the surgery.

Treatment by the Incomplete Freund's Adjuvant (IFA):
Incomplete Freund's Adjuvant (IFA) is composed of
mineral oil and mannide monooleate emulsifier. This
adjuvant, causes enhanced immunogenicity by increasing
local inflammation stimulates the proliferation of non-
specific lymphocytes and prolonging the persistence of
the antigen [16]. In this context, the adjuvant plays an
important role because it improves the recruitment of
various types of immune system cells. Induces an
increased expression of endogenous inflammatory
cytokines [17].

The IFA used comes from the Pasteur Institute of
Algiers. In our study, it was injected intradermally at the
tail at a dose of 50 pl / rat was reduced to 2 pl/ rat for the
needs of the protocol, namely a stimulation of the immune
response [18].

Blood Sample Collection and Hormonal Assays
(Testosterone and Oestradiol): Retro-orbital blood
samples were collected. Blood samples were centrifuged
at 5000 r/min to be used for hormone assays of
testosterone and oestradiol, which measured these levels
by the BIOTECH conventional ELISA test kit, with a
TECAN ELISA reader equipped with Magellan computer
software that automatically calculates the standard range
and provides the value of the hormone to the desired unit
directly.

Forced Swimming Test: The forced swim test [19, 20] is a
behavioral test of inducing despair in rats by placing the
animal 15min in a glass aquarium 54 cm height (34 x 60cm).
This dimension ensures that the rat can’t escape by
climbing to the edges of the device. The aquarium is filled
with water (26°C) to a height of 40 cm, in order to ensure
that the rat will not use his legs to keep the surface and
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thus force him to swim. The procedure of forced
swimming (FST) in rats occurs in two phases: the pre-test
and test, separated by an interval of 24 hours. During the
pre-test, the rat was placed for 15 min. At the end of
session, the animal is immobile. The next day, the animal
plunged into the aquarium for 5 min. The swimming
session on each day was videotaped for behavioral
analysis. The time of immobility, swimming and climbing
are calculated.

Statistical Analysis of Results: Data are presented as
mean = SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA
and Newman and Keuls or Benferroni as the post hoc test.
Results were considered significant at p <0.05. Graph Pad
Prism 5 for windows version 5.01 was used to do the
analysis.

RESULTS

Effect of Ligation and IFA on Depressive-Like Behavior
in the Swimming Test: The ANOVAI for swimming time
(A) reported a significant treatment effect (F = 6.327,
R square = 0.5686, p < 0.0007). The Newman-Keuls test
indicated a significant increase in swimming time in lots:
Lig vs Ligl0 (q=5.096, p <0.05), Lig vs Lig 20 (q = 7.007,
p <0.05), Lig vs IFA 20 (q = 4.282, p <0.05). By cons, we
reported a significant decrease in groups: IFA 10 vs Lig20
(q=4.848, p <0.05), Lig vs control (q = 5.388, p <0.05).
The ANOVAL for the immobility time (B) reported a
significant treatment effect (F = 14.74, R square = 0.7544,
p <0.0001). The Newman-Keuls test indicated a significant
increase in immobility time in groups: control vs Lig
(q = 10.88, p <0.05), control vs IFA 10 (q =6.322, p <0.05),
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control vs Lig 10 (q=5.213, p <0.05) et Lig20 vs IFA 10
(q = 3.814, p <0.05) and significantly decreased in lots:
IFA 2 vs Lig (q = 8.619, p <0.05), IFA 20 vs IFA 10
(q=4.065, p <0.05), Lig 10 vs Lig (q = 8.368, p <0.05), [FA
10 vs Lig (q=4.553, p <0.05) and Lig 10 vs Lig (q = 5.662,
p <0.05).

The ANOVAL for time climbing (C) did not report a
significant treatment effect (F = 1.378, R square = 0.2230,
p <0.2677).

Effects of Ligation and IFA on Hormonal Parameters
Variation in Plasma Testosterone Level (ng / ml): The
ANOVALI revealed a significant treatment effect on the
testosterone level (F = 9.183, R square = 0.4440). IFA has
significantly increased the level of testosterone (Control
vs Lig [IFA: q=5.117, p <0.05), (Lig vs Lig IFA: q=5.733,
p <0.05).

Variation in Plasma Estradiol Level (ng / ml): The
ANOVALI revealed a significant treatment effect on
estradiol level (F = 27.50, R square = 0.7857). Ligation
significantly decreased the level of oestradiol (Lig vs Lig
IFA: q = 5.733, p <0.05), Control vs Lig IFA: q=5.117,
p <0.05).

DISCUSSION

After our study the results obtained regarding the
degree of depression show that: ligation causes a highly
significant increase in the depression. This is revealed by
increased immobility time in the FST (Fig. 1). We believe
that this depression is induced by inflammation due to
sciatic nerve ligation.

Climbing time (sec)

Groups

Fig. 1: Effect of ligation and IFA injection on forced swimming test parameters in the Wistar rats. One-way ANOVA and
Newman-Keuls test multiple comparison test post hoc test were used to compare groups to another (*p<0.05,

% p <0.01, *** p <0.001)
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The FST is a widely used model in which behavioral
change is induced by acute stress [21]. If the immobility
time decreases or increases this is interpreted as
depressive or antidepressive action [22]. In addition to
immobility, animals exhibit behaviors that reflect active
interest in actively try to avoid this aversive situation.
Indeed, it has been reported that a large proportion of the
individuals nervous system injury (sciatic nerve ligation)
can lead to a debilitating chronic neuropathic pain, which
is currently considered a neuro-immune disorder, since
data recent indicate a critical involvement of the innate
and adaptive immune responses in response to nerve
injury [22].

The activation of immune cells (glia) in the injured
nerve causes the release of two cytokines pro- and
anti-inflammatory [23]. Smith (1991) was hypothesizes that
cytokines proinflammatory IL-1 (interleukins) and IL-6,
IFN v (interferon) and Tumor Necrosis Factor (TNF &) in
serum were treated as main symptoms of depression [25].

This depression reported in ligated, tends to be
attenuated with time as a significant decrease is observed
there of twenty (20) days after ligation. We justify this
by the fact that the subjects were ligated suitable for
with  the intervention of the
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal ~ (HPA) axis  via
glucocorticoids such repair has been completed.

The activation of the HPA axis is triggered by an
increased Corticotrophin Releasing
Hormone (CRH) is attributable to proinflammatory
cytokines [26, 27]. CRH stimulates the pituitary gland to
secrete Adrenocorticotropin hormon (ACTH) in the
bloodstream. The latter promotes the synthesis of

inflammation

secretion  of

glucocorticoids (cortisol in humans and corticosterone in
rodents). Increased glucocorticoid regulates, in a negative
way, the activity of the HPA axis and thus its own
production through a negative feedback mechanism.
They inhibit the release of ACTH, synthesis and release
of CRH [28, 29].

Despite this adaptation reported previously, we see
that after thirty (30) days some degree of residual
depression persists. This explains the absence in the
body of endogenous resources sufficient to overcome
depression.

As such, it has been reported that the inflammation
may extend over time and lead to chronic inflammatory
pain, but can also affect nerve tissue causing neuropathic
injury and therefore chronic neuropathic pain: pain loses
its meaning alarm signal to become a disease in itself, a
true syndrome [30]. We see then that the ligated subjects

seem to be permanently installed in a chronic depression
process. In order to find ways to combat chronic
neuroinflammation and therefore depression, we tried in
subjects ligated stimulation of the immune system by
Incomplete Freund's Adjuvant (IFA). It appears from this
test that the IFA is trying causes in a first stage
inflammation which disappears after twenty (20) days.

I[FA causes enhanced immunogenicity by
increasing inflammation, by stimulating the proliferation
of non-specific lymphocytes and the extension of the
persistence of the antigen [31]. The administration of the
IFA is to be considered in current and long-term. In the
short term, the inoculation of the AIF causes a
non-specific immune response that favors production of
TNF, interferon the IFNy, from IL-6, IL-17, IL -4, IL-10,
IL-1p and IL-2 [32]. Among the roles of IFN is activation
of IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) this enzyme is
highly expressed in humans and rodents, by dendritic
cells and macrophages and by brain endothelial cells,
astrocytes, microglia and neurons [33, 34]. IDO then
inhibits the conversion of tryptophan which is a precursor
amino acid biosynthesis of 5-HT (5-hydroxytryptamine).
Tryptophan decreased rates resulting in a reduction of the
synthesis of 5-HT and that decline may be involved in the
development of mood disorders and also cause
depression [35]. Thus, the immune reaction to long-term
changes shape and is no longer expressed IFNy which
induces inhibition of IDO and thus recovery of the
conversion of tryptophan where the biosynthesis of 5-HT
in namely increased metabolism thereof and follows a
decrease in depressive disorders.

Our results regarding the immobility time show a
significant reduction thereof to the detriment of the
swimming time. This depression is linked to a reduction in
monoamine transmission, especially serotonin (5-HT) and
noradrenaline (NA) [36], as well as by an increase in the
dopaminergic transmission in the Central Nervous System
(CNS) [37].

Our study was completed by an endocrinological
study highlighting the importance of sex steroids on the
fluctuations in the state of depression. Our results (Fig. 2)
show a significant increase in the testosterone level in
subjects IFA+1ig20 and a significant decrease of estradiol
in the same subjects, allowing us to assume that it is
innate immunity who heckled the neurophysiological
mechanisms leading exacerbation hence mitigating these
depressive disorders. This means that testosterone plays
an antidepressant-like effect while estradiol would have a
depressant-like effect.
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Fig. 2: Change in hormonal level testosterone (ng/ml)(A)
and estradiol (ng/ml) (B) in the control rats, ligated
and treated with AIF. One-way ANOVA and
Newman-Keuls test multiple comparison test post
hoc test were used to compare groups to another
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

The participation of sex steroids in mood disorders
has often been documented and disruptions in the
circulating levels of ovarian hormones produced behavior
of depression [38], more behavioral changes associated
with the estrous cycle, clearly showed a reduction of
immobility and active behaviors highest active behavior
during proestrus -estrus [39]. From these observations, it
would appear that estrogen would have a depressing
effect [40]. In these categories, the sources of estradiol
may be gonads from the ovaries and testes that have a
high content of aromatase (an enzyme that converts
androgens into estrogen). The concentrations of estradiol
in adult females and prepubertal rats could be related to

the reduction of immobility and its increase observed
during the test, revealing activation of the serotonin
system [41].

The administration of 17B-oestradiol in the female or
male rats increased the swimming and reduce immobility
in the FST, the antagonist of the 5-HT 1 A receptor, blocks
the antidepressant effect of estradiol in the FST [42, 43].
Other studies on the effect of estrogen antagonists on the
swimming behavior should be conducted to determine the
role of estrogen in the FST in young and adult rats. Also,
it is well known that estrogens also have anti-
inflammatory properties.

Studies in rats and mice have demonstrated the
ability of estradiol to reduce tissue damage, while
decreasing the expression of Thl cytokines involved in
the acute inflammatory response, such as Macrophage
Migration Inhibitory Factor (MMF), TNFe, IL-1p and
IFN-vy [43, 44].

By cons, testosterone would anxiolytic and
antidepressant-like effects [45, 46]. Recent reports show
that in adult males, stress increases testosterone possibly
by stimulating the secretion of gonadotropin. However,
current data argue against this observation since the
levels of this hormone are similar between the control
animals and those exposed to FST. During inflammation,
circulating cytokines suppress reproductive function by
activating the secretion of hypothalamic CRH and
therefore inhibiting ovarian and testicular steroidogenesis
[47]. Activation of pro-inflammatory cytokines by altering
neurotransmission of serotonin, is a component of the
depression, although the anti-inflammatory cytokines
regulate the inflammatory response by inhibiting the
production and action of inflammatory cytokines [48].

CONSCLUSION

Our study includes an experimental investigation to
assess and explore the effect of sciatic nerve injury and
injection AIF intradermally. The results obtained are
consistent with those of some authors to know the
inflammatory effect of sciatic nerve ligation and
depressive-like effect of AIF in the forced swimming test.

Through these results we observed that:

*  The males included in our experiment may acquire
depressiogenic-like post sciatic nerve ligation
(Neuro-inflammation) and this is revealed by the
forced swimming test.
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The ligated subjects have shown an adaptative
situation to neuro-inflammation is justified by the
reduction of level of depression twenty days
following ligation.

Neuro-Inflammation can last in time and become
chronic.

We found through the results of the forced swim that
administration of AIF would improuve negative
changes caused by sciatic nerve ligation (effect after
20 days).

Sex steroids have an effect on the fluctuations of
depressive behavior with antidepressant-like effect of
testosterone and depressinogenic-like effect of
estradiol.
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Abstract: Study of gender differences in the prevalence of depression (Persolt swimming test) in sciatic nerve
injury model Wistar rats.A sciatic nerve ligation is performed surgically in two groups of 08 male rats and 08
female rats. The same number in males and females is considered as a control. The investigations concerning
the degree of depression are obtained through the Forced Swimming Test Porsolt (FST), Plus maze test and
sucrose intake. At the same time, a comparative study between the two sexes.Results: A significant increase
in the level of depression is obtained resulting in male rats that had undergone ligation of the sciatic nerve.
Regarding the comparison between males and females rats, some level of depression is recorded in female, while
among their female depression levels are very low. This was explained by hormonal differences between the
sexes. Conclusion: The sciatic nerve ligation causes depression in the rat. In the FST also we found significant
differences between male and female rats to depression, suggesting the key role of sex steroids.
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INTRODUCTION

Pain is defined by IASP (International Association
for the Study of Pain) as an unpleasant sensation or
emotional perception, following tissue damage.

Inflammatory pain is often caused by activation of
the immune system to injuries and / or other tissue
infections. By strengthening sensory sensitivity after
tissue injury, it promotes the recovery of the body part
affected by creating an unpleasant hypersensitivity
environment that discourages physical contact and
motion, reducing the risk of further damage [1]. On the site
of the lesion mast cells, neutrophils, macrophages, T cells
and Schwann cells interact and contribute to the
sensitization of nociceptors [2, 3]. Mast cells release their
products rich in histamine, cytokines and proteases that
will help raise awareness of nociceptors and attract other
cells to the site of injury. Thus, mast cells appear to play
an important role in the initiation of neuropathic pain [4].
Neutrophils will secrete cytokines (including TNF alpha)
[5], Reactive Oxygen Species (ROS) and chemokines.
Depletion of circulating neutrophils is signaled to
prevents neuropathic pain [4]. At the same time or after

the recruitment of macrophages, T cells infiltrate the
damaged nerves [2]. They are able to increase their painful
hypersensitivity [6, 7]. The resident immune cells of the
spinal cord and glial cells play a major role in the
development of pain after peripheral nerve injury.
Oligodendrocytes are closely connected with neurons,
astrocytes, microglia and endothelial cells. They can
respond and secrete different molecules. These cells are
also susceptible to inflammation and to the elevation of
glutamate (Glu) levels, observed, for example, when a
lesion of the peripheral nerve. According to Echeverry et
al. [8] in case of a lesion of a peripheral nerve, microglia
undergoes changes that lead to an "on" state. These glial
cells are capable, under different conditions to stimulate,
produce and release a variety of effector molecules
intercellular belonging to different molecular classes
including pro-inflammatory molecules: cytokines,
chemokines and growth factors [9, 10]. Following
peripheral nerve injury, astrocyte activation results in the
release of different molecules such that the extracellular
glutamate concentration is increased. Indeed, the uptake
of glutamate is no longer guaranteed because of the
decreased expression of GLT-1 transporter by astrocytes
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[11]. Moreover, astrocytes may also modulate their
glutamate release [ 12]. Following peripheral nerve injury,
there is the release of different molecules proalgesic by
injured or activated cells. In addition to histamine,
bradykinin, ATP, serotonin or prostaglandins, cytokines
play as well at the periphery role in the spinal cord by
acting directly or indirectly on the primary sensory
neurons or secondary [3].

Cytokines are polypeptides mediators of immunity
and inflammation. They participate in a variety of
biological functions in several systems, including the
CNS. The presence of inflammatory cytokines in the brain
was originally assigned to an exclusive synthesis by
myeloid-monocytic infiltrating cells (since the nerve cells
were not supposed to produce and use these molecules).
Studies on cells in culture showed TNF synthesis
capacity by glial cells, astrocytes and mainly by microglia
[13]. Different cytokine receptors are present in the brain
or in the hypothalamus itself or in the brain structures
directly connected to the hypothalamus [14]. Some of
them are pro-inflammatory (TNF, IL-1[ and IL-6), others
have anti-inflammatory activity, eg, IL-10. The
involvement of cytokines in pain was demonstrated for
the first time in 1988 [15], but as evidenced by inhibition
experiments of their activity, cytokines do not participate
in acute pain [16]. Proinflammatory cytokines are involved
in the phenomena of hypersensitivity to pain. They act
both in the periphery and centrally. Their role in the
periphery has been studied in particular skin-nerve
preparations [17]. The expression of these three (03)
cytokines is also increased in the bone marrow [18].
Injected intrathecally, they increase the activity of
neurons in the dorsal horn and induce animal painful
hypersensitivity [19]. Clinical studies have also shown
that there is an imbalance between cytokines pro- and
anti-inflammatory drugs in patients with painful
neuropathy. This imbalance would be a predisposing
factor for the onset of chronic pain in cases of neuropathy
[20-22].

The achenal axis (HP is sensitive to the complex
action of cytokines, whether produced in the CNS or
transported through the bloodstream due to the
permeability of the blood-brain barrier in the hypothalamic
region. IL-1, IL-6, interferon and TNF have a promoting
action on this axis. The release by the adrenal
glucocorticoids inhibits the inflammatory response and
helps contain the immune response [23], the release of
CRH, is stimulated by the proinflammatory cytokines
IL-1PB, IL-6 and IFN alpha, but inhibited by the anti-
inflammatory cytokine TGF4. The activation of the HPA
axis by cytokines is also accompanied by effects on the
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metabolism of certain neurotransmitters (GABA, SHT ...)
[24], as the adrenal are another site of interaction between
the HPA axis and cytokines [25].

The interactions between CNS, stress and the
immune system are better known, especially the role
played by cytokines on the cells as well as liaison and
mediation actors between the two systems [26]. Therefore,
oxidative stress is associated with neuropathic pain as a
result of an injury to a peripheral nerve [27]. The
activation  of  Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide-
Phosphate (NADPH)-oxidase (NOX) is an important
intracellular source of free radicals leading to the
activation of a variety of signaling events resulting in the
expression of cytokines pro -inflammatory, hypertrophy,
gene transcription and cell migration [28]. In cases of
neuropathic pain with a lesion of a peripheral nerve,
NADPH oxidase can be hyperactivated [28, 29], causing
deleterious effects (damage to DNA and protein). The
Nitric Oxide Synthase (NOS) are potentially involved in
the maintenance of neuropathic pain [27]. In addition, a
significant increase in NO levels was measured in the
sciatic nerve ligated [30].

There are more than several animal models of
neuropathic pain, especially in rats, mostly based on the
production of a lesion of a peripheral nerve (mostly the
sciatic) by physical or chemical trauma [31, 32]. This
model was launched in 1988 [33].

It is in this context that fits our work, which is
conducted on rats who underwent ligation of the sciatic
nerve. As based on the Forced Swim Test (FST), we
looked at first possible relations between ligation of the
sciatic nerve and the incidence of depression and in
further investigations, the possibility of a difference in the
degree of depression between males and neuropathic rats
females.

MATERIALS AND METHODS

Biological Material: The biological material we used in
our study is Wistar rats from the Pasteur Institute of
Algiers. The animals, which weigh between 200 and
250 grams, were acclimated to standard conditions of
temperature and humidity. The  breeding was
conducted in polyethylene cages, lined with litter material
of wood chips. The hygiene and prophylaxis were
observed.

Parcelling Animals: Our study aims to study the
incidence of depression in rats underwent ligation of the
sciatic nerve and the identification of possible differences
between male and female rats.
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For this purpose, we defined four (04) experimental
batches as follows:

Male control (n = 08),
Female control (n = 08),
LIG male (n = 08),

LIG female (n = 08).

Sciatic Nerve Ligation «Sciatic Nerve Injury»: The rat
model Ratus ratus Wistar strain underwent ligature of
the sciatic nerve while the sural nerve left intact [34].
The results lesions of hypersensitivity is marked in the
lateral region of the leg that is innervated by the sural
nerve was spared. The non-operated side of the rat was
used as control.

The rats suffered surgery "sciatic nerve ligation"
(sciatic nerve injury). Following this operation, the
subjects received a treatment with anti-Cyclin at a dose of
0.3 ml per for five (05) days by intraperitoneal injection,
after a period of complete rest for ten (10) days.

Experimental Protocol
Anesthesia:

Rats anesthetized by intraperitoneal injection of a
ketamine 0.3ml / 100g + a drop orally Largactil
(chlorpromazin).

Animals placed in a calm and quiet place until fully
anesthetized.

Verification of rats reflexes by pinching the tip of the
tail and legs with a pair of tweezers to ensure the
immobility of animals before any surgery.

Shaving drapes (using an electric razor) slightly
below the knee area to the hip area.

Application of an ophthalmic ointment to the eyes of
animals using a cotton swab.

The animal was placed on its right side (or left) and
placement of the left hind limb (or right) on a small
platform in order to keep it high. Leg fixation with
tape.

Disinfection of the operative field with alternating
scrubs of ethanol and betadine outside the surgical
site.

Surgery:

Location knee with the thumb of the left hand and
use a scalpel to make an application. A few cm

incision in the proximal longitudinal direction of the
knee.

792

Open the skin by blunt dissection using the tip of a
pair of sterilized scissors.

Separation of the muscular layer by dissection just
next to the clearly visible blood vessel, close to the
femur (thigh bone). The muscle layers are easily
separated without bleeding, revealing the sciatic
nerve right or left below the muscle.

It should be noted that in case of bleeding due to
damage of a blood vessel near the knee, they must be
sterilized using a cotton bud body to absorb the blood by
pressing until the bleeding stops.

Rat under a stereo microscope to gently separate the
muscles with a pair of tweezers sterilized to clearly
visualize the sciatic nerve.
Identification of the area and
saphenous branches of the sciatic nerve knowing
that the sural nerve is the smallest of the three
branches.

Creation of a surgical tight knot around the sciatic
nerve. If the first node is a member of the tight
contractions will be observed.

Cut the suture ends with a pair of micro scissors and
gently closing the muscle layer. Adding a drop of
lidocaine on the wound and suture with surgical
knots.

the collateral

Post-Surgery Period:

Verification of the sufficiency of eye ointment.

Rat placed in a clean cage under a paper towel in a
comfortable posture to room temperature.

Water and food are easily accessible for the animal
operated.

Intra-peritoneal injection of the antibiotic in a 0.3 ml
dose for five (05) days after surgery.

Conduct a battery of behavioral tests (neuropathic
pain and anxiety and depression measures) after ten
(10) days of the surgery.

Methods

Elevated Plus Maze (EPM) Test: The elevated plus maze
test [35-37] is used to measure the degree of anxiety in
rodents. It is composed of four arms (50 x 10cm), two
open arms perpendicular to two closed arms with 40cm
high walls of Plexiglas. The intersection of the four arms
(central area) is a square of 10 x 10cm. The apparatus was
elevated of 50 cm from the ground. The test was
performed for 5 min by placing the animal in the central
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area facing an open arm. Since the rate fears the empty
and high spaces, his exploration of open arms shows a
less anxious behavior. On the contrary, the more the
animal remains in the closed arms, his behavior are known
to be anxious. The 5 min sequences were recorded by a
video camera to measure the following parameters:
Open arms duration, closed arms duration, Open arms
entries, closed arms entries and Freezing duration.

Forced Swimming Test (FST): The forced swim test
[36-39] is a behavioral test of inducing despair in rats by
placing the animal 15 min in a glass aquarium 54 cm height
(34 x 60cm). This dimension ensures that the rat can’t
escape by climbing to the edges of the device. The
aquarium is filled with water (26°C) to a height of 40 cm, in
order to ensure that the rat will not use his legs to keep
the surface and thus force him to swim. The procedure of
FST in rats occurs in two phases: the pre-test and test,
separated by an interval of 24 hours. During the pre-test,
the rat was placed for 15 min. At the end of session, the
animal is immobile. The next day, the animal plunged into
the aquarium for 5 min. The swimming session on each
day was videotaped for behavioral analysis. The time of
immobility, swimming and climbing are calculated.

Sucrose Preference Test (SPT): All the rats were
submitted to 48 h of forced exposure to 1% sucrose
solution in order to habituate to it [37], during which
sucrose solution was the only fluid available for
consumption, followed by two days of free access to food
and water. After this, the rats were submitted to water
deprivation for 16 "h" prior to performing the sucrose
preference test; baseline test at day zero. The sucrose
preference test was performed in the rat's home cage: two
pre-weighted bottles, one containing tap water and
another containing 1% sucrose solution, were presented
to each rat. The bottles were weighed again after 1 "h"
and the weight difference was considered to be the rat
intake from each bottle. The sum of water and sucrose
intake was defined as total intake and the sucrose
preference was expressed as the percentage of sucrose
intake from the total intake following the formula: %
sucrose preference= sucrose intake X100/total intake.

Statistical Analysis: Data are presented as mean + SEM.
Data were analyzed by one-way ANOVA and Newman
and Keuls as the post hoc test. Results were considered
significant at p <0.05. Graph Pad Prism 5 for windows
version 5.01 was used to do the analysis.
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RESULTS

The following histograms represent the test results of
forced swimming where the analysis of variance was
conducted by the ANOVAIl and followed by a
Newman-Keuls test, in case of significant differences
between the different groups.

Forced Swiming Test:
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Fig. 1: Settings forced swimming in male animals and
females ligated and unligated. (A: swimming time,
B: immobility time, C: climbing time)
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Regarding immobility time (Fig. 1B), it was observed
a very highly significant (F =21.93, R square = 0.7327,
p <0.0001). The immobility time of the ligated rats was
significantly higher than that of control rats (control M vs
Lig M). The control rats have a significantly immobility
time lower than that of control rats (control M vs control
F). The immobility time is significantly reduced in rats
than in controls control ligated rats (control M vs Lig F).
We note further that the immobility time is higher in
ligated females rats than in ligated males rats (Lig M vs
Lig F).

The test Newmen-Keurls and revealed a significant
increase in immobility time in females compared to males
and before and after ligation.

As to the swimming time (Fig. 1 A), the analysis of the
results showed significant differences between male and
female animals and that, before and after ligation. It is
worth mentioning a very highly significant (F =33.77,
R square = 0.8021, p <0.0001) between the control males
rats and ligated females rats (control M vs Lig F), between
male animals ligated and ligated females (control M vs Lig
M).

Newman-Keurls test and certify a significant increase
in swimming time in males compared to females before and
after ligation.

Analysis of results for the climbing time we find
reveals a significant increase in climbing time (Fig. 1 C) in
females compared to males. A significantly lower level
(F=11.56, R square = 0.6012, p <0.0001) is reported in rats
compared to controls rats controls (control F vs control
M) and female control and ligated males (control F vs Lig
M). The climbing time is significantly reduced in the
control rats compared to that of ligated rats (control M vs
Lig F). Finally, the escalation time is significantly higher
in the ligated rats compared to ligated rats (Lig F vs Lig
M).

The Elevated Plus Maze (EPM) Test:
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Fig. 2: Elevated Plus Maze (EPM) test parameters in male
rats and female ligated and unligated (A: time
spent in the open arms, B: time spent in the closed
arms, C: time spent in the center of the device).

Time Spent in the Closed Arms: The ANOVAL for time
spent in the closed arms revealed a significant effect of
sciatic nerve ligation (F = 320.3, R Square = 0.9717,
p <0.0001).

The Newman-Keuls test watch that the level of
anxiety is higher among females than among controls their
male counterparts. This is revealed by the time spent in
the closed arms greater in females (control M vs control
M : t = 35.40, p <0.05). The results also show that the
ligature of the sciatic nerve causes an increase in the level
of anxiety, as shown in the time spent in the closed arms
higher in rats after sciatic nerve ligation (control M vs LIG
M : t=37.40, p <0.05).

Time Spent in the Open Arms: The ANOVALI for time
spent in the open arms revealed a significant effect
of sciatic nerve ligation (F = 353.8, R Square =0.9743,
p <0.0001).
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The Newman-Keuls test was reported time spent in
open arms greater in males than in controls their female
counterparts (control F vs Control M : t = 34.81, p <0.05).
Similarly it is reported a significant decrease in the time
spent in the open arms after sciatic nerve ligation (control
Mvs LIGM : t=71.18, p <0.05).

Time Spent in the Center: The ANOVAL for time spent in
the center revealed a significant effect of sciatic nerve
ligation (F = 6.592, R Square = 0.4139, p <0.0001).

The Newman-Keuls test for time spent in the center
mainly reveals a significant increase in time spent at the
center after sciatic nerve ligation (control M vs LIG M:
t=5.701, p <0.05).

Preference Sucrose Intake:
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Fig. 3: Sucrose intake in rats males and females who have
undergone or not the sciatic nerve ligation.

The preference for the sweet ANOVAI revealed a
significant effect of sciatic nerve ligation (F = 18,36;
R Square = 0,6630, p <0.0001).

The Newman-Keuls test for preference shows that
sweet sweet consumption level is significantly lower in
males than in controls their female counterparts
(Control M vs Control F: t = 10,17 ; p <0.05). It also
appears that male rats who underwent ligation of the
sciatic nerve had significantly higher sugar consumption
levels (Control M vs LIG M t = 7,275, p <0.05).

DISCUSSION

Our aims and objectives is to investigate the effect of
the sciatic nerve ligation of the degree of depression
animals. It also includes a comparative study between
males and females. Our results show that in controls the
degree of depression in females is more important than in
males, this is revealed by the immobility assessment time
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that are greater in females than in males. We attribute
these variations in the degree of depression at the level of
fluctuation of different sex steroids in females and males.
Gender differences exist in the prevalence of depressive
disorders. Some studies suggest that women respond
better than men to action inhibitors of serotonin reuptake
(SSRI) suggest that gonadal hormones modulate mood
and drug response [40]. Significant gender differences
were regularly reported because its impact on the
prevalence and morbidity risk is twice as high among
young adult women. The symptoms of depression are
also sexual and disturbances in the circulating levels of
ovarian hormones product would produce a behavioral
depression [41]. In addition, behavioral changes
associated with the estrous cycle, clearly showed a
reduction of immobility and a higher active behaviors
during proestrus [42]. From these observations, it would
appear that estrogen would have a depressing effect [43].
Stocco (2008) suggest that this enzyme could be activated
by various factors such as stress. The
concentrations of estradiol in adult females and
prepubertal rats could be related to the reduction of
immobility and its increase observed during the test,
revealing activation of the serotonin system [45]. The
administration of 17B-estradiol in female or male rats
increases swimming and decreases immobility in the FST.
Estradiol facilitates the effect of SSRI, such as fluoxetine,
the antagonist of the 5-HT1A receptor and blocks the
antidepressant effect of estradiol in the FST [46, 47].
Also, it is well known that estrogens also have anti-
inflammatory properties. Studies in rats and mice have
demonstrated the ability of estradiol to reduce tissue
damage while decreasing the expression of Thl cytokines
involved in acute inflammatory response, such as
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF), TNFa,
IL-1P and IFN-vy [43, 48].

Progesterone is a sex steroid. When synthesized by
the nervous system from pregnenolone [49], it seems with
neurosteroid metabolites (3 a-hydroxy-5a-pregnan-20-one
or allopregnenolone) have an antidepressant-like effect in
the swim forced [50]. It also seems to provide the body
with a protective barrier in response to constantly
changing environment. This protection would be through
the production of neuroactive steroids such as
progesterone and its metabolites. It has been shown that
these products are heavily involved in the installation of
anxiety [51, 52] and depression.

By cons, testosterone would anxiolytic and
antidepressant effects [53, 54]. Recent reports show
that adult males, stress increases testosterone
possibly by stimulating the secretion of gonadotropin.

acute

in
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However current data argue against this observation
since the levels of this hormone are similar between the
control animals and those exposed to FST.

During inflammation, the circulating cytokines
suppress reproductive function by activating the
secretion of hypothalamic CRH and therefore inhibiting
ovarian and testicular steroidogenesis [55]. Activation of
pro-inflammatory cytokines by altering neurotransmission
of serotonin, is a component of the depression. But, the
anti-inflammatory anti inflammatory cytokines regulate the
inflammatory response by inhibiting the production and
action of inflammatory cytokines [56].

In males, we note that the sciatic nerve ligation
causes increased levels of depression. This is revealed in
our results in increased immobility time in the ligated
males. The level of depression in males ligated would be
the consequence of surgery that consisted in the sciatic
nerve ligation. Many studies have examined the
relationship between depression and inflammation [57]
and between anxiety and inflammation [58]. In addition,
the limited research on the state of anxiety and
inflammation gave a mixed model results. Apparently,
there is a two-dimensional relationship between the CNS
and the immune system. More recently, research has
shown that the steroid may also bind to receptors of
specific neurotransmitters and neuronal excitability
change [59]. The molecules steroids that act as
neuromodulators are then called neurosteroids.

Substantial evidence supports the existence of
reciprocal relationships of immune regulation by the HPA
axis, with a focus on the hypothalamic CRH neuron,
shown as a main junction between peripheral events and
the responses of the central nervous system. In this
regard, if the glucocorticoid secretion is physiologically
active in response to an inflammatory process, in order to
prevent substantial damage to tissue of the immune
response, a number of experiments indicate that other
reaction mediators inflammatory / immune, including
cytokines, may activate the HPA axis by the neuron
hypothalamic CRH [60]. In fact, the depression has
been associated with increased circulating levels of the
pro-inflammatory cytokine [61].

In females, the sciatic nerve ligation does not seems
to cause a remarkable difference in the level of depression
in control animals. We believe in fact that ligation
increases the degree of depression, however this increase
was not observed in this case due to the hyperdepressif
state control animals. This we have already explained by
the role played by sex steroids and partly by estrogen on
depressive state.

We wish to draw attention to the fact that changes of
immobility time observed during the FST are inversely
proportional to swim time observed. As has been reported
in several studies, this means that the nerve pathway is
responsible for the occurrence of depression in our study
through SHT, as reported by Albert and Frangois in
2010. In the same vein, we argue that the activation of the
5-hydroxytryptamine (SHT), reduced the immobility by
increasing swimming.

During the Forced Swim Test, antidepressants,
producing a noradrenergic and dopaminergic predominant
elevation reduced the immobility by increased climbing
time [63].

CONCLUSION

In this study, it appears that the rats suffered sciatic
nerve ligation have a higher degree of depression. This is
clearly visible in male subjects, where the immobility time
is higher ligated rats compared to their not ligated. We
explained the occurrence of this depression by
inflammation  occurred following surgery. This
inflammation will spark changes in the immune system
with an overproduction of proinflammatory cytokines and
that these would depressinogenic as reported in several
studies.

The FST also revealed a gender difference related to
the state of depression. Indeed, the immobility time
measured in controls female is higher than that measured
at their male. This means that controls are more depressed
females than males. The explanation for this difference is,
in our view, to the hormonal differences between males
and females. Involvement of sex steroids in the mood
changes has been much documented. Thus, it has been
attributed to testosterone antidepressant role. Other
authors attribute, by cons, of estradiol depressinogenic
effects. Another current research considers progesterone
and some of its derivatives as substances with
antidepressant-like effects. According to these authors,
these derivatives of progesterone, such as pregnenolones
are considered neuroactive steroids when they are in the
brain.
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