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Résumé

La dépression et les troubles de I'humeur sont depuis longtemps dans le foyer de la
recherche en raison de leur apparence et de leur forte prévalence dans la population mondiale.
Cependant, les efforts soumis a la recherche scientifique ont été entravés par la difficulté de
créer des modeles animaux appropriés qui imitent I'homme et qui sont adaptés pour tester des
médicaments nouvellement mis au point.

L’application de stress induit des symptomes dépressifs. L’objectif de ce travail est
d’étudier les modifications neurocomportementales dues aux différents stress avec
I’association du BCG chez les rats males et femelles Wistar et d’appréhender I’effet
réparateur de 1’extrait d’algue marine Peyssonnelia sp.

Dans notre étude nous avons testé deux types de stress: le stress chronique léger
(CMS) et la ligature du nerf sciatique (Sciatic nerve injury).

Le CMS a duré 37 jours, et a partir de 29°me jour nous avons procédeé a un traitement
quotidien des rats a I’extrait d’algue a la dose de 15 mg/kg, par voie intra-péritonéale, et apres
07 jours post ligature.

Une injection intradermique de BCG a été effectuée au 18"™ jour (0,02ml) chez les
rats ayant subi un CMS et au 5°™ jour (0,02ml) chez les rats ayant subi une ligature du nerf
sciatique.

Nous avons étudié les caractéristiques comportementales a travers une batterie de
tests : Nage forcée, Open field, Plus maze et Test de la préférence sucrée, 2 jours apres le
CMS et 26 jours apres la ligature.

Nos résultats ont montré que le stress provoque une inflammation qui se traduit par
des troubles neurocomportementaux et I’extrait d’algue provoque une réparation partielle
chez les rats méles en cas d’administration de BCG chez les rats stressés.

Mot clés : Dépression, CMS, Ligature du nerf sciatique, Extrait d’algue, BCG, Rat
Wistar.



Abstract

Depression and mood disorders have always been the focus of research because of
their appearance and their high prevalence in the population complex. However, efforts of
scientific research have been hampered by the difficulty to create an appropriate animal model
that mimic human being to be appropriate for testing newly developed drugs.

The application of stress induces depressive symptoms. The objective of this work is
to study neurobehavioral changes to stress with the combination of BCG in male and female
rats Wistar and understand the restorative effect of seaweed extract (Peyssonnelia sp).

In our study we tested two types of stress, chronic mild stress (CMS) and the sciatic
nerve ligation (Sciatic nerve injury).

CMS lasted 37 days, from the 29th day we made a daily treatment of rats with
intrapritoneal injection of algae extract at a dose of 15 mg / kg, and after 07 days post ligation.

Intradermal injection of BCG was performed at day 18 of CMS (0,02ml) in rats
submitted to CMS and the 5th day (0,02ml) in rats underwent ligature of the sciatic nerve.

We studied the behavioral characteristics through a single test battery (forced
swimming, Open field, Plus maze test and the preference of the sugar), 2 days after the CMS
and 26 days after ligation.

Our results have shown that stress causes inflammation in the brain that this results in
neurobehavioral disorders and algae extract has no restorative effect on the harmful effects of
stress + BCG, however Stress BCG administration causes partial repair in male rats.

Key words: Depression, Chronic mild stress, Ligation of the sciatic nerve, Algae
extract, BCG, Wistar rats.
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Introduction

Introduction

Durant ces dernieres années, une recrudescence d’intérét a €té remarquée concernant
les effets biologiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif
généré par les especes réactives de I’oxygéne (ERO), molécules pro-oxydantes tres réactives
causant des dommages cellulaires graves. Celles-ci sont impliquées dans le vieillissement et
dans le déclenchement et la progression de plusieurs maladies telles que le cancer,
I’athérosclérose, les accidents cardiovasculaires, les maladies inflammatoires et les maladies
neurodégenératives. Dans ce contexte, de nombreuses recherches faites sur les composés
bioactifs notamment sur les polyphénols qui agissent contre les ERO, ont aboutit a leur

utilisation dans 1’industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique (Pietta et al., 2000).

En effet, les antioxydants naturels font 1’objet de nombreuses recherches avec une
tendance vers I’exploitation des métabolites secondaires généralement, et les polyphénols
particulierement, tant dans la santé avec des maladies pernicieuses comme le cancer, que

dans I’industrie agro-alimentaire.

En raison d'une demande croissante dans la recherche de nouveaux médicaments
d’origine naturelle, il y a un grand intérét pour les organismes marins, spécialement les
algues. Ces dernieres sont riches en métabolites qui peuvent étre des composés bioactifs. Ce
sont donc une source potentielle et prometteuse d'agents pharmaceutiques. Plusieurs
travaux ont été publiés sur la recherche des activités antibactériennes, antioxydantes,
antifongiques, antivirales et anti-inflammatoires des extraits d'algues (Etahiri et al., 2001;
Eikouri et al., 2004; Etahiri et al., 2007; Chiheb et al., 2009 ; Bouhial et al., 2010; Zubia,
2007).

La plupart des algues marines contiennent des polyphénols algaux aussi appelés
phlorotannins. Les phlorotannins constituent un groupe trés hétérogéne de molécules
fournissant ainsi une grande variété d’activités biologiques potentielles. Leur composition en
antioxydants et leur capacité antioxydante varient selon plusieurs facteurs, comme la
profondeur ou elles poussent et leur degré d’exposition aux rayons ultraviolets (UV). Les
algues contiennent différents composés antioxydants incluant des caroténoides (lutéine et
zéaxanthine), des flavonoides (catéchines), des acides phénoliques (tannins) ainsi que

certaines vitamines, principalement les vitamines C et E (Yuan et al., 2005).
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Introduction

Il a été bien établi depuis longtemps que le stress chronique est intimement lié a la
physiopathologie des troubles de I'numeur (Van, 2004). La dépression majeure est un trouble
de I'humeur caractérisé par des symptomes cliniques tels que I'anhédonie (I'incapacité a
éprouver du plaisir) (A.P.A., 2000), des perturbations de la neurochimie cérébrale
(Oguzhanoglu et al., 2014) et les maladies du systéme endocrinien (Fava et al., 1987; Frih
etal., 2009 ).

Le stress affecte les fonctions du systéme neuro-immunitaire, il induit une
inflammation dans diverses régions du cerveau, et les réponses comprennent la production de
cytokines pro-inflammatoire (Bian et al,. 2012). Les cytokines pro-inflammatoires, IL-1beta
et I'lL-6, augmentent lors de l'infection (Mc Afoose et Baune, 2009). L'augmentation de ces
deux cytokines, en collaboration avec I’'IFN alpha, ont recu la plus grande attention dans la

dépression (Zunszain et al,. 2011).

L'inflammation induite par le BCG est considérée comme un modeéle de dépression
immunodépendant (cellules T), et les symptémes centraux constituent le comportement de
maladie, a savoir les changements comportementaux qui suivent I'immuno-réaction (Garcia-
Bonacho et al., 2000).

L'activation du systeme immunitaire et l'augmentation de la production et des taux
sériques des cytokines, qui semblent caractériser la dépression, demandent a étre confirmées

par des études, ces taux étant normalisés par les antidépresseurs (Zunszain et al., 2011).

Notre travail a pour but d’étudier deux types de stress: le stress chronique léger
(CMS) et la ligature du nerf sciatique (Sciatic nerve injury), qui induisent chez le rat des
modifications comportementales et physiologiques, comme la diminution de P’activité
locomotrice et I’augmentation de 1’anxiété. Nous avons couplé le stress a une injection de
BCG pour induire une inflammation chronique, dans le but d’observer les mémes
modifications comportementales chez les rats qui ont subi uniqguement un stress. Ceci laisse a
penser que I’effet du BCG irait dans le méme sens que I’inflammation provoquée par le stress
chronique, dans le but d’évaluer I’activité antioxydante d’une algue marine Peyssonnelia sp,
et de voir si cette algue, associée a un stress, plus I’inflammation induite par le BCG, est

capable de réparer les symptomes de la dépression engendrés par le stress.
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I. Revue bibliographique

I.1. Généralités sur les algues

1.1.1. Définition

Les algues constituent une flore d’environ 25 000 espéces (Gayral, 1975). Ce sont des
organismes aquatiques primitifs qui vivent naturellement dans les plans d'eau, elles sont
capables de produire leur propre matiére organique par photosynthese (Rivard-Sirois, 2005).
Dépourvues de racines, de tige et de feuilles, elles possédent de la chlorophylle ainsi que
d'autres pigments accessoires pour réaliser la photosynthése productrice d'oxygene. La plupart
des algues se développent en milieu aquatique d'eau douce, saline ou saumatre, sur des
rochers humides, ou sur un sol mouillé, mais certaines sont terrestres et sont capables de se
développer sur le sol ou sur les troncs d’arbres (Cavalla, 2000). La taille des algues peut
varier de la cellule microscopique unique, a quelques cellules en colonie et jusqua 7,5 m
(Laminaires de la mer Sargasses) pour certaines formes multicellulaires (Balusson, 2012).
Les algues sont susceptibles de vivre dans les conditions écologiques les plus diverses.
Certaines sont aériennes, d’autres endophytes dans les tissus végétaux et animaux (Ozenda,

2000).
I.1.2. Facteurs de répartition des algues

Les algues sont liées a I’eau et peuvent dés lors s’installer dans tous les types
d’habitats suffisamment humides et éclairés. On peut les retrouver en eau douce, en mer, sur
sol humide et méme sur la neige. Les algues étant photosynthétiques, elles sont dépendantes
de la présence de la lumiére. Aussi, les algues nécessitent d’étre fixées a un substrat,
par conséquent, la texture, le degré de cohésion et la nature chimique du substrat ont

une importance sur la répartition spatiale des espéces (Gévaert, 2001).
I.1.3. Classification des algues marines

En général, les algues regroupent quatre groupes qui sont différenciés par
rapport a la couleur (Reviers, 2006). Chaque groupe contient des Classes, et chaque Classe

comporte des centaines d’espéces (Gévaert, 2001).
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1.1.3.1. Les Chlorophytes

Les Chlorophytes sont des algues vertes dont le thalle est de couleur typiquement vert
en raison des chlorophylles a et b dominant dans les chloroplastes. Toutefois, 1’exposition
prolongée aux fortes intensités lumineuses provoque la synthése de pigments photo-
protecteurs (caroténoides), qui conferent aux thalles de couleurs orangées a jaunéatres. Ce
groupe d’algues peu diversifié dans les eaux tempérées est au contraire riche en espéces et en
formes dans les eaux tropicales. Les algues vertes sont présentes dans tous les systemes

aquatiques depuis les milieux marins jusqu’aux eaux douces (Gévaert, 2001).

1.1.3.2. Les Chromophytes

Au sein des Chromophytes, les algues brunes sont regroupées dans la classe
des Fucophycées appelées autrefois les Phéophycées. Ce sont des algues presque
exclusivement marines. Leur couleur est due a I’abondance des pigments bruns, la
fucoxanthine, qui masque les chlorophylles a et c. Les Phéophycées montrent une grande
diversité morphologique depuis les formes filamenteuses relativement simples aux
grandes algues brunes dont 1’organisation morphologique complexe évoque les tiges
feuillées des végétaux supérieurs. Les algues brunes se sont principalement diversifiées dans
les mers froides et tempérées ou elles forment les grandes foréts sous marines. Dans les
eaux tropicales, elles sont moins nombreuses en espéces, mais représentent les plus grands

thalles et forment les populations les plus denses (Gévaert, 2001).
1.1.3.3. Les Rhodophytes

Ce sont des algues rouges qui montrent une originalité particuliéere avec leurs
pigments surnuméraires rouges (Phycoérythrines) et bleus (Phycocyanines) qui masquent la
chlorophylle. Les proportions relatives entre les différents pigments, conjuguées avec la
forme du thalle, donnent a la lumiére du jour toutes les couleurs imaginables depuis le brun
noiratre jusqu’au rose treés clair en passant par les rouges pourpres et les orangés. De plus,
pour une méme espece, la couleur varie en fonction de I1’exposition aux rayons
lumineux : souvent les individus qui se développent aux forts éclairements montrent des
couleurs délavées, ou dominent les jaunes orangés en raison de la forte concentration

en pigments caroténoides photo-protecteurs (Gévaert, 2001).
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1.1.3.4. Les Cyanobactéries

Les cyanobactéries ou les algues bleues sont constituées de colonies de taille, de forme
et de couleur tres variables. Comme les algues rouges, elles possedent des pigments
surnuméraires bleus (Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui masquent la
chlorophylle a. En dépit de leur nom ancien d’algues bleues, elles sont rarement bleues mais
plus souvent rouges, vertes avec des reflets bleutés, violets, bruns, jaunes ou orangés. La
plupart d’entre elles ont une consistance gélatineuse voire gluante en raison des mucilages

qu’elles sécrétent (Gévaert, 2001).
I.1.4. Intérét des algues

L’intérét accordé aux végeétaux et en particulier aux algues est en progression continue
de par le monde et ce pour différents raisons (Perez, 1997), essentiellement I’alimentation,
I’industrie, 1’agriculture, la médecine, et dans le domaine énergétique (Naegele et Naegele,
1961), et elles jouent un role primordial dans le maintien de 1’équilibre écologique du milieu

aquatique, et aussi en tant que bio-indicatrices de la pollution (Sbai, 1998).
1.1.4.1. Role dans le maintien écologique

Les algues sont les principales responsables de (Sbai, 1998) :
- la production primaire (1’évaluation de celle-ci pour le phytoplancton permet de déterminer
les lieux de péche favorables).
- elles synthétisent la maticre organique nécessaire qui constitue la source alimentaire d’une
grande partie de la faune marine.
- elles dégagent de I’oxygeéne directement utilisé€ par les especes marines.
- elles présentent un support d’alevins de nombreux poissons, mollusques, crabes et d’autres
especes.
- elles permettent également 1’amélioration, la clarification et la récupération des éléments

nutritifs en suspension et ’autoépuration de 1’eau.
1.1.4.2. Utilisation des algues
1.1.4.2.1. Utilisation alimentaire

En consommation humaine, les algues marines ont été rapportées depuis 600 ans avant

Jésus-Christ (Aguilera-Morales et al., 2005). Les pays du Sud et du Sud-est asiatique
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utilisent cette ressources dans différents buts, comme la nourriture, les fourrages, etc.
(Dhargalkar et Verlecar, 2008).

Brunes, rouges ou vertes, les algues offrent une grande diversité gustative et olfactive.
Leurs propriétés nutritionnelles qui sont exploitées sous forme de complément alimentaire.
Riche a la fois en minéraux, fibres, protéines, vitamines, et acides gras essentiels, elles
apportent des macroéléments et des oligo-éléments, leurs richesse en iode et en calcium est
intéressante étant donné 1I’importance des carences en ces éléments au sein de la population
mondiale (Melo, 1998), mais également en métabolites secondaires tels que les polyphénols,
caroténoides, stérols, et bétaines (Marfaing et Lerat, 2007). La France est le premier pays
européen a établir une réglementation spécifique concernant 1’utilisation des algues pour la
consommation humaine en tant que substances alimentaires non traditionnelles (Burtin,
2003).

1.1.4.2.2. Utilisation industrielle

Si les algues sont utilisées a 1’état naturel comme produit final pour I’alimentation et
I’agriculture, c’est surtout leurs dérivés qui ont pris un immense intérét industriel: ce sont les
alginates, 1’agar-agar et les carraghénanes (Naegelé et Naegelé, 1967). La forte affinité de
ces polysaccharides a 1’eau, les qualifient d’hydrocolloides (Venugopal, 2009). lls sont
extraits de différentes macroalgues rouges et brunes (Naegelé et Naegelé, 1967 ; Barsanti et
Gualtieri, 2006 ; Venugopal, 2009). Ces hydrocolloides jouent un réle important comme

agents gelifiants, épaississants, texturants, stabilisants et émulsifiants (Venugopal, 2009).
1.1.4.2.3. Utilisation agricole

Sauvageau (1920) note que les algues marines ont été employées comme amendement
et engrais depuis le 12°™ siécle aussi bien en Europe qu’en Amérique. Elles ont été
appliquées aux terres la ou la mer les a rendues accessibles (Milton, 1961). Certaines algues
bleues sont capables de fixer 1’azote de ’air pour les bactéries des Iégumineuses. Ce pouvoir
permettrait d’augmenter le rendement du riz en culture mixte dans les rizieres, les jardiniers
jettent d’ailleurs ces plantes marines dans les allées de leur jardin (Naegele et Nagele, 1961).
La biodisponibilité de quantités adéquates de potassium, d’azote, d’hormones végétales et de
micronutriments, la teneur élevée en matiere organique, notamment en fibres, ainsi que la
forme soluble dans 1’eau des éléments minéraux et oligo-éléments dans les algues, font d’elles

un excellent engrais (Venugopal, 2009). La pulvérisation d’engrais liquide sur les plantes,
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technique récemment adoptée, a augmenté I’efficacité d’absorption des nutriments par les
plantes (par les feuilles) dans les 10 & 15 minutes de leur application (Dhargalkar et Pereira,
2005). Cette méthode montre des résultats positifs en termes de santé des plantes,
I’augmentation des taux de croissance, la résistance aux ravageurs et des rendements plus

élevés de 25 a 30% (Dhargalkar et Pereira, 2005 ; Venugopal, 2009).
1.1.4.2.4. Utilisation médicale et pharmaceutique

Les pays maritimes ont eu recours aux algues comme vermifuge, anesthésique et
pommade, pour le traitement de la toux, des blessures, la goutte et le goitre (Dhargalkar et
Pereira, 2005). Sur le marché pharmaceutique environ 40 médicaments sont déja fabriqués a
partir de matiéres chimiques d’algues. En ce qui concerne 1’agar-agar, son usage est répandu
dans la préparation de milieux de cultures pour la microbiologie. Il est aussi employé avec
succes dans le traitement de la constipation. Le carraghénane est administré contre les
irritations du tube digestif et dans le cas de dysenterie. En pharmacologie, il est employé
comme agent émulsionnant dans 1’homogénéisation des huiles et comme 1’agar, ¢’est un
hémostatique efficace. L’alginate comme le carraghénane, joue un réle dans la prévention des
ulceres. Un médicament appelé communément « mousse de Corse » est connu pour son usage

comme excellent vermifuge contre les Oxyures et 1’Ascaris (Naegelé et Naegelé, 1967).

I.1.5.Caractéristiques générales de ’algue étudiée (Peyssonnelia sp)

1.1.5.1. Morphologie

Genre extrémement diversifié avec de multiples especes trés proches, elle se présente
sous forme de lames aplaties de couleur pourpre ou vineux. Certaines d'entre elles sont
carbonatées. L'identification des espéces du genre Peyssonnelia est difficile, ce qui entraine
un certain nombre d'espéces généralement sous-estimé ou surestimé (Dixon et Saunders,
2013). Peyssonnelia sensu stricto (d’aprés Krayesky et al., 2009) représente les especes
caractérisées par un hypothallus qui coupe les cellules supplémentaires formant des rhizoides

multicellulaires (Krayesky, 2007).
1.1.5.2. Ecologie

Elle peuple les rochers peu éclairés (espéce sciaphile) en mode calme, de I'étage
infralittoral et du circalittoral en Méditerranée et en Atlantique. Les algues rouges du genre
Peyssonnelia sont parmi les algues crustacées qui ont des distributions pantropes dans des

habitats des récifs coralliens. Peyssonnelia sp. sont généralement trouvées incrustant divers
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substrats durs sous les rebords et dans les grottes plus profondes que 20 m (Littler et Littler,
2000 ; Littler et Littler, 2003). Certaines especes de Peyssonnelia ont été trouvés a des
profondeurs atteignant 274 m, ce qui les rend les plus profonds organismes photosynthétiques
connus sur Terre (Littler et Littler, 1994). Compte tenu de la difficulté de la collecte, il y a
peu de rapports d'études chimiques sur Peyssonnelia sp. et leurs métabolites secondaires
restent largement inconnus bien que huit composés ont été rapportés représentant les terpenes
hydroguinones et des classes structurales dérivées d'acides gras (Lane et al., 2010 ; McPhail
et al., 2004 ; Talpir et al., 1994).

1.1.5.3. Position systématique

- Empire : Eukaryota

- Régne : Plantae

- Sous-regne : Biliphyta

- Phylum : Rhodophyta

- Sous-phylum : Eurhodophytina

- Classe : Florideophyceae

- Sous-classe : Rhodymeniophycidae
- Ordre : Peyssonneliales

- Famille : Peyssonneliaceae

- Genre : Peyssonnelia

Figure 01. Photographie de Peyssonnelia sp (Fellah, 2015)
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1.2. L'inflammation

L' inflammation représente une réaction normale de I' organisme en réponse & un
agent pathogene ou un trauma. Une série complexe de réactions immunologiques sont
alors initiées afin de neutraliser l'invasion de I'agent pathogene, réparer les tissus
endommagés et promouvoir la guérison. Ce processus est habituellement bénéfique.
Toutefois, lI'inflammation peut étre néfaste du fait de I'agressivité de I'agent pathogéne,
de sa persistance, du siége de l'inflammation ou encore par anomalies des régulations du
processus inflammatoire, I’inflammation peut étre classée comme aigué ou chronique. Le
type aigu correspond a une réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée
et d'installation brutale. Ces inflammations guérissent spontanément. A ['opposé,
Iinflammation chronique n'a aucune tendance a la guérison spontanée et persiste en
S’aggravant pendant plusieurs mois, voire plusieurs années. Ces inflammations résultent

de la présence persistante de I'agent pathogene ou de la sévérité du trauma (Balkwill, 2001).

Le cerveau posséde son propre systéeme de surveillance immunitaire. Celui-ci est
différent du reste du corps humain selon plusieurs caractéristiques. D'une part, au contraire
des autres tissus, le cerveau est séparé de la circulation sanguine par la barriére hémato
encéphalique (BHE) (Wekerle, 2007).

1.2.1. La barriére hémato encéphalique (BHE)

L'élément principal de la surveillance immune du SNC est sans aucun doute la
BHE. Cette barriére physiologique complexe est congue afin de controler 1'homéostasie
cérébrale et de protéger le SNC des agents pathogénes circulants. Elle est composée de
la membrane basale des capillaires sanguins, des cellules endothéliales cérébrales, du
réseau de pieds d'astrocytes et des péricytes. Chacune de ces composantes joue un réle bien
specifique et important. D'une part, les cellules endothéliales cérébrales présentent plusieurs
caractéristiques qui les différencient des autres cellules endothéliales. Les jonctions sont
responsables de l'imperméabilité de la barriere pour les macromolécules et les cellules
nucléées. D'autre part, les astrocytes semblent indispensables a l'intégrité de la barriere
puisqu'une étude a démontré leur nécessité pour la réparation de la BHE aprés un dommage
cérébral (Bush et al., 1999).

La BHE n'est pas infaillible. En effet, de plus en plus de conditions sont

reconnues pour altérer la perméabilité de la barriere et de nombre d'études démontrent
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I'implication de cette altération dans la pathophysiologie d'une grande variété de maladies
neurologiques (Weiss et al., 2009). Heureusement, un systéme de surveillance existe au
sein du SNC et il est principalement régi par les cellules gliales. Les cellules gliales
incluent les oligodendrocytes, la microglie et les astrocytes. En situation normale, elle ne
présente peu ou pas dinfiltration leucocytaire (Engelhardt, 2006). Mais en situation
pathologique, la BHE devient perméable et permet le passage des cellules immunitaires
périphériques (Popovich et Longbrake, 2008). Plusieurs études ont démontré I'implication
des cellules T, des macrophages et des cellules dendritiques au niveau de la modulation
de linflammation retrouvée au sein des maladies neurodégénératives (Huang et al.,
2009). L’augmentation des cellules T est impliqguée dans plusieurs maladies
neurodégénératives (Huang et al., 2009). Ainsi, il semblerait que les cellules microgliales
pourraient jouer un rdle au niveau de Il'immunité innée et acquise, par l'infiltration des
cellules T. Cependant, une foisla BHE passée, les leucocytes doivent faire face a une
seconde barriere, plus hostile: la barriere microgliale (Pender et Rist, 2001). En effet,
un grand nombre de mécanismes ayant pour but l'apoptose des cellules T a lieu au
sein du SNC.

A T’état basal dans le cerveau, il y a un équilibre entre les cytokines pro-
inflammatoires et les cytokines anti-inflammatoires, et ainsi un équilibre entre des signaux

neuro-dégénératifs et neuro-protecteurs (Szelenyi, 2001).
1.2.2. Les médiateurs neuro-inflammatoires ou cytokines

Plus de 100 cytokines ont été identifiées a ce jour (Rothwell et Luheshi, 2000). Il est
difficile d’en donner une définition précise en raison de leur nature variée. Elles ont une taille
comprise entre 8 et 26 kDa, sont souvent libérées pour agir localement en modifiant la
fonction des tissus, et elles sont plus généralement produites en réponse a une inflammation
ou un dommage des tissus (Rothwell et al., 1996). Les cytokines sont en général classées
en deux groupes: les cytokines stimulantes soit pro-inflammatoires, et les inhibitrices, soit
anti-inflammatoires (Szelenyi, 2001). Parmi les cytokines pro-inflammatoires se trouvent:
I’interleukine (IL-1), TNF (Tumor Necrosis Factor), gamma-interferon (IFNy), IL-12,
IL-18 et GMCSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor). Les cytokines anti-
inflammatoires comptent parmi leurs rangs: 1L-4, IL-10, IL-13, IFNa et TGFp (transforming
growth factor beta) (Cavaillon, 2001). Les cytokines agissant dans le SNC sont soit
sécretées par des cellules du SNC soit importées dans le SNC (Muller et Ackenbheil,
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1998). Par exemple, IL-1, IL-6 et TNFo semblent pouvoir pénétrer la BHE (Banks et
al., 1995; Banks, 1997; Kastin et al., 1999).

1.2.3. Stress

Le stress peut se définir comme une réponse de 1’organisme aux facteurs d’agression
psychologiques qui nécessite une adaptation. On peut distinguer 2 types de stress: le stress
aigu et le stress chronique.

1.2.3.1. Le stress aigu

Il correspond a un stress le plus souvent violent et limité dans le temps. La réponse

de I’organisme elle est aussi, immédiate et intense. C’est une réponse de survie (Abdoulaye,

2006).
1.2.3.2. Le stress chronique

Il correspond a des agressions violentes ou modérées, mais répétées et rapprochées
dans le temps (Abdoulaye, 2006).

1.2.4. Bases physiologiques et neurophysiologiques de la réponse au stress

Depuis 'introduction du mot stress, plusieurs définitions ont été proposées et qui ont
changé au cours du temps avec I’évolution du concept. La définition la plus complete et
acceptée est celle de Hans Selye. Selon lui, le stressest un état qui se manifeste par
un ensemble de réactions de 1’organisme a 1’action non spécifique des agents stresseurs
physiques, chimiques ou biologiques. L’ensemble de ces réactions non spécifiques est
appelé syndrome général d’adaptation (SGA) qui représente toutes les modifications non
specifiques, c’est a dire indépendantes du type de stresseur, qui se développent dans
I’organisme et dans le temps au cours de 1’exposition continue a un stresseur. Le SGA se

déroule dans sa forme classique en trois phases dans le temps (Abdoulaye, 2006).
1.2.4.1. Phase d’alarme

Il s’agit de la réaction d’alarme qui résulte, suite a une stimulation brutale du
cortex orbito-frontal, du systeme limbique et de [I’hypothalamus, [I’activation
orthosympathique stimulant les organes impliqués dans la défense (appareil cardiovasculaire,

les poumons, le foie et les muscles).
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1.2.4.2. Phase de résistance

Elle fait suite a la phase d’alarme si I’exposition au Stresseur persiste et accentue
I’activité des systemes noradrénergique et corticotrope. Elle met en jeu I’ensemble des
systemes hormonaux selon des modalités propres a chaque individu. Il correspond a une
intensification de la mobilisation énergétique de I’organisme qui doit soutenir 1’effort
pour s’adapter a la situation nouvelle. Le niveau de fonctionnement y est plus élevé : c’est
I’hétérostasie, terme employé par Selye (1977) pour quantifier cet état par opposition a
I’homéostasie. 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 surengages dans la lutte (troubles du rythme

cardiaque et infarctus sont les plus fréquents) (Abdoulaye, 2006).
1.2.4.3. Phase d’épuisement

Elle marque la fin de la période de résistance avec épuisement des ressources et
abandon de I’effort. L’hypophyse antérieure et le cortex surrénalien perdent leurs capacités
de sécrétion adaptative. Dans les situations les plus graves le risque vital est présent. En
effet ’existence de ces différentes phases suggere que les effets du stress varient d’une
phase a Il’autre et dépendent des capacités de résistance de 1’organisme, de la nature, de

I’intensité et de la durée du stress (Abdoulaye, 2006).
1.2.5. Mécanismes d’activation de I’axe du stress

Le stress est associé a une activation de plusieurs systéemes neuroendocriniens,
incluant le systéme nerveux sympathique et 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(Besedovsky et Del Rey, 1996). L’activation de I’axe HPA par les cytokines s’accompagne
également d’effets sur le métabolisme de certains neuromédiateurs (Dunn et al., 1999). Un
neuromédiateur ou neurotransmetteur est une substance chimique de nature variable
sécrétée par un neurone et reconnue par des récepteurs présents sur le neurone distal
(Nguyen et al., 1998), ces neuromédiateurs altérent les mécanismes de rétrocontrole qui
régulent la réponse de stress. L hyperactivité sympathique contribue a I’activation du systéme
immunitaire et a la libération de cytokines inflammatoires (Raison et al., 2006). Ces
cytokines pénétrent dans le cerveau via les régions qui fuient dans la barriere hémato-
encéphalique dans la région hypothalamique (You et al., 2011). L’IL-1, I’'IL-6, I’interféron et

le TNFa ont une action activatrice sur cet axe (Benzing et al., 1999). Les neurones
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parvocellulaires du noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus produisent la corticolibérine ou
CRH (corticotropin-releasing hormone). Cet autre site joue un role crucial dans la perception
de peur et d’anxiété et la production de noradrénaline qui stimule les neurones du noyau
paraventriculaire de I’hypothalamus. Dans des conditions normales, 1’action de la CRH sur les
cellules corticotrophiques de 1I’hypophyse induit et régle la sécrétion de I’ACTH, soit en
I’augmentant a la suite d’un stress, soit en la réduisant en fonction de la concentration élevée
de corticoides. Les effets de la CRH sont eux-mémes modulés par la vasopressine et par
certaines cytokines. Vehiculée par la circulation sanguine, I’ACTH agit sur les
corticosurrénales qui, en réponse, produisent le cortisol. Ce dernier, utilisant également la
voie sanguine, agit notamment sur 1’hypothalamus, sur I’hippocampe et sur ’amygdale et

participe a la régulation de I’immunité (Besedovsky et Del Rey, 1996).
1.2.6. Le systeme immunitaire

Le systétme immunitaire est un systeme de défense remarquablement adaptatif qui
nous protége des pathogenes aussi variés que les virus, les bactéries, les champignons
et les parasites. Il est composé d’une multitude de cellules et de molécules composant
un réseau dynamique capable de reconnaitre spécifiquement et d’éliminer un grand
nombre de micro-organismes étrangers il est important de mentionner qu’il existe deux
systetmes de I’immunité, ’'immunité innée et I’'immunité adaptative qui ne cessent de

collaborer pour protéger I’organisme (Bergereau, 2010).
[.2.6.1. L’immunité innée

L’immunité innée est ’ensemble des mécanismes cellulaires et moléculaires
préexistants a une infection dans un organisme. Cette premiere ligne de défense, tres
efficace, empéche la plupart des infections de se propager et permet ainsi d’éliminer
I’agent infectieux dans les quelques heures qui suivent sa rencontre avec 1’organisme. De
prime abord (Dehal et al., 2003), le systeme immunitaire utilise ses barriéres physiques.
En effet, le premier obstacle rencontré par les pathogénes sont les barriéres
anatomiques protectrices de I’hote. C’est ’exemple de la peau et de la surface des
muqueuses qui constituent des barrieres efficaces contre 1’entrée de la plupart des

microorganismes (Williamson, 1973).
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1.2.6.2. L’immunité adaptative

Cependant, il arrive que I’immunité innée ne soit pas suffisante et que le
pathogéne parvienne a échapper a cette premiere ligne de défense. Ainsi, afin de
reconnaitre et d’éliminer cette fois-ci sélectivement les pathogenes, il existe une seconde
forme d’immunité, connue sous le nom d’immunit¢ adaptative, dépendante de
I’immunité innée, qui se met en place quelques jours aprés I'infection initiale. Cette
réponse constitue une seconde ligne de défense qui permet d’¢éliminer les pathogenes
qui ont échappé a la réponse innée ou qui persistent malgré cette réponse. Cette réponse
adaptative necessite la communication entre deux populations cellulaires : les
lymphocytes et les cellules présentatrices d’antigene (CPA). Les lymphocytes sont I'un
des nombreux types de cellules blanches du sang produites dans la moelle osseuse par
le processus de I’hématopoi¢se et jouant un rdle important dans cette immunité
(Bergereau, 2010).

1.2.7.R0le des lymphocytes dans le processus inflammatoire

Il existe deux populations de lymphocytes (B et T) dont les roles sont
fondamentalement différents. Les lymphocytes B sont essentiellement impliqués dans la
synthése d’anticorps et dans I’immunité spécifique. Les précurseurs des lymphocytes T
donnent naissance a des lymphocytes CD4 (régulateurs) et CD8 (cytotoxiques ou
suppresseurs). Les lymphocytes CD8 exercent des fonctions cytotoxiques qui leur permettent
d’éliminer les cellules infectées par les pathogénes intracellulaires. IIs libérent essentiellement
de I'IFN-y et du TNF-a. Leur implication dans les maladies inflammatoires est mal connue,

et semble a priori mineure (Hellal, 2007).

Les lymphocytes CD4 jouent en revanche un r6le régulateur majeur dans la réponse
immunitaire et inflammatoire par la libération de cytokines spécifiques. Différentes sous-
populations de lymphocytes T ont été identifiées: les cellules T helper précursors (Thp) qui se
différencient, selon I’environnement cytokiniques, en cellules de type Thl avec un profil de
sécrétion pro-inflammatoire (IL-2, IFN-y, TNF-a), Th2 avec un profil anti-inflammatoire (IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10) ou Th3 (encore appelées Trl ou lymphocytes T régulateur), libérant du
Transforming Growth Factor B (TGF-p) et de I’IL-10 (Hellal, 2007).

Les cellules Thl et Th2 produisent des cytokines qui inhibent mutuellement ’activité

et la prolifération de I’autre type cellulaire, définissant une « balance Th1/Th2 » Au niveau
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pathologique, un déséquilibre orienté vers un type cellulaire Thl ou Th2 a été mis en évidence

dans la plupart des maladies inflammatoires chroniques. La balance lymphocytaire pourrait

constituer 1’une des cibles d’intervention thérapeutique (Hellal, 2007).
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I.3. Le stress oxydatif

1.3.1. Définition

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives de
I’oxygéne (ERO) sont produites quotidiennement dans 1’organisme. Ces derniéres sont
cependant contrdlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est
rompu en faveur des radicaux libres. Toutefois, une production excessive de ces molécules
réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance
oxydant/antioxydant (Christophe et Christophe, 2011 ; Papazian et Roch, 2008).

1.3.2. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs
électrons non appariés (Borg et Reeber, 2004). Cette molécule est trés instable et réagie
rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir
la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la
plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un

radical libre (Martinez-Cayuela, 1995).
1.3.3. Action biologique des radicaux libres

Les RL réagissent particulierement sur les macromolécules lipidiques, protéiques,
glucidiques et nucléiques. La réaction initiale stimule d'autres réactions, ce qui accroit la
production de radicaux libres. Le résultat de ces perturbations est un dysfonctionnement
cellulaire menant a des désordres inflammatoires, a des troubles immunologiques, a des
problémes neurologiques, a des mutations genétiques et au vieillissement (Poortmans et
Boisseau, 2003).

I.4. Les espéces réactives de ’oxygéne

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes
réactives de ’oxygene (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule
d’oxygene, par addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygene
sont: le radical superoxyde (O2*-), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote
(NO*), et aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) et le peroxynitrite (ONOO-) (Borg et
Reeber, 2004 ; Gutteridge, 1993).
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I.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont des agents qui réagissent facilement avec les substances
oxydantes pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils sont
fonction des apports alimentaires (vitamines, sels minéraux, flavonoides,...) qui
fournissent des antioxydants exogénes et de la production par 1’organisme d’antioxydants
endogene (enzymes, protéines, bilirubine, acide urique, etc.). La plupart des antioxydants
peuvent étre divisés en 2 groupes: hydrophobes ou hydrophiles. Les hydrophobes
constitués par les vitamines A, E, les flavonoides, I’ubiquinol (Coenzyme Q10), la bilirubine,
la mélatonine, qui agissent essentiellement sur la protection des milieux lipidiques. Les
hydrophiles comme le glutathion, 1’acide wurique, la vitamine C, les thiols, les
protéoglycans et ’acide hyaluronique, qui protégent contre 1’oxydation des lipides, des
protéines, des sucres, et de ’ADN dans les milieux liquides comme le sang, les liquides
interstitiels et le cytosol (Halliwell, 1991 ; Wolinsky, 1998 ; Koolman et al., 1999 ; Benitez
et al., 2002 ; Vergani et al., 2004 ; Sayre et al., 2005, ; Kirschvink et al., 2008 ; Browne
et al., 2008).

1.5.1. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la

réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
1.5.2. Les antioxydants endogénes

Ce sont des enzymes capables de transformer les radicaux libres en dérivés inoffensifs.
La superoxyde dismutase (SOD) transforme I'anion superoxyde en eau oxygénée, ce produit
toxique va étre ensuite dégradé par la catalase et la glutathion peroxydase (Poortmans et
Boisseau, 2003).

1.5.3. Les antioxydants exogénes

Ils sont présents dans I'alimentation, comme les vitamines C et E, les caroténoides,
les polyphénols, les flavonoides, les tanins et le séléenium. D'autres sont des dérives
phénoliques d'origine synthétique (butylhydroxyanisole, butylhydroxytoluene, propylgallate)

qui agissent comme la vitamine E (Allane, 2009).
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Les activités chimiques des polyphénols en terme de leurs propriétés réductrices
prédit leur potentiel pour une action antioxydante (Rice-Evans et al ., 1997) due a leurs
capacité a piéger les ERO, donner des atomes d’hydrogéne ou des électrons, chélate les ions
métalliques (Tsao et Deng, 2004 ; Balasundram et al., 2006 ; Rodrigo et Bosco , 2006) et

moduler Iactivité des enzymes (Hagerman et al., 1998 ; Moure et al., 2001).
1.6. L’activité antioxydante des algues marines

Pendant les quatre dernieres décennies, de nouveaux composés ont été isolés a partir
des algues marines et de nombreuses substances ont été déterminées comme étant des
molécules intéressantes de forte activité biologique (Iwamoto et al., 1998 ; lwamoto et al.,
1999 ; Iwamoto et al.,, 2001 ). Ces végétaux représentent une source potentielle
d’antioxydants naturels (Matanjun et al., 2008; Li et al., 2007; Nagai et Ykimoto, 2003).
IIs peuvent contribuer dans les mécanismes de défense contre le stress oxydatif. Plusieurs
molécules bioactives ont été isolées et identifiées a partir des algues marines ( Aneiros et
Garateix, 2004 ; Vairappan, 2003; Mundt et al., 2001; Vairappan et al., 2001), dont la
plupart contiennent des composés phénoliques tels que les catéchines et les flavonoide
(Yoshie-Stark et al., 2003; Santoso et al., 2002; Yoshie et al., 2000), les phlorotannins
(Koivikko et al., 2007), les tocophérols (vitamines E), et 1’acide ascorbique (Vitamine C)
connus pour leur activité antioxydante (Ragubeer et al., 2010; Al-Amoudi et al., 2009;
Wang et al., 2009; Kuda et al., 2005 ; Richard, 2004).

Les algues rouges sont considérées comme une importante source de beaucoup de

métabolites biologiquement actifs par rapport a d’autres classes d’algues (El Gamal, 2009).
I.7. Les composés phénoliques (polyphénols)

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux. Ils peuvent
étre définis comme des molécules indirectement essentielles & la vie des plantes (d’ou
la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires
qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, ils sont essentiels dans l'interaction

de la plante avec son environnement (Urquiaga et Leighton, 2000).

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composes

phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples)
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vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condenses), avec plus de

8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000).

Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de reconnaissance
entre les plantes, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions Vis-a-vis
des organismes pathogénes. lls participent de maniére trés efficace a la tolérance des
végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle essentiel dans I'équilibre et
I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel. D'un point de vue thérapeutique,
ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve dans les plantes
meédicinales (Macheix et al., 2005).

1.7.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composées
phénoliques (Chanforan, 2010). Ce sont de puissants antioxydants qui peuvent piéger les
ERO et chélatent les métaux de transition (Barreira et al., 2008). Leur activité dépend du
nombre et de la position des groupements hydroxyles en relation avec le groupement
fonctionnel carboxylique. L’activité antioxydante des acides phénoliques augmente avec

I’augmentation du degré d’hydroxylation (Balasundram et al., 2006).
1.7.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Tous
les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze
atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six
atomes de carbone liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non

étre une partie d'un troisieme cycle C (Tapas et al., 2008).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont: les fiavones, isoflavandiols, fiavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanines
(Effendi et al., 2008). Ces composés phénoliques sont des agents antioxydants capables de
piéger les RL en agissant comme des donneurs d’hydrogene et d’électrons (Pietta, 2000 ;

Lugasi et al., 2003 ; Lee et al., 2007).
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1.7.3. Les tannins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié¢ a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Daltons (Paris et Hurabielle, 1981). Les tannins condensés et hydrolysables sont 15 & 30

fois plus efficaces que les phénols simples (Hagerman et al., 1998).
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I1. Matériel et méthodes

II. 1. Matériel biologique
II. 1.1. Matériel végétal (L’algue)
a. Echantillonnage

e Site d’étude

La récolte des échantillons de Peyssonnelia sp a été effectuée pendant le mois d’Octobre
2015 a I’'Tlot Tiskerth (Ilot de 1’ail) (36°48°N, 4°58°E) dans la région de Boulimat, a 16,4 Km
a I’Ouest de la ville de Béjaia. C’est une station caractérisée par un substrat rocheux, et un

mode moyennement battu a calme.

Date desiimages'sat 23/2f 55.91"N  4°58'41.57"E élév. 0 mP altitude 1.40 km

Figure 02.Image satellite de la station de récolte (Google Earth, 2016).
b. La récolte

Les échantillons de 1’algue Peyssonnelia sp ont été récoltés manuellement sur des
supports rocheux par le Dr Djenidi et Mme Fellah. La récolte a été effectuée sur une ceinture
de profondeur allant de 0 a 3 m. Les échantillons récoltés ont été placés dans des sacs en

plastiques contenant de 1’eau de mer.

Au niveau de laboratoire, les échantillons d’algue ont été triés @ main pour écarter les

plantes épiphytes et les organismes parasites, lavés a 1’eau douce plusieurs fois et un dernier
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ringage a été fait avec de 1’eau distillée. Les échantillons ont été mis a I’ombre a température
ambiante jusqu’a la déshydratation compléte. Apres séchage a 1’étuve a 40°C, les échantillons
ont été coupés en petits morceaux, broyés puis tamisé pour obtenir une poudre trés fine (de
diamétre inférieur a 125 pum) avec I’aimable collaboration de la Faculté de Sciences et
Technologie de I’Université de BBA et de I’Université de Béjaia. La poudre a été conservée

dans des flacons opaques jusqu’a son utilisation ultérieure.
C. Préparation de ’extrait aqueux

Les polyphénols sont extraits par macération de 500 mg de poudre algale dans 50 ml

d’eau distillée sous agitation. Aprés 1 heure, le mélange a été filtré et conserve.
II. 1.2. Les animaux

Les animaux utilisés sont des rats de la souche Wistar. Les 40 femelles et 40 males,

provenant de I’Institut Pasteur d’Alger, pesaient au début de 1I’expérimentation, entre 150 et
280g.

e Elevage

Les rats ont été élevés dans un local désaffecté qui nous a servi d’animalerie et qui nous a
été gracieusement prété personnellement par M. le Doyen de la Faculté des Sciences et
Technologie de I’Université de BBA.

IIs ont été logés dans des cages en plastique tapissées d’une litiere composée de
copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée une fois tous les deux jours.
Les rats ont été acclimatés a une température moyenne de 30°C, et ont été nourris d’un
aliment acheté dans le commerce a base de mais, son de blé, remoulage et soja. L'eau leur est

fournie ad libitum dans des biberons.
I1.2. Formation des lots expérimentaux

Aprés une période d’adaptation de deux semaines les rats méles ont été pesés et

répartis en 8 lots expérimentaux de 5 animaux chacun, ce qui fait au total 40 rats méles :

Lot Témoin (n = 5).
Lot M (n =5).
Lot L (n =5).
Lot L+BCG (n =5).
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Lot L+M+BCG (n =5).
Lot CMS (n =5).
Lot CMS +BCG (n =5).
Lot CMS+M+BCG (n =5).
Pour les femelles, la méme répartition a été réalisée : 8 lots de 5 rattes, avec des traitements et

des manipulations identiques.
I1. 3. Application du traitement

II. 3.1. Extrait de I’algue

Une injection quotidienne par voie intra-péritonéale d’extrait d’algue a une dose de

15mg/kg de rat est administrée. Les rats témoins n’ont regu aucune injection.
II. 3.2. L’adjuvant

L’adjuvant est une substance qui augmente, stimule, active, renforce, ou module la
réaction immunitaire au niveau cellulaire ou humoral, notamment la réponse immunitaire

innée. Nous avons utilisé ici le BCG comme adjuvant.

Le BCG est un vaccin BCG lyophilisé provenant de la culture de la sous-souche
Connaught du bacille de Calmette Guérin, une souche atténuée du Mycobacterium bovis
(Karlson et 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).

Le vaccin, qui nous a été aimablement fourni par I’Hopital militaire de Ain Naadja
d’Alger, est fabriqué par le Laboratoire serum institute of India LTD.212/2, Hadapsar,
Pune411 028, India. La dose de BCG utilisée, de 10’ UFC / rat, a été sélectionnée en fonction

des indications fournies par (Moreau et al., 2008).
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Administration du BCG

Le vaccin a été administré par voie intradermique (ID) au 18°™

5éme

jour du CMS a un
volume de 0.02 ml / rat, pour les lots CMS et au jour de ligature a un volume de 0,02 ml /

rat, pour les rats ligaturés.
II. 4. La détermination de la dose d’extrait d’algue (Peyssonnelia sp)

Le Test de la nage forcée (Forced swimming test) est un test fréquemment utilisé en
pharmacologie et en neuro-sciences pour examiner le comportement dépressif. Pour cela nous
I’avons choisi pour déterminer la dose qui montre 1’état le moins dépressif. Un essai de 3
doses différentes a été appliqué : 15mg/ kg de rat, 20 mg /kg de rat et 25 mg /kg de rat. Les
rats vont subir 2 sessions de tests, espacées de 24 heures : le pré-test (d’une durée de 15

minutes) et le test (5 minutes).

L’extrait d’algue est injecté par voie intra-péritonéale. Les rats regoivent une
premiére injection ¥ heure apres le pré-test, une seconde injection 5 heures avant le test, et
enfin une 3*™ injection une heure avant le test. Les rats sont replongés dans I’aquarium
pendant 5 minutes filmées, au cours desquelles le temps d’immobilité est calculé. Plus le
temps d’immobilité est court, et plus il t¢émoigne d’un comportement moins dépressif. La dose

qui montre 1’état le moins dépressif est 15mg /kg de rat.
I1. 5. Le stress chronique léger ou Chronic mild stress (CMS)

Le modéle du Chronic mild stress (CMS) a €té décrit a l'origine par (Willner et al.
1987). Les lots CMS ; CMS+BCG et CMS+BCG+M ont été soumis a 37 jours de stress
chronique léger. Les facteurs de stress qui ont été utilisés sont : privation de nourriture,
privation d'eau, nage forcée, lumiere clignotante, isolement, litiere humide et litiere humide a
4°C. Les rats témoins sont conservés intacts dans leurs cages pendant les 37 jours du test,
avec acces libre a la nourriture et a I’eau. La liste et durée des agents de stress utilisés pendant

le stress chronique (CMS) est présenteée dans le Tableau I.

Tableau I. Liste et durée des agents de stress utilises pendant le stress chronique

léger.
Jours Stress utilisé Durée
Jourl Privation de ’eau 24h
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Jour2 Privation de nourriture 24h
Jour3 Isolement 24h
Jourd Isolement 24h
Jourb Isolement 24h
Jour6 Lumiére clignotante 3h
Jour? Privation de nourriture 24h
Jour8 Nage forcée 10min
Jour9 Litiere humide 1h
Jourl0 Privation de I’cau 24h
Jourll Aucun stress -
Jourl2 Aucun stress -
Jourl3 Litiere humide+4°C 2h
Jourl4 Lumiére clignotante 2.5h
Jourl5 Privation de nourriture 24h
Jourl6 Nage forcée 15min
Jourl7 Isolement 24h
Jourl8 Isolement 24h
Jourl9 Isolement 24h
Jour20 Privation de 1’eau 24h
Jour2l Privation de nourriture 24h
Jour22 Lumiére clignotante 3h
Jour23 Litiere humide 1h
Jour24 Isolement 24h
Jour25 Isolement 24h
Jour26 Isolement 24h
Jour27 Nage forcée 10min
Jour28 Lumiere clignotante 3.5h
Jour29 Aucun stress -
Jour30 Privation de nourriture 24h
Jour31 Litiere humide 1h
Jour32 Lumiére clignotante 2h
Jour33 Privation de I’cau 24h
Jour34 Litiere humide+4°C 2h
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Jour35 Nage forcée 10min
Jour36 Isolement 24h
Jour37 Isolement 24h

II. 6. la ligature

Les rats ont subi la ligature du nerf sciatique tandis que le nerf sural est laissé intact
(Zaafour et al., 2015). La technique nous a été enseignée par le Pr Frih de I’Université

d’Annaba. Le c6té non opéré du rat a été utilisé comme controle.

Les rats ont subi une intervention chirurgicale qui consiste en une ligature du nerf

sciatique (Sciatic nerve injury), modéle de dépression nouvellement expérimenté.
Les étapes de la ligature
Les lots ligaturés sont (L ; L+ BCG ; L+M+BCG)

L’intervention chirurgicale a pour but de ligaturer le nerf sciatique afin de créer une
inflammation chronique et de créer une douleur permanente chez les rats. Toutes les
précautions d’asepsie et d’hygiéne ont été respectées afin d’éviter des infections post-

opératoires ou des 1ésions d’autres tissus.

Deux heures avant I’intervention chirurgicale, les animaux des lots cités vont subir une

injection d’antibiotique (Ampicilline) & une dose de 0,3ml par 2509 de rat.
Anesthésie

Elle a lieu 15 minutes avant I’intervention chirurgicale.

e Les rats sont anesthésiés par injection intra-péritonéale d’un mélange de Kétamine et
de Largactil injectable dans la méme seringue a raison de 90% de Kétamine et 10% de
Largactil.

e Ringage des instruments avec de I’alcool.

e Epilation du champ opératoire Iégerement au-dessous de la zone du genou pour la

région de la hanche.

Page 26




Matériel et méthodes

La chirurgie

e L'animal est placé sur son c6té droit ou gauche sur une plate-forme, avec fixation des
jambes avec du ruban adhésif.

e Application d'une pommade ophtalmique sur les yeux des animaux.

e Désinfection du champ opératoire avec de 1’alcool puis avec de la Bétadine.

¢ Incision de quelques centimétres dans la direction longitudinale proximale du genou.

e Quverture de la peau par dissection a 1’aide de ciseaux stérilisés.

e Séparation de la couche musculaire par dissection juste a c6té du vaisseau sanguin
visible, a proximité du fémur. Les couches musculaires sont facilement séparées sans
saignement, révélant le nerf sciatique droit ou gauche en dessous du muscle.

e Recherche du nerf sciatique.

e Creéation de deux nceuds serrés chirurgicaux autour du nerf sciatique.

e Ajout d'une goutte d’anesthésiant local.

e Suture de muscle par la création d’un seul nceud.

e Suture de la peau par la création de 2 nceuds 2 a 3 fois.

e Nettoyage avec de la Bétadine.

e Ajoute de poudre cicatrisante.
Période post-opératoire

e Le rat opéré est placé dans une cage propre sous une serviette dans une position
confortable a la température ambiante.

e L'eau et la nourriture sont rendus facilement accessibles a I'animal opéré.

e Injection intra-péritonéale d’antibiotique a une dose 0,3ml par 250 g de rat pendant

cing jours apres la chirurgie.
I1. 7. Tests comportementaux

Les tests comportementaux les plus utilisés, visant a évaluer les capacités
motrices, cognitives et émotionnelles des animaux dans notre travail, sont la nage forcée
(FST, Forced swimming test), le labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze), le
champ ouvert (Open Field) et le test de preférence sucrée. Le comportement des animaux

a été filmé et enregistré a I’aide de caméras vidéo.
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II. 7.1. Le test de la nage forcée (Forced Swimming Test)
e Principe

La FST ou Forced swimming test, est un modéle comportemental qui permet de prédire
I’efficacité d’un traitement antidépresseur (Porsolt et al., 1977). Ce test permet également de
mesurer le degré d’état de dépression ou plus précisément de 1’état de résignation ou de

motivation de I’animal.

e Procédure

Le test consiste a placer individuellement le rat dans un aquarium de 40 cm de haut sur
30 cm de large. Ces dimensions permettent de s’assurer que le rat ne pourra pas s’enfuir en
s’agrippant aux bordures du dispositif. L’aquarium est rempli d’eau a 25C°. La hauteur de
I’eau atteint 35 cm, pour s’assurer que le rat ne se serve pas de ses membres inférieurs pour se

maintenir a la surface, et donc I’obliger a nager.

La FST se déroule chez le rat en deux phases, le pré-test et le test, séparées par un
intervalle de 24 heures au cours duquel le traitement est administré. Lors du pré-test, le rat est
placé pendant 15 minutes dans 1’aquarium rempli d’eau. Le jour suivant, 1’animal est replongé

dans I’aquarium pendant 5 minutes (Porsolt et al., 1978).

e Variables mesurées
- Le temps d’immobilité : Indique que I’animal se laisse mourir.
- Letemps d’escalade : Indique la voie sérotoninergique.

- Le temps de nage : Indique la voie noradrénergique ou dopaminergique.

Figure 03. Dispositif du test de la nage forcée
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I1. 7.2. Le Labyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze Test)
e Principe

Le labyrinthe en croix surélevée est 1’un des tests d’anxiété les plus utilisés chez les
rongeurs. Il est basé sur les travaux de (Montgomery, 1955) et a été validé chez le rat
par (Pellow et al., 1985). Le dispositif consiste en un labyrinthe surélevé a quatre branches
avec deux bras ouverts et deux bras fermés. L’exploration de rat dans les bras ouverts
témoigne d'un comportement moins anxieux. A l'encontre, plus l'animal est localisé dans

les bras fermés, plus son comportement est désigné comme anxieux.
e Dispositif expérimental

Le dispositif est constitué de 2 bras ouverts (100 x 10 cm) perpendiculaires a 2 bras
fermés (100 x 10 cm) et d’une zone centrale neutre a I’intersection des 4 bras. Le labyrinthe

est surélevé a 50 cm du sol.
e Procédure

L’essai commence apres la mise en place de I’animal dans la zone centrale, la téte dirigée
vers le bras fermée qui est la méme pour tous les rats. Les animaux sont filmés
pendant 5 minutes sous lumiere blanche. La planche du labyrinthe ainsi que les parois

des bras fermés sont nettoyés avec 1’alcool et séchés apres le passage de chaque animal.
e Variables mesurées

- Le Le temps passé dans la zone centrale du dispositif : Activité locomotrice réduite.
- Nombre d’estimations de la profondeur : Capacité d’exploration du rat.
- temps passé dans les bras ouverts : Animal peu anxieux.

- Le temps passé dans les bras fermés : Animal trés anxieux.
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Figure 04. Dispositif du Plus Maze Test
I1.7.3. Le test des champs ouverts (Open Field Test)
e Principe

Le test de I’Open Field, initialement décrit par (Hall, 1934), permet d’évaluer 1’activité
locomotrice et exploratoire ainsi que [’¢tat émotionnel de I’animal. Ce test indique
respectivement l'activité locomotrice et le comportement anxieux. Ce dernier est d’autant
plus prononcé quand le rat passe plus de temps dans la zone périphérique. Quant a la

zone centrale, son exploration représente un signe de moindre anxiété.
e Dispositif expérimental

Le dispositif est constitué¢ d’une base entourée par des parapets en plexiglas dont les
mesures sont respectivement de (100x100 cm) et de 40 cm de hauteur. Le plancher est sous
forme de carrés de (14,28 x 14,28 cm) de coté. Il a été divisé en 3 zones : zone centrale, zone

médiane et zone périphérique.
Procédure

L’essai commence apres la mise en place de 1’animal au centre du dispositif et ses
déplacements sont filmés pendant 5 minutes. Le dispositif est nettoyé avec I’alcool et
séché apres le passage de chaque animal.

e Variables mesurées
- Le temps passé dans la partie centrale : Animal peu anxieux.

- Le temps passe dans la partie périphérique : Animal anxieux.
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- La distance parcourue : Estimation de 1’activité locomotrice.
- Le temps de redressement : Activité exploratrice.

- Le nombre de passages au centre du dispositif : Animal peu anxieux.

Figure 05. Dispositif de I’Open Field Test
I1.8. Test de la préférence sucrée

Le test de préférence sucrée a été réalisé en se basant sur la littérature (Casarotto et
Andreatini, 2007). Tous les rats ont été soumis a 24 h d'exposition forcée d'habituation a une
solution contenant 1% de saccharose, au cours de laquelle la solution de saccharose était le
seul liquide disponible pour la consommation avec une privation de nourriture, suivie d’un

jour d'acceés libre a la nourriture et a I'eau.

Durant le test de la préférence sucrée, les rats soumis pendant 1h a un libre choix entre 2
bouteilles, I’une avec une solution de saccharose a 1% et une autre avec de I’eau claire. Les deux
bouteilles sont pesées avant et apres la consommation. La préférence sucrée est calculée selon la
formule suivante:

Préférence sucrée= [Consommation de I'eau sucrée : sucrose / Consommation de l'eau
sucrée sucrose+eau douce] X100.

I1.9. Prélevements sanguins

Le prélevement sanguin est réalisé selon le protocole expérimental employé par
(Weiss et al., 2000) et modifié par (Descat, 2002), tous les 10 jours. La ponction du sinus
rétro-orbitaire a été réalisée sous anesthésie. L’animal anesthésié est maintenu d’une
main en décubitus latéral, et tenu par la peau du cou. La pression du pouce sur le cou, derriere

I’angle de la méachoire, permet de réaliser une compression de la veine jugulaire, et donc
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une stase veineuse vers la téte favorisant le remplissage du sinus rétro-orbitaire. En
effectuant une légére traction sur la paupiére supérieure avec ’index, il se crée une
exophtalmie facilitant le prélevement du sang & 1’aide d’un tube capillaire. L’extrémité du
tube est introduite lentement dans 1’angle latéral de I’ceil. La progression a travers les tissus
est facilitée en imprimant une légere rotation du tube. Deés que I’on atteint le plexus

veineux, le sang jaillit dans 1’espace périorbitaire, et monte par capillarité dans le tube.

Un autre prélévement se fait avant le sacrifice : le sang est récupéré dans des tubes a

EDTA pour la formule de numération sanguine et les paramétres immunologiques (FNS).

Figure 06. prélevement de sang

I1.10. Sacrifice et prélevement des organes

A Tissue de la période expérimentale, les animaux sont pesés, sacrifiés puis ouverts
ventralement pour le prélevement des organes. Le cerveau est prélevé et pesé. La rate, les
testicules et les glandes surrénales sont fixés dans le Formol afin de réaliser des coupes

histologiques.
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Figure 07. Dissection et prélevement des organes

I1.11. Etude histologique

La réalisation des coupes histologiques a été effectuée au niveau du Laboratoire
d'anatomie pathologique de I'HOpital de Bordj Bou Arreridj et sont lisez par le Docteur
Benbachr Faical. Le protocole histologique est réalisé selon la technique classique de

(Martoja et Martoja ,1967). La coloration est faite a I’Hématoxyline-Eosine.
I1.12. Etude statistique

Nos résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type. De plus, ils ont fait
I’objet d’une analyse de la variance ANOVAL gréace au logiciel Graph Pad Prism 7 utilisé

pour faire lI'analyse statistique suivie par le test Tukey.
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I1.13. Protocole expérimental

80 rats Wistar
40 MaAles — 40 Femelles

! !
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! I I ! ! }
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v
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Figure 08. Protocole expérimental
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II1. Résultats

II1.1. Poids relatif des organes

II1.1.1. Poids relatif moyen des organes chez les rats males

La Figure 09 donne les résultats du poids moyen relatif (g) des organes pour les rats
males des différents lots expérimentaux. elle ressort que le poids de la rate montre une
augmentation significative (P < 0,05), chez les rats du lot M par rapport au lot Témoin .
D’autre part, le poids de la rate ne montre aucune différence significative entre le lot L et le
lot L+BCG et entre le lot CMS et le lot CMS +BCG .

En ce qui concerne les glandes surrénales, le cerveau et les testicules les résultats ne
montrent presque aucun changement lot Témoin et les autres lots, ce qui prouve que I’extrait
d’algue, le BCG et le stress n’ont eu aucun effet sur les glandes surrénales, le cerveau et les

testicules.
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Figure 09. Poids relatif moyens des organes (g /100g de rats) chez les rats males des
différents lots expérimentaux (n=5). (A) Rate; (B) Glandes surrénales; (C) Cerveau; (D)
Testicules.

(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,001).

II1.1.2. Poids relatif moyens des organes chez les rats femelles

Les résultats du poids relatif moyen des organes des rats femelles des différents lots
expérimentaux sont présentés dans la Figure 10. elle ressort que le poids de la rate montre une
augmentation tres hautement significative (P < 0,001) pour les animaux du lot M par rapport
au lot Témoin. Par contre, on n’observe pas de différence significative entre le lot L et le lot
L+BCG et entre le lot CMS et le lot CMS +BCG .

En ce qui concerne les glandes surrénales, le cerveau et les testicules on n’observe

presque aucune déférence entre le lot Témoin et les autres lots expérimentaux.
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Figure 10. Poids relatif moyen des organes (g /100g de rats) chez les rats femelles des
différents lots expérimentaux (n=5). (A) Rate; (B) Glandes surrénales; (C) Cerveau.
(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p < 0,001).

I11.2. Variation du gain de poids corporel moyen

III. 2.1. Chez les rats males

Les résultats concernant le gain de poids corporel moyen chez les rats males des
différents lots expérimentaux sont présentés dans la Figure 11. Le lot L+BCG montre une
augmentation trés hautement significative; (P < 0,001) du gain de poids par rapport au lot L
et lot CMS+BCG montre une augmentation non significative du gain de poids corporel par
rapport au lot CMS ce qui explique que 1’administration du BCG au stress augmente le gain
de poids corporel. D’autre part, le lot M montre une augmentation non significative du gain

de poids vis-a-vis du lot Témoin .

Lot L montre une diminution non significative par rapport au lot Témoin, par contre le

lot CMS montre augmentation significative; (p < 0,05) par rapport au lot Témoin .
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Figure 11. Variation du gain de poids corporel moyen (g) chez les rats méles des différents

Variation du gain de poids (g)

lots expérimentaux (n=5).
(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,001).

II1. 2.2. Chez les rats femelles

Les résultats concernant le gain de poids corporel moyen chez les rats femelles des
différents lots expérimentaux sont donnés dans la Figure 12. Le lot M présente une
augmentation trés hautement significative (p < 0,001) du gain de poids corporel par rapport
au lot Témoin. En outre, le lot L+BCG, CMS+BCG montrent une augmentation non

significative du gain de poids par rapport au lot L et au lot CMS.

D’autre part lot L, CMS montrent une augmentation non significative par rapport au

lot Témoin .

=y
(4]
[=]

}
®w

&
:
-1
;ﬂ""‘“ T ey oy
II'ISI InSI
=2
Z 50 T
C mlH Hal'
=
= 0
RN N

Figure 12. Variation du gain de poids corporel moyen (g) chez les rats femelles des
différents lots expérimentaux (n=5).
(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p < 0,001).
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I11. 3. Evolution du poids corporel moyen

III. 3.1. Chez les rats males

L’évolution du poids corporel moyen des rats males des différents lots expérimentaux
durant toute la durée de la période expérimentale, est illustrée dans le Tableau II. On
remarque que la variation du poids corporel moyen des maéles est trés élevée entre le début et
la fin de la période expérimentale chez les animaux des lots L+BCG (191,40 + 011,80 g;
269,00 £ 021,67 g) et CMS+BCG (208,40 + 015,27 g; 286,40 + 023,47 g) par rapport au lot
L (259,60 = 022,47 g; 290,00 + 028,34 g) et CMS (222,80 + 018,44 g; 292,60 £+ 025,57 g).
D’autre part, le lot L (259,60 + 022,47 g; 290,00 + 028,34 g) et CMS (222,80 + 018,44 g;
292,60 + 025,57 g) montrent une diminution trés forte par rapport au lot Témoin (255,40 +
024,11 g; 293,40 + 028,28 g), ce qui prouve que le stress induit une diminution du poids

corporel des rats méles.

Tableau II. Evolution du poids corporel moyen (g) chez les rats males des différents lots

expérimentaux (n=5).

J10 J20 J 30 J40 J50
Lot Témoin 255,40 £ 024,11 267,00 + 028,57 260,40 + 034,75 287,60 + 030,26 293,40 + 028,28
M 228,50 + 018,30 255,40 + 034,79 265,6 + 042,24 265,00 + 042,65 313,40 + 054,45
L 259,60 + 022,47 254,40 + 025,38 266,80 + 022,79 278,40 + 028,09 290,00 + 028,34
L+BCG 191,40 + 011,80 216,60 + 014,62 237,60 £ 017,92 253,40 £ 017,85 269,00 + 021,67
L+BCG+M 261,60 + 015,07 252,80 + 013,62 264,00 £ 011,59 275,40 + 016,86 288,25+ 028,14
CMS 222,80+ 018,44 232,80+ 017,88 261,20 £ 020,14 277,80 £ 022,01 292,60 + 025,57
CMS + BCG 208,40 + 015,27 221,80 £ 016,17 276,00 + 016,63 276,00 +£ 018,93 286,40 + 023,47
CMS+BCG+M 254,00 + 019,13 256,60 + 019,37 254,20 + 021,37 257,60 + 014,57 267,40 + 022,08
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II1.2. Chez les rats femelles

L’évolution du poids corporel moyen des rats femelles des différents lots
expérimentaux est illustrée dans le Tableau III. 1l ressort que la variation du poids corporel
moyen des femelles entre le début et la fin de I’expérimentation est tres élevée chez les lots
L+BCG (171,00 £ 005,70 g; 217,60 + 005,18 g) et CMS+BCG (180,80 + 010,69 g; 218,20 +
007,50 g) par rapport au lot L (180,20 + 009,81 g; 214,00 + 021,37 g) et CMS (183,20 +
013,77 g; 220,00 + 029,94 g). D’autre part, les lots L (180,20 + 009,81 g; 214,00 + 021,37 Q)
et CMS (183,20 + 013,77 g; 220,00 £ 029,94 g) montrent une importante diminution vis-a-
vis du témoin. Donc le stress diminue le poids corporel (159,40 + 015,32 g; 184,25 + 011,73

9).

Tableau III. Evolution du poids corporel moyen (g) chez les rats femelles des différents lots

expérimentaux (n=5).

J10 J20 J30 J 40 J50
Témoin 159,40 £ 015,32 165,20 +102,21 | 169,00 £011,38 | 181,25+ 013,23 184,25 + 011,73
M 169,00 + 011,92 181,20 + 009,18 | 186,00 + 012,10 | 198,40 + 007,60 251,60 + 017,66
L 180,20 + 009,81 189,20 + 009,83 | 198,20 + 013,74 | 208,60 + 016,07 214,00 + 021,37
L+BCG 171,00 + 005,7 186,60 + 004,72 | 199,60 + 007,47 | 209,00 + 006,12 217,60 £ 005,18
L+BCG+M 180,46 + 016,32 188,00 +£ 019,93 | 192,40+ 023,46 | 214,20 + 020,17 232,60 £017,52
CMS 183,20+013,77 187,80 + 030,65 | 205,80+ 028,70 | 220,00 + 029,99 220,00 £ 029,94
CMS +BCG 180,80 + 010,69 180,60 + 007,33 | 193,60 +008,44 | 214,00 + 009,35 218,20 £ 007,50
CMS+BCG+M 182,40 + 013,09 181,40 + 014,84 | 198,40 +013,35 | 189,20 + 012,79 228,00 + 038,16
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I1. 4. Formule de numération sanguine (FNS)

III. 4.1. FNS chez les rats males

Les analyses du sang ont donné des résultats présentés dans la Figure 13. Le lot
CMS+BCG montre une diminution non significative des globules blancs  par rapport au
CMS+BCG+M .

Le taux des globules rouges présentent une augmentation non significative chez les
rats du lot CMS+BCG par rapport au lot CMS+BCG+M.

Le lot M manifeste une augmentation non significative des granulocytes par rapport au
Témoin , le lot CMS présente une augmentation non significative des granulocytes par
rapport au lot CMS+BCG, D’autre part lots L, CMS montrent une augmentation non

significatives de taux des granulocytes par rapport au par rapport au lot Témoin

En ce qui concerne les lymphocytes, on remarque une diminution non significative
chez les rats du lot M par rapport au Témoin. En revanche, le lot CMS+BCG manifeste une
augmentation non significative par rapport au lot CMS, et le lot CMS+BCG+M manifeste

une diminution trés hautement significative (P < 0,01) par rapport au lot CMS+BCG.

D’autre part lots L, CMS montrent une augmentation non significative de taux des

lymphocytes par rapport au Témoin.

Enfin, le lot M montre une augmentation trés hautement significative (P < 0,001) du

taux de plaquettes sanguines par rapport au Témoin .
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Figure 13. Résultats de la FNS chez les rats males des différents lots (n=5). (A) Taux de
globules blancs (10°*/pl); (B) Taux de lymphocytes (10*/ul); (C) Taux de granulocytes
(10%/ul); (D) Taux de globules rouges (10%/pl); Taux de plaquettes sanguines (10%/ul).

II1. 4.2. FNS chez les rats femelles

(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01;

4% p < ,001).

Les résultats des analyses sanguines sont présentés dans la Figure 14. Le taux de

globules blancs montre une augmentation non significative chez les rats du lot M par rapport

au lot Témoin, et entre le CMS+BCG par rapport au lot CMS.

D’autre part, le lot M montre une diminution non significative des globules rouges par

rapport au Témoin.

Le taux de granulocytes est augmenté de facon tres hautement significative (P <0,001)

chez les rats du lot M par rapport au lot Témoin et une augmentation non significative chez
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les rats du lot CMS+BCG+M par rapport au lot CMS+BCG , D’autre part lot L montre une
augmentation non significative de taux de granulocytes par rapport au lot Témoin.

D’autre part, le lot M marque une diminution non significative des lymphocytes par
rapport au lot Témoin, le lot CMS marque une diminution non significative par rapport au lot
CMS+BCG ce dernier marque une augmentation non significative par rapport au lot
CMS+BCG+M et les lots L, CMS montrent une diminution non significative de taux des

lymphocytes par rapport au lot Témoin.

Enfin, le lot M montre une augmentation hautement significative (P <0,01) du taux de
plaquettes sanguines par rapport au Témoin, le lot CMS présente une augmentation non
significative par rapport au lot CMS+BCG.
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Figure 14. Résultats de la FNS chez les rats femelles des différents lots (n=5). (A) Taux de
globules blancs (10°/pl); (B) Taux de lymphocytes (10*/ul); (C) Taux de granulocytes
(10*/ul); (D) Taux de globules rouges (10°/pul); Taux de plaquettes sanguines (10%/ul).

(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p < 0,001).
III. 5. Tests comportementaux

II1. 5.1. La nage forcée (FST)

II1. 5.1.1. Résultats de la FST chez les rats males

Les résultats de la nage forcée (FST), test comportemental fréquemment utilisé pour
évaluer I’efficacité des antidépresseurs potentiels chez le rat, sont illustré dans la Figure 15.
La mesure de temps d’immobilité durant ce test a permis d’évaluer le niveau de dépression
des rats, I’augmentation du temps d’immobilité se traduisant par une tres forte anxiété des
animaux. Le lot M montre une diminution du temps d’immobilité par rapport au Témoin
statiquement ces différences sont tres hautement significatives et les lots L+BCG, CMS+BCG
marquent une augmentation (respectivement : non significatives, trés hautement significatives
(P <0,001) de temps d’immobilité par rapport au L et au CMS, D’autre par lot L montre une
diminution non significative de temps d’immobilité par rapport au lot Témoin et lot CMS
montrent une augmentation non significative de temps d’immobilité par rapport au lot

Témoin.

Selon I’escalade, lot M apparait une augmentation non significative de temps

d’escalade par rapport au Témoin, quand c’est le temps d’escalade qui prédomine cela
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implique que la voie sérotoninergique est sollicitée, d’autre part lots L+BCG et CMS+BCG

marquent une diminution non significative du temps d’escalade par rapport au L. et CMS.

Lot M marque une diminution de temps de la nage par rapport au Témoin cette
diminution statiguement elle est hautement significative (p < 0,01), pour lot CMS+BCG

marque une diminution non significative par rapport au lot CMS.
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Figure 15. Résultats de la FST chez les rats males des différents lots expérimentaux (n=5).
(A) Temps d’immobilité (sec); (B) Temps d’escalade (sec); (C) Temps de nage (sec)
(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,001).
III- 5-1-2- Résultats de la FST chez les rats femelles

Les résultats concernant les parametres de la nage forcée chez les rats femelles des
différents lots expérimentaux dans la Figure 16. elle ressort que lot M a un temps

d’immobilité trés élevés par rapport au Temoin mais statiquement elle est non significative,
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pour le lot L le temps d’immobilité est tres élevé par rapport au L+BCG mais cette
augmentation statiquement elle est non significative, et le lot CMS a un temps d’immobilité
élevée par rapport au CMS+BCG . D’autre part les lots lot L, CMS montrent une
augmentation hautement significative ; trés hautement significative de temps d’immobilité

respectivement par rapport au lot Témoin.

Le temps d’escalade est plus élevé chez les rats de lot M par rapport au le lot Témoin
statiqguement cette augmentation elle est trés hautement significative ; (P < 0,001), le lot CMS
montre une augmentation tres hautement significative; (P < 0,001)
CMS+BCG.

par rapport au lot

Le temps de la nage marque une diminution trés hautement significative; (P < 0,001)

chez les rats de lot M par rapport au lot Témoin.
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Figure 16: Résultats de la FST chez les rats femelles des différents lots (n=5). (A) Temps

-

Temps de nage (sec)

d’immobilité (sec); (B) Temps d’escalade (sec); (C) Temps de nage (sec).
(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,001).

111.5.2. Labyrinthe en croix surélevé (Plus maze test)

II1. 5.2.1 Résultats du Plus maze test chez les rats méales

Les résultats concernant le test du Labyrinthe en croix surélevé qui permet d’évaluer
’activité locomotrice et exploratrice en réponse a un environnement nouveau chez les
rongeurs, sont illustrés dans la Figure 17. elle ressort que le lot M montre une augmentation
non significative de temps passe dans les bras fermée par rapport au lot Témoin et le lot CMS
montre une diminution non significative de temps passé dans les bras fermée par rapport au
lot CMS+BCG.

D’autre part le lot M, le lot L et le lot CMS+BCG montrent une diminution non
significative de temps passé dans les bras ouvert par rapport au lot Témoin, le lot L+BCG,
le lot CMS et le lot L montrent une diminution non significative de temps passé dans les bras

ouvert par rapport au lot Témoin.

En ce qui concerne le temps passée au centre, lot M montre une diminution tres
hautement significative; (P < 0,001) par rapport au lot Témoin, les lots L+BCG et
CMS+BCG montrent une augmentation par rapport au lot L et CMS (respectivement : non
significative, significative; (P <0,05).
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Enfin, le nombre d’estimation de la profondeur montre une diminution non
significative chez les rats des lots M, L+BCG respectivement par rapport aux lots Témoin et
L.
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Figure 17. Résultats du Plus maze test chez les rats males des différents lots (n=5). (A)
Temps passé au centre (sec); (B) Nombre d’estimation de la profondeur; (C) Temps passe
dans les bras ouverts (sec); (D) Temps passé dans les bras fermés (sec).

(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,001).

II1. 5.2.2 Résultats du Plus maze test chez les femelles

Les résultats concernant le test du Labyrinthe en croix surélevé chez les femelles sont
présentes dans la Figure 18, elle montre que les lots M, L+BCG et CMS+BCG marquent
une augmentation non significative de temps passee dans les bras fermée par rapport aux lots
Témoin, L et CMS.

Page 48



Résultats

D’autre part les lots L, CMS marquent une diminution de temps passee dans les bras
ouvert par rapport au lot Témoin (respectivement: hautement significative; p < 0,01, trés

hautement significative; p < 0,001)

Par conséquent les rats de lot M, lot L+BCG et lot CMS+BCG marquent une

diminution tres hautement significative; (P < 0,001) de temps passée au centre par rapport au

Témoin, L et CMS.

D’autre le nombre d’estimation de la profondeur montre une diminution non
significative chez les rats de lot M par rapport au lot Témoin et une diminution significative;
(P < 0,05) chez les rats de lot L+BCG par rapport au lot L , lot Témoin montre une

augmentation non significative par rapport au lots L , CMS.

Figure 18. Résultats du Plus maze test chez les rats femelles des différents lots (n=5). (A)
Temps passé au centre (sec); (B) Nombre d’estimation de la profondeur; (C) Temps passe
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dans les bras ouverts (sec); (D) Temps passé dans les bras fermés (sec).
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(ns=non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,00).
I1I. 5.3. Test des champs ouverts (Open Field Test)

III. 5.3.1. Résultats du I’Open Field test chez les rats males

Les résultats concernant le test de 1’open Field sont présentés dans la Figure 19. Les
différents parametres mesurés ont permis d’évaluer 1’activité locomotrice et le niveau
d’anxiété des rats, sachant que I’exposition a un stress chronique entraine une diminution de
la distance parcourue lors du test de I’open Field. Nos résultats montrent que la distance
parcourue par les animaux est plus faible chez le lot M par rapport au lot Témoin , cette

différence est statiquement tres hautement significative; (P < 0,001).

On remarque aussi que la distance parcourue est moins élevée chez les lots L et lot
CMS par rapport aux lots L+BCG et lot CMS+BCG , statiquement elle est trés hautement
significative; (P < 0,001) dans le cas d’un stress biologique et significative; (P < 0,05) dans le
cas d’un stress psychologique on peut donc constater que le stresse chronique induise la

diminution de I’activité locomotrice des rats et donc une baise de la capacité exploratrice.

En revanche, le temps passe au centre montre une augmentation non significative

chez les rats du lot M par rapport au lot Témoin.

Par ailleurs, lot M a un nombre de redressement plus faible par rapport au lot Témoin
mais statiquement elle n’est pas significative, et les lots CMS+BCG , L+BCG montrent une
augmentation non significative par rapport aux lots L , CMS. Enfin, le nombre d’entrée au
centre montre une diminution trés hautement significative; (P < 0,001) chez les rats du lot M

par rapport au lot Témoin.
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Figure 19. Résultats du I’Open Field test chez les rats males des différents lots
(n=5). (A) Temps passé au centre (sec); (B) Temps passé dans la partie périphérique (sec); (C)
Distance parcourue (cm); (D) Nombre de redressements; (E) Nombre d’entrées au centre
(ns= non significatif; * P <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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II1. 5.3.2. Résultats du I’Open Field test chez les rats femelles

Les reésultats concernant le test de I’open Field chez les rats femelles sont présentés
dans la Figure 20, On remarque que Le nombre d’entré au centre plus faible chez le Lot M
(00,25 + 00,50) par rapport au lot Témoin , le lot L+BCG par rapport le lot L mais ces

différences ne sont pas statiqguement significative.

D’autre part la distance parcourue montre une diminution tres hautement significative;
(P <0,001) chez les rats du lot M par rapport au Témoin , et les lots L et CMS montrent
une diminution de la distance parcourue par rapport au lot Témoin mais statiquement elle est
tres hautement significatives dans le cas d’un stress biologique; (p < 0,001) et non

significative dans le cas d’un stress psychologique.

En ce qui concerne le nombre de redressement, lot M montre une diminution non
significative par rapport au lot Témoin , et le lot L montre une augmentation non significative

par rapport au lot L+BCG.
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Figure 20. Résultats de I’Open Field test chez les rats femelles des différents lots
(n=5). (A) Temps passé au centre (sec); (B) Temps passé dans la partie périphérique (sec); (C)
Distance parcourue (cm); (D) Nombre de redressements; (E) Nombre d’entrées au centre
(ns= non significatif ; * P <0,05; **p <0,01 ; *** p< 0,001).

I11.5.4. Test de la préférence sucrée (Anhédonie)

II1. 5.4.1. Chez les males

Les résultats concernant La consommation de saccharose chez les rats males des
différents lots sont présentés dans le Tableau IV, les lots M (08,00 %), L (71,00 %) et CMS
(50,00 %) montrent une diminution de consommation de saccharose par rapport au lot
Témoin (96,00 %), En revanche la consommation de saccharose est plus faible chez les rats
du lot CMS (50,00 %) par rapport au le lot CMS+BCG (80,00 %) et entre le lot L (71,00 %)
et L+BCG (98,89 %).

Tableau IV. Variation de la consommation de saccharose (%) chez les rats males des
différents lots experimentaux (n=5).

Témoin

L+BCG

L+BCG+M

CMS

CMS+BCG

CMS+BCG+M

La consommation

de saccharose (%)

96,00

08,00

71,00

98,89

29,00

50,00

80,00

85,71
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II1. 5.4.2. Chez les femelles

Les résultats concernant La consommation de saccharose chez les rats femelles des
différents lots sont présentés dans le Tableau V, les lots M (95,00 %) et CMS (09,09 %)
montrent une diminution de consommation de saccharose par rapport au lot Témoin (96,00
%).

D’autre part le lot CMS+BCG (75,00 %) marque une augmentation par rapport au
CMS (09,09 %) et par rapport au CMS+BCG+M (40,00 %), le lot L (98,00 %) marque une
augmentation par rapport au lot L+BCG (93,26 %) et L+BCG+M (92,00 %).

Tableau V. Variation de la consommation de saccharose (%) chez les rats femelles des

différents lots expérimentaux (n=5).

Témoin M L L+BCG L+BCG+M CMS CMS+BCG | CMS+BCG+M

La consommation 96,00 95,00 98,00 93,26 92,00 09,09 75,00 40,00
de saccharose (%)

I11. 6. Etude histologique

Afin de connaitre I’effet du BCG et de I’extrait d’algue sur ’architecture tissulaire des
organes, nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau des testicules, de la rate et des

glandes surrénales.

ITI. 6.1. Les testicules

L’observation microscopique réalisée sur les testicules des rats traités par 1’extrait
d’algue marque une faible congestion. De plus, la spermatogénese chez ce lot, est inferieure a

celle du lot Témoin qui montre une architecture normale.

Nous observons chez les lots L, L+BCG, L+BCG+M. une dégénérescence testiculaire
modérée et une nécrose des cellules germinales (%), représentées par I'absence de trainées
spermatiques (%), donc le BCG n’influence pas la spermatogénése et cette diminution est liée

au stress.

Les testicules des rats de lots CMS et de lot CMS+BCG marquent une faible

diminution de la spermatogeneése, et chez le lot CMS apparait aussi une inflammation (1).
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Figure 21. Observation au microscope optique des coupes histologiques des testicules. (A)
Temoin (Grx10); (B) M (Grx10); (C) L (Grx40); (D) L+BCG (Grx4); (E) CMS (Grx10).

III. 6.2. La rate

Les rats méles et femelles du lot Témoin ont une architecture conservée, la pulpe
blanche et rouge est normale. Par contre les coupes histologiques réalisées sur la rate des rats
traités par 1’extrait d’algue montrent une congestion (A), et la présence d’un granulome
inflammatoire (G).
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La rate des rats des lots L et L+BCG montre une congestion (A), et chez le lot
L+BCG apparait une discréte hyperplasie folliculaire (m). D’autre part, la rate des rats des lots
CMS, CMS+BCG, CMS+BCG+M montre une congestion et une hyperplasie de la pulpe

blanche (#).

Figure 22. Observation au microscope optique des coupes histologiques de la rate. (A)
Témoin (Grx4); (B) M (Grx4); (C) L+BCG (Grx4); (D) CMS (Grx4); (E) CMS+BCG+M
(Grx10).

III. 6.3. Les surrénales
Les surrénales des rats du lot Témoin ont une architecture normale, par contre le

traitement des rats par 1’extrait d’algue provoque la congestion de la zone glomérulée (A).
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L’analyse histologique des rats des lots L et L+BCG montre une congestion( A ), mais

cette congestion est plus importante chez les femelles par rapport aux males du lot L+BCG.

Nous observons 1’absence d’une congestion chez les femelles du lot L+BCG+M. Par

contre chez les males de ce lot, il apparait une congestion.

L’observation microscopique des coupes histologiques montre une congestion des

surrénales chez les rats des lots CMS, CMS+BCG, CMS+BCG+M mais cette congestion est

plus importante chez les femelles par rapport a celle des méles du lot CMS.
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Figure 23. Observation au microscope optique des coupes histologiques des glandes
surrénales. (A) Témoin (Grx10); (B) M (Grx40); (C) L (Grx10); (D) L+BCG (Grx10); (E)
CMS+BCG (Grx10).
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V. Discussion

De nombreuses études ont éte effectuées afin de comprendre les différents facteurs de
vie contribuant au développement de 1I’anxiété et a I’apparition de la dépression (Pardon et
al., 2000 ; Gronli et al., 2005 ; Brittney et al., 2011 ; Shuichi et al., 2012).

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
I’organisme engendrant une réaction de défense inflammatoire. Kuner (2010) a rapporté que
la douleur est un des symptomes les plus courants rencontrés a la clinique, et la douleur
inflammatoire représente un type important de douleur. Cette derniéere 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 I'anxiété, étant donné que le
stress externe est largement reconnu comme étant un facteur prédisposant et un facteur
déclenchant de la dépression (Dellarole et al., 2014; Ali Rachedi et al., 2015). Aujourd'hui,
les douleurs, qu’elles soient inflammatoires ou neuropathiques, celles causées par des
dommages au systéeme nerveux central ou au systéme nerveux périphérique, sont les plus
difficiles a traiter en raison de leur résistance aux traitements analgésiques standards. 1l existe
plusieurs modéles animaux de douleur neuropathique, surtout chez le rat, la plupart étant
basés sur la production d'une lésion d'un nerf périphérique (principalement le nerf 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).

D’autre part, 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 utilisant une variété de stress chronique appelé 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.

Dans la présente expérimentation, 1’application de deux types de stress : la ligature du

nerf sciatique (Sciatic nerve injury), le chronic mild stress (CMS) et I’administration du BCG
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(Bacille de Calmette et Guérin) ont provoque des troubles comportementaux se manifestant

par des symptomes dépressifs.

Depuis plus de 40 ans, la recherche sur la pathogenése de la dépression et le
développement de médicaments efficaces a ét¢ dominée par 1’hypothése monoaminergique :
les antidépresseurs sont ainsi, le plus souvent, associés a une facilitation de la transmission
des systemes monoaminergiques. Bien que les neurotransmetteurs monoaminergiques
(sérotonine (5-HT), noradrenaline et dopamine) soient impliqués de fagon indiscutable, il est
admis aujourd’hui que les modifications des taux de monoamines produites par les
antidépresseurs et les processus adaptatifs qui en découlent, en particulier 1’altération de la
sensibilité de certains de leurs récepteurs, ne peuvent expliquer a eux seuls le mécanisme

d’action des antidépresseurs (Kompagne, 2008).

Une autre conséquence génomique de I'administration d'antidépresseurs est la
réduction progressive de I'hyperactivité de I'axe corticotrope. Elle résulte en effet
majoritairement d'une augmentation de la transcription des génes codant pour les récepteurs
des glucocorticoides, ce qui permet le rétablissement du rétrocontréle négatif de Il'axe
corticotrope (Barden et al., 1995).

Dans ce travail, nous avons examin¢ I’effet de I’injection d’extrait d’algue
Peyssonnelia sp sur le comportement de rats soumis a un stress avec 1’association du BCG. Il
a été observé que le stress provoque un état de dépression chez les rats, qui a été mis en
évidence par une batterie de tests comportementaux (Nage forcée, Open field, Plus maze et
test de la Préférence sucrée).

La FST est un modéle 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).
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Dans nos résultats concernant la FST, nous avons constaté que 1’extrait d’algue induit
chez les rats un effet antidépresseur exprimé par une diminution partielle du temps

d'immobilité.

Chez les males, l'association du BCG (stimulation immunitaire) a la douleur
neuropathique (lésion du nerf sciatique) et méme leur association au CMS entraine une
évolution du temps d’immobilité, avec un effet dépressif, mais elle est plus importante dans le
cas d’un stress psychologique. Par contre chez les femelles, I'association du BCG a la ligature
montre une diminution trés faible du temps d’immobilité, et une augmentation partielle chez

les femelles soumises a un CMS.

Théoriqguement au cours de la FST, les antidépresseurs produisant une élévation
noradrénergique ou dopaminergique prédominantes, réduisent I'immobilité par I'augmentation
du temps de nage et ceux qui produisent une élévation sérotoninergique réduisent le temps
d'immobilité en augmentant le temps d'escalade (Funkiewiez et al., 2004 ; Fujigaki et al.,
2006). Nos résultats ont montré que le stress a induit des changements comportementaux

similaires.

Au Test des champs ouverts, la distance parcourue a été considerablement réduite
associee a une diminution du nombre de redressements. Rappelons que le test des champs
ouverts est un dispositif destiné a apprécier a la fois 1’activité locomotrice et le niveau
d’anxiété des rongeurs (Prut et Belzung, 2003). Ce test permet d’évaluer la réaction d’un
animal vis-a-vis d’un environnement nouveau et spacieux. Il crée une situation de conflit
entre la tendance des rongeurs a chercher un endroit pour se cacher et leur aversion pour les
espaces ouverts. De ce fait, les animaux anxieux ont tendance a passer plus de temps dans les

coins et la périphérie du dispositif plutdt que dans le centre (Elizalde et al., 2008).

D’autres résultats ont montré que 1’administration du BCG chez les méles augmente la
distance parcoure et le nombre de redressements, contrairement aux femelles, et ces résultats
sont confirmés au Plus maze test dans lequel nous avons constaté que 1’administration du
BCG chez les males provoque une augmentation de temps passé au centre. Ce test est
largement utilisé pour évaluer I’anxiété comportementale et les effets anxiogénes ou

anxiolytiques d’agents pharmacologiques (Pellow et al., 1985 ; Walf et Frye, 2007).

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer l'effet curatif du BCG

obtenu dans notre étude. Il a été suggéré qu'un desequilibre entre les cytokines pro-
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inflammatoires et anti-inflammatoires provoqueé par le stress peut mener a des changements
durables de I'anatomie et de la fonction du cerveau, et ainsi a un affaiblissement a long terme
de I'hnumeur, de la connaissance et du comportement (You et al., 2011). Et il est possible que
le BCG administré aux rats soumis au CMS renverserait le déséquilibre entre les cytokines
pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. 1l a également été montré que I'activation de la
microglie est un phénomeéne qui apparait tot, précédant la rupture de la BHE (Todd
Butterworth, 1999). Cependant, I'activation de la microglie par le BCG, bien que souvent

liée a la cytotoxicité, a pu probablement protéger la BHE contre I'effort.

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

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

Les symptomes de la dépression sont également sexuels et les perturbations dans les
concentrations circulantes des hormones ovariennes produisent un comportement de
dépression (Frye et Walf, 2009).

Nous avons aussi constaté que le BCG chez les rats males ayant subi la ligature du
nerf sciatique, provoque 1’augmentation de temps passé dans les bras ouverts, contrairement
aux femelles ou il apparait une diminution de temps passé dans les bras ouverts. Par contre,

les résultats sont différents chez les rats ayant subi un chronic mild stress.

Au test des champs ouverts, le nombre de redressements a été considérablement réduit

apres le traitement par 1’extrait de 1’algue.

D’autres résultats corroborant 1’observation préceédente sont ceux obtenus au
Labyrinthe en croix surélevée. Les rats ayant peur du vide se réfugient naturellement dans les
bras fermés du dispositif qui lui offrent une plus grande sécurité. L’animal moins anxieux
circule plus librement dans les bras ouverts du dispositif (Elizalde et al., 2008). Le test du
Plus Maze a montré une élévation du degré d’anxiété chez les rats traités par I’extrait

d’algue. Ce qui est exprimé par ’augmentation de temps passé dans les bras fermés.

Les résultats ont montré que les rongeurs exposés a un stress chronique réduisent leur
consommation de saccharose aprés quelques semaines (Willner, 2005). Ainsi il a été mis en
évidence que le stress chronique variable engendre une diminution de la consommation de
saccharose et/ou de la préférence pour le saccharose lors de présentation d’un choix entre une
bouteille d’eau enrichie en saccharose et une bouteille d’eau, durant ou a la fin du protocole

de stress (Duncko et al., 2001; Kim et al., 2003; Dalla et al., 2005; Grippo et al., 2005).
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Dans des situations stressantes I’hypothalamus recoit des stimulations directes du
systéeme limbique ainsi que des stimulations noradrénergiques provenant du locus coeruleus et
du noyau du tractus solitaire (Carrasco et Van De Kar, 2003 ; Itoi, 2008). En réponse a ces
stimulations, I’hypothalamus libére le CRH qui active 1’adénohypophyse secrétant a son tour
I’ACTH. Ce dernier induit alors la synthése des glucocorticoides a partir du cholestérol par
les glandes surrénales. Ces hormones sont impliquées au cours du stress dans de nombreuses
régulations fonctionnelles, dans les métabolismes et le systeme nerveux central
(Morilak,2005).

Il a également été montré que le stress chronique peut induire une augmentation de la
réceptivité des corticosurrénales a I’ACTH (Riegle, 1973; Armario et al., 1988). Une
quantité¢ plus faible d’ACTH peut alors induire une libération élevée de corticostérone lors
d’un stress chronique. Malgré I’hyperactivation de 1’axe corticotrope, aucun effet du stress
n’a été observé sur le poids des glandes surrénales. Dans la littérature, les effets du stress
chronique variable sur le poids de cet organe sensible au stress sont contradictoires. Certaines
études montrent une augmentation du poids des glandes surrénales et/ou une augmentation du
thymus suite a I’exposition au stress chronique variable (Gamaro et al., 2003; Ulrich-Lai et
al., 2006; Choi et al., 2008) alors que d’autres ne mettent en évidence aucun effet
(Ostrander et al.,, 2006; Marin et al., 2007). Il a été montré que plus un stresseur est

intense, plus I’augmentation des glandes surrénales est importante (Marti et al., 1994).

Par contre I’étude histologique des organes des différents lots montre la présence
d’une congestion au niveau des glandes surrénales. C’est I’augmentation de la quantité¢ de
sang contenue dans les vaisseaux d’un organe, le débit sanguin d’un organe augmente quand

I’activité métabolique de cet organe augmente (Gil, 2013).

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux
libres (ou espéeces réactives) et la defense antioxydante de 1’organisme. Les radicaux libres
peuvent étre classifiés en deux catégories, soit les especes réactives oxygénées (ROS) ou
nitrées (RNS). Dans le cerveau sain, les ROS ne sont produits qu’en faible quantité et
constituent les sous produits de divers processus physiologiques tels que la respiration
mitochondriale, I’activité de synthése de 1’oxyde nitrique (NOS), de la monoamine oxydase et
de NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit) oxydase (Nox) (Siegel et
al., 1989).
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En effet, la suractivation de la microglie au niveau du cerveau en réponse au stress, se
solde par la production de quantités excessives de ROS médiées par le systeme de la NADPH
oxydase. Bien qu’il soit clair que la production inappropriée d’espéces réactives contribue
aux dommages de la BHE en condition pathologiques, les mécanismes de base de ce
dommage demeurent encore non completement élucidés. (Mertsch et al., 2001).

Les spermatozoides sont particulierement sensibles aux dommages induit par un
excés de ROS (Aitken et Mclaughlin, 2007; Agarwal et al., 2008). Nos résultats
montrent une dégénérescence testiculaire modérée et une nécrose des cellules germinales
chez les lots ayant subi un stress par ligature du nerf sciatique et une faible diminution de la
spermatogenese chez les lots ayant subi a un CMS. Les ROS peuvent attaquer les liaisons
insaturées des lipides de la membrane. Ainsi, l'augmentation de radicaux libres dans les
cellules peut induire la peroxydation lipidique par décomposition oxydante d'acides gras
polyinsaturés dans les membranes des cellules. De toute évidence, la peroxydation des lipides
du sperme détruit la structure de la matrice lipidique des membranes des spermatozoides, et
elle est associée a une perte rapide de I'ATP intracellulaire menant a une diminution de
la viabilité des spermatozoides et une inhibition de la spermatogenése dans les cas
extrémes (Misroetal., 1999; Turk etal., 2007 ; Xu et al., 2003).

Les effets immunologiques du stress sont bien connus. les deux voies de réponse
au stress ont des répercussions au niveau des globules blancs. Les deux types
cellulaires touchés principalement sont les granulocytes neutrophiles et les lymphocytes. Les
variations obtenues sont communément regroupées sous le terme de « formule de stress ». |l
est primordial a ce niveau de bien distinguer le stress aigu du stress chronique. Le
stress chronique est connu pour déréguler la réponse immunitaire, voire la supprimer et donc
augmenter la sensibilit¢ de 1’organisme a des agressions extérieures. Les effets sur le

systéme immunitaire sont alors considérés comme délétéres (Beerda et al., 1997).

La sécrétion de catécholamines provogue une démarginalisation des lymphocytes,
dans la rate en particulier, qui partent dans la circulation sanguine, a 1’origine d’une
augmentation de la concentration en lymphocytes. Cette lymphocytose est rapide a se mettre
en place mais dure en général peu de temps : moins de 30 minutes (Weiss et al., 2011). Elle
est suivie par une diminution de leur quantité liée a la sécrétion de corticoides. Sous leur effet,

les lymphocytes circulants adherent aux cellules endothéliales (Davis et al., 2008).
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Nos résultats montrent une augmentation du taux de lymphocytes et de granulocytes
chez les rats males, alors que les femelles montrent une diminution du taux de lymphocytes.
D’autre part, I’administration du BCG entraine une augmentation du taux de lymphocytes
chez les méles et chez les femelles. L'activation de I'axe HPA est déclenchée par une
augmentation de la sécrétion de CRH (Corticotrophin Releasing Hormone) due aux
cytokines pro-inflammatoires (Gillies et al., 1982 ; Rivier et Vale, 1983). Le CRH stimule
I'nypophyse a sécréter 'ACTH (Adreno corticotropin hormon) dans la circulation sanguine.
Cette derniére, favorise la synthese des glucocorticoides (cortisol chez I'Homme et
corticostérone chez les rongeurs) (Hinz et Hirschelmann, 2000; Gary et Pilyoung, 2013).
Des études ont montré que chez le rat adulte, la réponse hypophysaire au stress a I'éther,
appréciée par I'évolution temporelle de la corticostéronémie, est également plus importante
chez la femelle que chez le male (Kitay, 1961 ; Lescoat et al., 1970 et 1971 ; Gray, 1971).
D’autres résultats montre une augmentation de taux de plaquettes chez les rats stressés, et une
faibles augmentation des globules rouges chez les rats ayant subit un CMS. Les
glucocorticoides stimulent 1’érythropoi¢se médullaire et augmentent le nombre de plaquettes
sanguines mais inhibent 1’agrégation plaquettaire (McDonald et Langston, 1995 ;
Courouge, 2004). Ils augmentent également le nombre de globules rouges et le taux
d’hémoglobine (Courouge, 2004). D’autres résultats montrent que 1’extrait d’algue entraine
une augmentation du taux de plaquettes, une diminution du taux de lymphocytes et une

augmentation du taux de granulocytes.

D’autre part, Nnos résultats montrent une congestion et la présence d’un granulome
inflammatoire dans la rate des rats traités par I’extrait d’algue, une congestion et une
hyperplasie de la pulpe blanche de la rate des rats ayant subi un CMS et cette hyperplasie est
aussi présente dans le cas de I’administration du BCG et une congestion de la rate des rats
ayant subi une lésion du nerf sciatique ,mais I’administration de BCG avec la ligature montre

I’apparition d’une discrete hyperplasie folliculaire.

Chez le rongeur, la relation entre stress et prise alimentaire semble moins sensible aux
différences interindividuelles car dans la grande majorité des études, le stress engendre une
diminution de la prise alimentaire. Toutefois, les régimes et aliments proposés modifient la

réponse ingestive au stress (Calvez, 2010).

En cas de stress chronique, des modifications morphologiques peuvent apparaitre

et le poids corporel peut étre un indice intéressant des capacités de riposte de 1’animal
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(Selye, 1976). L’application chronique ou répétée d’un stresseur entraine une diminution
du gain du poids (Armario et al ., 1990 ; Ricart-Jane et al ., 2002). Le méme résultat a été

évoque par (Bardin et al., 2009) en appliquant le méme type de stress.

En fait, plusieurs études ont démontré qu'un stress modéré ou intense semblait
diminuer la prise alimentaire chez le rat, alors que le stress léger favorisait la prise alimentaire
et la consommation d'aliments sucrés (Torres et Nowson, 2007). Dans nos résultats nous
avons constaté que le stress augmente le poids corporel. De plus, la masse grasse était
augmentée lorsqu’ils avaient a disposition des aliments palatables, qu’il y ait ou non facteur

de stress (Jollin, 2011).

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

substances toxiques semblables & ceux de la microglie.

L'état d'inflammation lié a la dépression n'est pas limité aux changements de la BHE, il
est également trouvé dans le cerveau ou l'expression des cytokines est différente comparée
aux tissus périphériques (You et al., 2011). Le stress induit des réponses inflammatoires dans
diverses régions du cerveau produisant des cytokines pro-inflammatoires telles 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-dérivé) et de neurogénése (Miller, 2010).
Les cytokines sont constitutivement exprimés dans le systéme nerveux central (CNS),
agissant en tant que les modulateurs des fonctions neuronales et de la survie neuronale, et

dans le cas du stress chronique, ils deviennent néfastes (You et al., 2011).

Plusieurs études ont montré que le stress émotionnel pourrait affecter la réponse
immunitaire chez les animaux et les humains (Nascimento et al ., 2004; Leandroet al.,
2006; Ribas et al., 2011). Les études chez des patients déprimés ont montre I'affaiblissement
des immuno-réactions acquises. Quelques données suggérent que les cellules de T activées
peuvent 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 stress. Il est bien connu que l'inoculation sous-

cutanée de BCG contenant l'antigéne de mycobactérie ait induit I'inflammation chez les
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rongeurs. Cette inflammation cause la sensibilisation périphérique et centrale (Parent et al.,
2012). L'inflammation induite par le BCG est considérée comme modele des 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).
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Durant ce travail, nous avons étudié les effets d’un stress chronique sur les rats males
et femelles Wistar, et nous avons observe leurs effets au niveau du comportement grace a une
batterie de tests comportementaux dont la Nage forcée, le Test des champs ouverts, le
Labyrinthe en croix suréleve et le test de la préférence sucrée. Nous avons d’autre part étudié
leurs effets sur le poids corporel, la variation du poids des organes, la FNS et I’histologie des
organes prélevés. Le deuxieme volet de cette expérimentation a été de vérifier I’effet
réparateur d’un extrait d’algue marine, Peyssonnelia sp sur les modifications
comportementales, immunitaires et histologiques dues au stress chronique associée au BCG.
Il a été observé chez les rats subissant un stress une diminution de la locomotion et de
’activité exploratrice et une augmentation de 1’anxiété et de 1’état dépressif. Le traitement a

I’extrait d’algue a montré des effets réparateurs sur une partie des parametres étudiés.

L’utilisation du BCG comme adjuvant a induit une inflammation qui a provoqué une
sensibilisation périphérique et centrale. Dans notre étude, ’injection du BCG a des rats ayant
subi un stress nous a permis d’obtenir une réparation partielle chez les méles. Les tests
comportementaux ont également révélé une différence liée au sexe en rapport avec 1’état de
dépression. En effet, I’anxiété et la locomotion mesurées chez les femelles sont plus élevées
que chez leurs homologues méles. Ce qui veut dire que les femelles sont plus dépressives que

les males.

Dans ce contexte, il serait intéressant plus ou moins a court terme, de réaliser les
perspectives suivantes :
-Tester I’effet du I’extrait d’algue appliquant des doses différentes.
-Evaluer I’effet du I’extrait d’algue en utilisant le dosage hormonal.
-Effectuer une étude comparative des effets du traitement au BCG chez des rats males et
femelles Wistar ayant subi un stress.
-Tester I’intensité du stress.
-Séparer les polyphénols de I’algue.

-Etudier la toxicité de I’algue.
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