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Résumé

Le stress est une problématique actuelle trés importante aussi bien chez I’homme que
chez I’animal. Chaque individu, humain et animal, est confronté dans sa vie quotidienne a des
situations stressantes. L’exposition a un stress entraine une modification comportementale et
immunitaire chez I’homme et chez le rongeur. Plusicurs protocoles de stress ont été
développés pour étudier les conséquences de la ligature du nerf sciatique et le stress chronique
Iéger (CMS) sur I’état de la dépression et I’anxiété chez les rat Wistar. Expérimentalement,
cette modification est fonction de I’intensité et du type de stress employé.

L’objectif de ce travail est d’étudier les troubles de la dépression suite a I’exposition
au CMS et la ligature du nerf sciatique. Et dans le cadre de la recherche de nouveaux
composés naturels biologiquement actifs, nous nous sommes intéressés a étudier 1’évaluation
de l'activité antioxydante de I’extrait d’algue rouge Peyssonnelia sp de la c6te de Bejaia.

Nos résultats ont montré que :

e Le stress biologique (ligature de nerf sciatique) et psychologique (CMS)
induisent des symptomes dépressifs, une réduction de ’activité locomotrice, augmentation de
I’état anxieux ainsi que I’immobilité et I’anhédonie.

e Le stress (CMS et la ligature de nerf sciatique) provoque une inflammation au
niveau des organes avec une réaction immunitaire.

e [’administration de I’extrait d’algue a exercé un effet réparateur chez les lots
L+M et CMS+M dans certains parametres.

II ressort de la présente étude que 1’algue rouge Peyssonnelia sp parait joué un effet
réparateur sur la nocivité du deux types de stress (CMS et ligature). Donc, elles peuvent étre
utilisées comme une source naturelle d’agents antioxydants (capacité de détruire les radicaux
libres).

Mots-clés : Ligature du nerf sciatique, Stress chronique léger, CMS, Rat Wistar, Peyssonnelia

sp, Activité anti-oxydante, Algues.



Abstract

Stress is a very important current issue both in humans and in animals. Every
individual, human and animal faces in his daily life to stressful situations. Exposure to stress
causes behavioral and immune changes in humans and in rodents. Several stress protocols
have been developed to study the consequences of the sciatic nerve ligation and chronic mild
stress (CMS) on the state of depression and anxiety in Wistar rats. Experimentally, this
change is based on the intensity and stress of employee type.

The objective of this work is to study the problems of depression following exposure
to a CMS and sciatic nerve ligation. And as part of the search for new biologically active
natural compounds, we are interested in studying the evaluation of the antioxidant activity of
Peyssonnelia sp red seaweed extracts the coast of Bejaia.

Our results showed that:

e The biological stress (nerve ligation sciatica) and psychological (CMS) induce
depressive symptoms, decreased locomotor activity, increased state of anxiety and,
immobility, and anhedonia.

e Stress (CMS; the sciatic nerve ligation) causes inflammation in organs with an
immune response.

e The administration of the seaweed extract has had a restorative effect in lots L + M
and CMS+M in some settings.

It appears from this study that Peyssonnelia sp red algae appear to play a restorative
effect on the harmfulness of the two types of stress (CMS; ligation). So they can be used as a

natural source of antioxidants (capacity to destroy free radicals).

Keywords: Sciatic nerve injury, Chronic mild stress CMS, Wistar rat, Peyssonnelia sp,

Antioxidant activity.



uadls
Lo sl s & o)) saall s i) a5 S and 5y Llla il saall s all e JS) ApaaY) Al 8 Al 58 algaY)
Bae i g My ()l sl 5 Gl g lia s 48 shos il S oy gl (i) Apaall il sl )
el e (CMS) o) Gajall dealls (S50 caaall Jayy e 4 il JEYI A ol slea ) Y S 55
b sall dleaY) g sisad o pasil) 138 atiyg by jad |l s o 8 (8 Gl QLY
e 5208 Sliaall Laliill api Al o (8 () salge (ad s Baa Lin o g Adalil) el LS all (e aad) (1
Adas dal e (e peyssonnelia sp o) sead) dg sl Clie V) e clialitig
) Ul g5 ) i) < yelal

Lladll (mlias) 5 (S Gl jel Jes (CMS) (euiill s (Ll (5 e Jay ) uasll) o slsad) sleay) o

.A'Jll\\ e\.ﬁa_!‘} SJ}A.AJ‘) (¥ dlsl\ PUIEN bﬁgj} ‘é)&j‘
Ao Alainl ga s a8 Ll o (S5l cuanll Iy )5 «CMS) leaY) o
ey G 4 CMSHM ; L+M 4e sene dic mhias 55 Go i iy mdl lie Y1 4ada o

Oe e sl oo )yl e <l 5l (i peyssonnelia sp ¢! esd) calladall Gf Al jall 38 (e sau
i e 5,3l 3ausY) Claliadl b HaaeS Ll (S dusn (Glacl) ) S5l «CMS) Sea)
(3~ s

LLaill, peyssonnelia sp « i s Ol 58l «CMS <asall (e el dlgal) ¢ (S5l cumall Loy s&iaql) cilals
32uSO aliaall



Introduction




INTRODUCTION

La Terre est la planéte bleue ou I'eau recouvre plus de 70% de sa surface. Elle abrite des
organismes marins riches en composés bioactifs a diverses activités biologiques présentant
une énorme ressource de nouveaux composés (Yong-Xin et al., 2011).

L'étude des produits d'origine marine a debuté a la fin des années 1970 et a conduit a
Iisolement d'environ 21855 substances. Beaucoup d'extraits isolés présentent une potentialité
pharmacologique, bien supérieure a celle de produits naturels provenant de plantes ou
d'organismes terrestres (Blunt et al., 2012).

Parmi les organismes marins, les algues sont des sources de composés bioactifs.
Récemment, les chercheurs ont indiqué que certains composes extraits d'algues marines
montrent diverses activités biologiques a savoir : des activités antioxydantes,
antimicrobiennes et anti- inflammatoires (Balboa et al., 2013).

Bien que les algues soient exposées a des conditions environnementales défavorables
telles que les rayons ultraviolets et les concentrations élevées en oxygene qui menent a la
formation des radicaux libres, et a d'autres oxydants forts, elles ne subissent aucun dommage
sérieux. Ainsi, I'algue produit des métabolites secondaires a caractére antioxydant, tels que
les caroténoides, fucoxanthine, phlorotanins et tocophérols (Widjaja-Adhi et al., 2010).

Le stress peut se définir comme une réponse de 1’organisme aux facteurs d’agressions
psychologiques et physiologiques qui nécessitent une adaptation. Le stress biologique
implique I’intervention d’agents physiques induisant une réponse non spécifique du systeme
hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Le stress psychique est défini comme 1’état dans le quel
se trouve 1’organisme placé dans des situations qui menacent le bien-étre, 1’intégrité physique
ou psychique de I’individu (Troxler et Schwertner, 1985).

La dépression est une maladie dévastatrice et un contributeur majeur a la charge
mondiale de morbidité (Greden, 2001 ; Greenberg et al., 2005). Le traitement des troubles
dépressifs reste un défi, en dépit de plusieurs classes d’antidépresseurs disponibles. Le stress
peut étre mieux défini comme un processus psycho-physiologique généralement ressenti
comme un état émotionnel négatif (Agarwal, 2001). Il active la réponse inflammatoire,
comme la libération des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-6 et IL-1 (Capuron et al.,
2004 ; Dunn et al., 1999; Maier et al., 1998). Ces cytokines pénetrent dans le cerveau via les
régions qui fuient dans la barriere hémato-encéphalique, puis participent a des voies
impliquées dans le développement de la dépression ; et parce que les cytokines activent I'axe

corticotrope tout en altérant le bon fonctionnement des systemes monoaminergiques, en




particulier sérotoninergique, il pourrait exister une relation de cause a effet entre cytokines et

dépression (You et al., 2011).

En psychiatrie expérimentale, les modeles animaux sont un outil important pour
étudier les théories neuropsychologiques de troubles spécifiques, tels que la dépression
(Willner, 1997). En conséquence, un modele animal a été développé par Willner et al.
(1997) en utilisant une variété de stress chroniques communément appellés chronic mild
stress (CMS) chez les rongeurs pour imiter les modifications physiopathologiques associées a
des événements stressants qui peuvent invoquer le comportement de dépression (depression-
like).

La douleur peut étre considérée comme participant a une fonction protectrice, un
signal d’alarme, a la suite d’une lésion 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 derniére peut se prolonger dans
le temps et engendrer des douleurs inflammatoires chroniques, mais peut aussi concerner un
tissu nerveux engendrant une lésion neuropathique, et donc des douleurs neuropathiques
chroniques. La douleur perd alors sa signification de signal d’alarme pour devenir une
maladie en soi, un véritable syndrome (Kuner, 2010).

Par ailleurs, plus de la moitié des patients qui souffrent de douleur neuropathique
développent des troubles de I'numeur tels que la dépression et I'anxiété étant donné que le
stress externe est largement reconnu comme étant un facteur prédisposant et facteur
déclenchant de la dépression (Dellarole et al., 2014; Ali Rachedi et al., 2015). En effet, il est
maintenant prouvé que la dépression est accompagnée par l'activation du systéme
immunitaire, inflammatoire et de stress oxydatif (Kubera et al., 2011). Il a été démontré
également que la dépression est une des causes primaires d’une hyperactivité de ’axe
Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien (HPA) caractérisée par une résistance au rétrocontrdle
négatif des glucocorticoides de cet axe (Frih et al., 2009). Ce dernier serait un des acteurs

principaux de la réponse au stress (Rubin et al., 1966 ).

Cependant, il a été rapporté que parmi la multitude de facteurs impliqués dans la
physiopathologie de la dépression, le stress oxydatif occupe une place importante. La théorie
du stress oxydant dans la dépression peut étre expliquée par le concept suivant lequel des
guantités excessives de radicaux libres sont toxiques pour les cellules neuronales et peuvent

affecter l'activité physiologique du cerveau (Filomeni et Ciriolo, 2006). Les especes




réactives oxygénées sont trés instables par nature et ont le potentiel d'endommager les
protéines cellulaires, les lipides et les acides nucléiques. Les enzymes antioxydants endogenes
sont des piégeurs des radicaux libres (Filomeni et Ciriolo, 2006). Cependant, l'accumulation
accrue de radicaux libres dans le cerveau qui aboutit a I'élaboration de déficits psychologiques
tels que la dépression (Vargas et Arnett, 2013).

Le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre prononcé entre les
prooxydants et les antioxydants (Barouki, 2006). Lorsqu’un des systemes projectifs de
I’organisme contre la toxicité des radicaux libres montre un échec, 1’action des radicaux libres
devient incontrolable, ce qui conduit & des dommages au niveau des molécules, des cellules,
des organes et potentiellement a la mort de I’organisme (Durackova et al., 2008).

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I'organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants: I’une est
apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; 1’autre est endogeéne et se
compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathionperoxydase, catalase), de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments
comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes
(Haleng et al., 2007).

Actuellement, les scientifiques favorisent le développement d’une nouvelle génération de
substances antioxydantes d’origine végétale comme les algues pour remplacer celles de
synthese. De méme, un certain nombre de secteurs industriels se tournent de nouveau vers
I’incorporation de ces molécules aux caractéristiques biologiques intéressantes dans leurs
formulations (Taviano et al., 2013).

Notre étude vise a mettre en évidence les effets du stress physiologique chronic mild
stress et le stress biologique la ligature de nerf sciatique sur les rats Wistar et la comparaison
entre les deux stress, afin de savoir s’ils ont les mémes effets secondaires sur la mémoire
spatiale, ’apprentissage, 1’activité locomotrice. En parallele, 1’objectif de notre étude
s’intéresse a 1’évaluation des potentiels antioxydants d’une algue rouge : Peyssonnelia sp afin
d’observer I’existence d’un effet réparateur sur les dommages causés par le stress
(physiologique et biologique) sur les organes, 1’étude histologique, le poids corporel et I’étude

hématologique, tout en réalisant une batterie de tests comportementaux :
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Le test du champ ouvert (Open Field).
La nage forcée (Forced Swimming Test).
Le labyrinthe en croix surélevé (Plus Maze).

Test de préférence sucrée.
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Chapitre 1. Généralités sur les algues
1.1.1. Généralités

Les algues 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 tiges et de feuilles, elles possédent de la
chlorophylle ainsi que d'autres pigments accessoires pour réaliser la photosynthése
productrice d'oxygéene. La plupart des algues se développent en milieu aquatique d'eau douce,
saline ou saumétre, sur des rochers humides, ou sur un sol mouillé, mais certaines sont
terrestres et sont capables de se développer sur le sol ou sur le tronc des arbres (Michel,
2000).

Les algues sont classées dans le groupe des Thallophytes puisque leur corps est un
thalle, mais du fait de la diversité des formes, certaines espéces phytoplanctoniques sont
classées dans le régne des Protistes qui regroupe les Eucaryotes unicellulaires. La taille des
algues peut varier de la cellule microscopique unique, a quelques cellules en colonie et jusqu'a

7,5 m (laminaires des Sargasses) pour certaines formes multicellulaires (Hervé, 2012).

1.1.2. Classification
La classification des algues se fait selon des caractéristiques spécifiques telles que les

composantes de la paroi cellulaire, les pigments présents (la couleur), le cycle de vie et le type
de composés utilisés pour I'entreposage de la nourriture. En effet, les algues sont un groupe
d'organismes tres diversifiés qui varient en forme et en grosseur : unicellulaire, pluricellulaire,
coloniale, filamenteuse, amas de protoplastes. La classification des algues repose sur cing
critéeres (Memory, 2006):

e Trois critéres biochimiques qui sont:

v’ La nature des pigments photosynthétiques;

v La nature des polyholosides de réserve ;

v La nature des polyholosides de soutien.

e Deux criteres morphocytologiques qui concernent:

v’ Le type de flagelles;

v’ Certains détails de la structure cellulaire.

A partir de ces critéres, les algues sont réparties en plusieurs divisions, parmi lesquelles
trois grandes divisions d'algues marines macroscopiques qui sont: les Chlorophycées (algues

vertes), les Phéophycées (algues brunes) et les Rhodophycées (algues rouges) (Tab. I).
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Tableau I. Caracteéristiques importantes des groupes d'algues Demoulain G. etLeymergie C.,

(2009).
Embranchement Nombre ) )
Nom commun Pigments Habitat
(Régne) d’espéces
Eau douce,
Chlorophylles (a,b) X
Chlorophytes 7500 saumatre,
_ Algues vertes . Xanthophylles )
(Protistes) especes . salée et
Carotenes
terrestre
) Chlorophylles (a,c) ]
Phéophytes 1500 Eau salée et
Algues brunes . Xanthophylles i
(Plantae) espéces . saumatre
Carotenes
Chlorophylle a, rarement d
Xanthophylles
. Eau douce,
Rhodophytes 3900 Carotenes A
Algues rouges . ) _ saumatre et
(Plantae) espéces Zéaxanthine ]
) salée
Phycocyanine C
Phycoérythrine
Chlorophylle a
o Allophycocyanines )
Cyanophytes | Cyanobactéries | 15000 ) Eau riche en
. Phycocyanine .
(Procaryotes) algues bleues | especes ) _ minéraux
Phycoérythrine
Phycoérythrocyanine

1.1.2.1. Les algues vertes (Chlorophycophytes)

Les Chlorophycophytes forment un groupe trées homogéne en ce qui concerne la

composition pigmentaire et le metabolisme glucidique. Toutes les algues appartenant a cet

Embranchement renferment les chlorophylles a et b, du B-caroténe et des oxycarotenes

(lutéines, zéaxanthines, violaxanthines) (Bezanger et al., 1990).

1.1.2.2. Les algues rouges (Rhodophycophytes)

Les Rhodophycophytes sont d’une couleur rouge plus ou moins nette, due a la

présence de phycoérythrine dans leur appareil plastidial. Dans les cellules de ce groupe, les
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réserves glucidiques figurées sont des grains de rhodamylon (amidon extraplastidial)
colorable en brun et non en bleu par I’iode (Gayral, 1975).
1.1.2.3. Les algues brunes (Phéophycophytes)

Ce sont des algues de couleur brune ou olivatre, jamais unicellulaires, a appareil
vegetatif souvent complexe. Les cellules, uninucléées, renferment des plastes (phéoplastes)
pourvus de chlorophylles a et ¢ et des quantités notables de caroténoides (fucoxanthines en
particulier) (Ozenda, 2000).
1.1.2.4. Les algues bleues (Cyanobacteéries)

Ces organismes, unicellulaires ou pluricellulaires, ont longtemps été inclus dans les
algues et nommeés algues bleues en raison, en particulier, de leur habitat aquatique et de leur
coloration bleu-vert. Il est actuellement admis que leur ultrastructure, de type procaryote,
indigue une parenté certaine avec les bactéries, justifiant le terme de Cyanobactéries qui leur
est désormais appliqué. Ce sont des organismes formés de cellules ou de filaments
microscopiques, mais qui se développent souvent simultanément pour constituer soit des
colonies visibles a 1’ceil nu, soit des populations tres importantes formant des « fleurs d’eau »
exploitées depuis longtemps dans certaines régions (spirulines au Tchad ou au Mexique)
(FAO, 1987 ; Donadieu, 1985).

1.1.3. Principales utilisations des algues

Les algues sont exploitées industriellement tant dans 1’alimentation que dans
I’agriculture, la médecine et beaucoup d’industries (Naegelé et Naegelé, 1967). La quantité
d’algues produite annuellement par culture ou récoltée dans le monde est de I’ordre de neuf
millions de tonnes d’algues fraiches. Les producteurs principaux sont la Chine, la Corée et le
Japon (Marfaing et Lerat, 2007 ; Dhargalkat et Verlecar, 2009) qui, a eux seuls, totalisent
les quatre cinquiémes de la production (Marfaing et Lerat, 2007).
1.1.3.1 Utilisation alimentaire

Les algues sont consommées en Asie depuis la préhistoire (Burtin, 2003 ; Marfaing
et Lerat, 2007). En Occident, cette consommation directe d’algues est plus récente. Des
études épidémiologiques menées en Asie mettent en eévidence une incidence plus faible des
cancers du sein, du colon et de la prostate liée a la consommation réguliere d’algues. Ces
résultats seraient en faveur du rdle possible de facteurs nutritionnels multiples, en particulier
liés a la présence simultanée, dans les algues, de différents nutriments comme les protéines,
polysaccharides plus ou moins sulfatés, minéraux et oligoéléments, mais également de

métabolites secondaires tels que les polyphenols, caroténoides, stérols, et bétaines (Marfaing
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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).
1.1.3.2. Utilisation industrielle
Si les algues sont utilisées a 1’état naturel comme produit final pour I’alimentation et

I’agriculture, ¢’est surtout leurs dérivés qui ont pris un trés grand intérét industriel : ce sont les
alginates, I’agar-agar et les carraghénanes (Naegelé et Naegelé, 1967). La forte affinité de
ces polysccharides a 1’eau les qualifie d’hydrocolloides (Venugopal, 2009). Ils 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 gélifiants, épaississants, texturants, stabilisants et émulsifiants (Venugopal, 2009).
1.1.3.3. Utilisation agricole

Une autre utilisation intéressante des algues, pratiquée de longue date et trés répondue
est celle du goémon, comme engrais formé principalement d’algues brunes : les Fucus et les
Laminaires (Naegelé et Naegelé, 1967). La biodisponibilité de quantités adéquates de
potassium, d’azote, d’hormones végétales et de micronutriments, la teneur élevée en matiére
organique, notamment en fibres, ainsi que la forme soluble dans I’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, technique récemment adoptée, a augmenté
’efficacité d’absorption des nutriments par les plantes (par les feuilles) dans les 10 a 15
minutes de son application (Dhargalkar et Pereira, 2005). Cette méthode montre des
résultats positifs en termes de santé des plantes, 1’augmentation des taux de croissance, la
résistance aux ravageurs et des rendements plus élevés de 25 a 30% (Dhargalkar et Pereira,
2005 ; Venugopal, 2009).
1.1.3.4. Utilisation médicale et pharmaceutique

Les pays proches de la mer ont recours aux algues comme vermifuge, anesthésique et
pour le traitement de la toux, des blessures, de la goutte et du goitre (Dhargalkar et Pereira,
2005). Sur le marché pharmaceutique, environ 40 médicaments sont déja fabriqués a partir de
substances extraites 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 [’agar, c¢’est un hémostatique

efficace. L’alginate comme le carraghénane, joue un role dans la prévention des ulcéres. Un
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médicament appelé communément : mousse de Corse est connu pour son usage comme

excellent vermifuge contre les oxyures et les ascaris (Naegelé et Naegele, 1967).

1.1.4. Composition chimique

La composition biochimique des macro-algues est tres variable selon les especes, la

saison, les conditions de croissance et le stress Les algues se composent généralement de

protéines, d'une faible quantité de lipides comparée au fort pourcentage de glucides, qui sont

essentiellement sous forme de polysaccharides tels que les alginates, les carraghénanes et les

ulvanes (Person J., et al 2010).

Les algues marines ont une grande valeur biologique due a leur richesse en :

Fibres: de 33 a 61% (Lahaye, 1991).

Calcium: les algues sont une source abondante de Calcium qui peut aller jusqu'a 34%
de la matiéere séche (Frestedt et al., 2008).

Vitamines: c’est surtout la vitamine B12 a des teneurs assez importantes,
contrairement aux plantes terrestres (Watanabe et al., 1999).

lode: la teneur en iode des algues brunes est exceptionnelle et peut atteindre jusqu’a
14,3 g/kg de matiére séche (Maro et al., 1999).

Protéines: Les phycobiliprotéines sont les principaux pigments des algues rouges
(phycoérythrine) et bleues (Phycocyanines), possédant des propriétés antioxydantes, et
utilisées dans les traitements de certains cancers et maladies inflammatoires liées au
stress oxydatif (Gonzalez et al., 1999 ; Padula et Boiteux, 1999 ; Remirez et al.,
1999).

Caroténoides: ce sont de puissants antioxydants. Les algues brunes en sont riches, en
plus de la fucoxanthine, du p-caroténe et de la violaxanthine. De nombreuses études
ont démontré l'activité antioxydante des caroténoides et leurs effets préventifs contre
les pathologies liées au stress oxydatif (Yan et al., 1999).

Les composés phénoliques (polyphénols): La plupart des algues marines contiennent
des polyphénols algaux aussi appelés phlorotannins. Les phlorotannins constituent un
groupe trés hétérogene de molécules (structure et degré de polymérisation) fournissant
ainsi une grande varieté d'activités biologiques potentielles. Les teneurs les plus
élevées sont retrouvées dans les algues brunes qui en contiennent entre 5 et 15 % du

poids sec (Glombitza et Keusgen, 1995). L'activité antioxydante d'extraits de
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polyphénols d'algues brunes et rouges a été mise en évidence par des études in vitro
(Nakamura et al., 1996).

1.1.5. Conditions de vie

Il'y a des algues pratiquement partout sur Terre. Trés peu exigeantes, il leur suffit d'un
peu de lumiere et d'un soupcon d'eau pour se développer. La plupart des algues vivent en
effet dans les océans, elles y représentent plus de 90% des végétaux. Les grandes algues
vivent plutdt le long des cotes rocheuses, depuis la zone balayée par les marées jusqu'a 150,
voire 200 meétres de profondeur (Fig.1) (Leclerc, 2010).

Temps
E— d'emersion
_ySuprafitoral Pleinemerdeviveeau = __ %)
A | - B _ B
\\_ Algues -
Vertes
H'ﬁl Fleine mer de morte eau 73%
Y
? M Algues
",
A Brunes
50%
4 \"—w Basse mer de morte eau 33%
Rouges
_yInfralittoral - Bassemerdeviveeau -

T,

Figure 1. Distribution des algues (Leclerc, 2010).

1.1.6. Mode de reproduction
La reproduction des algues s'effectue par multiplication végétative. Il s'agit d'une

multiplication asexuée qui consiste soit en sporulation : des spores peuvent étre formées dans

E
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les cellules végétatives ordinaires ou dans des structures spécialisées appelées sporanges, soit
en une fragmentation de thalles: le thalle se sépare en deux parties qui redonneront chacune
un nouveau thalle, soit en scission binaire : division du noyau puis du cytoplasme. Dans la
reproduction sexuée, il y a fusion des gametes male et femelle pour produire un zygote
diploide. Des ceufs se forment dans les cellules réceptrices identiques aux cellules somatiques
(Spirogyra) ou dans des cellules végétatives femelles peu modifiées nommées oogones
(Fucus). Les spermatozoides sont produits dans des structures males spécialisees appelées
anthéridies (Michel, 2000).

1.1.7. Caractéristiques générales de I’algue Peyssonnelia sp

e Morphologie

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

e Ecologie

Peyssonnelia sp est une espéce sciaphile qui peuple les rochers peu éclairés en mode
calme (Fig.2), de I'étage infralittoral et du circalittoral en Méditerranée et en Atlantique. Les
algues rouges du genre Peyssonnelia forment les algues crustacées qui ont des distributions
pantropes dans des habitats des récifs coralliens. Peyssonnelia spp sont généralement trouvées
incrustant divers substrats durs sous les rebords et dans les grottes de profondeur dépassant 20
m (Littler et Littler, 2000 ; Littler et Littler, 2003).

Certaines Peyssonnelia ont été trouvées a plus de 274 m, ce qui en fait 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 de
Peyssonnelia spp. et leurs métabolites secondaires restent largement inconnus, bien que huit
composés ont été rapportés représentant le terpéne hydroquinone et des classes structurales
dérivées d'acides gras (Lane et al., 2010 ; Mc Phail et al., 2004 ; Talpir et al., 1994).

11
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e L’utilisation dans le domaine scientifique
Le dépistage initial des extraits fractionnés de Peyssonnelia sp. A montré une bonne activité
anti-prolifération contre cdlon humain et du sein des lignées cellulaires de cancer, ainsi que
I'activité antibactérienne (Littler et Littler, 2003)

e Position systématique de Peyssonnelia
- Empire: Eukaryota
- Reégne : Plantae
- Sous-regne: Biliphyta
- Phylum : Rhodophyta
- Sous-phylum: Eurhodophytina
- Classe : Florideophyceae
- Sous-classe : Rhodymeniophycidae
- Ordre : Peyssonneliales
- Famille : Peyssonneliaceae

- Genre : Peyssonnelia

- Espeéce: Peyssonnelia sp

Figure 2. Photographie de Peyssonnelia sp (Fellah, 2015).
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Chapitre 2. Le stress
1.2.1. Généralité

Le stress peut se définir comme une réponse de 1’organisme aux facteurs d’agressions
psychologiques et physiologiques qui nécessitent une adaptation. La réponse de I’organisme a
une situation de stress entraine 1’activation d’une voie nerveuse et d’une voie endocrine. La
voie nerveuse est responsable de la libération de catécholamines (noradrénaline et adrénaline)
et la voie endocrine entraine la libération de glucocorticoides (cortisol, cortisone). Les
catécholamines ont un effet sur le coeur (augmentation du rythme cardiaque), le foie, etc. Les
glucocorticoides ont plusieurs, dont une inhibition de la réponse inflammatoire (Henry,
2015).

1.2.2. Les différentes étapes de la réponse au stress

Si les facteurs de stress sont nombreux et différents pour chaque individu, les
mécanismes de réponse neuroendocriniens qui provoquent la sécrétion d’hormones et leurs
conséquences sur 1I’organisme sont identiques. Le corps induit une réponse physiologique bien
spéecifique consécutive a un agent stressant percu par les récepteurs sensoriels. Selon le
syndrome général d’adaptation défini pas Selye (1974), la réponse adaptative de 1’organisme
est un processus actif qui va se déerouler en trois étapes : phase d’alarme, de résistance et
d’épuisement.

e La premiere réaction, ou phase d’alarme

Elle est caractérisée par les réponses immédiates, locales et neurovégétatives. Elle est
de courte durée, survient en quelques secondes et favorise la mobilisation des stocks
énergétiques d’utilisation rapide. La réaction physiologique correspond a la libération dans le
systéme sanguin, de catécholamines, adrénaline et noradrénaline, par les glandes surrénales.
Cette premiere réponse est responsable de I’augmentation de la pression artérielle, du rythme
cardiaque et de la concentration plasmatique en acides gras libres et en glucose (Marquez et
al., 2004 ; Bouwknecht et al., 2007). La noradrénaline va également stimuler le systéme
nerveux central (SNC) et induire une augmentation de la vigilance et du fonctionnement
cérébral, ce qui va permettre a I’individu de s’adapter vis-a-vis de la situation stressante
(Tafet et Bernardini, 2003).
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e Laseconde réaction, ou phase de résistance

Elle va se mettre en place si le stress perdure. Elle se développe en quelques minutes
et correspond a D’activation de 1’hypothalamus par les centres supérieurs et conduit a la
sécretion de cortico-releasing hormone (CRH) ou corticolibérine (Shekhar et al., 2007).

L’hypophyse répond a la libération de CRH par la sécrétion d’adrénocorticotrophine
(ACTH) dans le sang, ce qui aboutit & la libération, par les glandes surrénales, de
minéralocorticoides et de glucocorticoides (Fig. 3). Les minéralocorticoides, comme
I’aldostérone, interviennent dans 1’homéostasie ionique, tandis que les glucocorticoides,
comme le cortisol chez ’Homme ou la corticostérone chez les rongeurs, ont pour fonction de
relayer et d’amplifier ’action des catécholamines, au niveau énergétique, en favorisant la
production de glucides. Ces hormones lipophiles vont passer facilement la barriere hémato-
encéphalique et agir au niveau du SNC pour réguler lactivit¢ de I’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien (HPA) en controlant 1’activité sécrétrice de la CRH par
I’hypothalamus permettant ainsi un rétrocontrdle. La corticostérone va se fixer sur les
récepteurs aux glucocorticoides seulement lorsqu’ils sont présents en forte concentration,
c’est-a-dire lors du pic journalier et lors d’un stress (Korte, 2001).

La durée de cette phase va dépendre de I’intensité du stress et des capacités
d’adaptation de I’organisme. Lorsque suffisamment d’hormones de stress ont été sécrétées et
qu’elles ont rempli leurs fonctions, un rétrocontrdle négatif va se mettre en place pour stopper

le mécanisme de réponse (Glaser et Kiecolt-Glaser., 2005).

Hypothalamus '—

0

A /Hypophyse '—

Acétylcholine @
ACTH

2 Glande surrénale

Retrocontrole
negatif
& P

Glucocorticoides }

N o

Organes et
cellules cibles

Figure 3. Schéma de la réponse au stress par le SNC et I’axe HPA (Glaser et Kiecolt-
Glaser., 2005).
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e La troisieme réaction, ou phase d’épuisement

Elle va intervenir lorsque le stimulus stressant se répéte trop souvent ou dure trop
longtemps. L’organisme ne peut plus s’y adapter, il va alors subir des conséquences délétéres.
En effet, la réponse prolongée au stress va entrainer une diminution des défenses
immunitaires et une consommation des ressources énergétiques lipidiques et protéiques, mais
également une dérégulation physiologique globale, pouvant expliquer 1’épuisement de
I’organisme. Cet épuisement peut se manifester de plusieurs manieres : des ulcérations gastro-
intestinales, une augmentation de la taille du cortex surrénalien, une absence de prise de poids
(Marin, 2007), un niveau plasmatique élevé de glucocorticoides du a 1’altération de leur
rétrocontrole négatif sur I’axe HPA (Mizoguchi et al., 2002) ou encore une réduction de la
taille des organes lymphoides (Filaretova et al., 2013). Des modifications comportementales
peuvent également étre observées telles que 1’anxiété ou encore la dépression si le stress est

trop aigu ou s’il perdure (Mizoguchi et al., 2002).

1.2.3. Stress biologique et psychique
e Le stress biologique
Implique I’intervention d’agents physiques induisant une réponse non spécifique du
systeme hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Troxler, Schwertner 1985).
e Le stress psychique
Défini comme 1’état dans lequel se trouve I’organisme placé dans des situations qui
menacent le bien-étre, I’intégrité physique ou psychique de I’individu. La différence entre
stress biologique et stress psychique concerne surtout les facteurs intervenant dans le
déclenchement du stress. (Troxler, Schwertner 1985).
L’état de stress qu’il soit biologique ou psychique, implique ensuite une réponse de

I’organisme dans sa globalité (Troxler, Schwertner 1985).

1.2.4. Stress aigu et stress chronique
e Lestressaigu
C’est aussi le stress occasionnel qui provoque une réponse intense correspondant a la
phase d’alarme précédemment décrite. Ce type de stress découle d’événements ou de
situations spécifiques pour lesquelles 1’individu va ressentir une perte de contrdle et qui

impliquent des ¢léments d’imprévisibilité et de nouveauté (Gaignier et al., 2014).
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Le stress aigu n’est pas nécessairement délétére, puisqu’il stimule la sécrétion
d’hormones qui aident a gérer la situation et a rétablir ’homéostasie de 1’organisme
(Gaignier et al., 2014).

e Lestress chronique

I1 vient de I’exposition prolongée et/ou répétée a un ou plusieurs facteurs stressants. Il
est récurrent, plutot de faible intensité et dont les conséquences sur I’organisme sont de plus
grande ampleur et de plus longue durée que celles observées lors d’un stress aigu. Il peut
aboutir au stade d’épuisement si [’organisme ne parvient pas a se rééquilibrer. Ses
conséquences font donc I’objet de nombreuses études autant chez I’humain que chez les
animaux d’élevage ou de laboratoire. Les stress chroniques affectent notamment le systéme
immunitaire, ce qui peut mener au développement de pathologies graves, notamment des

pathologies infectieuses ou tumorales (Gaignier et al., 2014).

1.2.5. Stress cognitif et stress non cognitif
On considere aujourd’hui que les facteurs de stress se répartissent en deux groupes : le
groupe des stimuli cognitifs et celui des stimuli non-cognitifs (Blalock, 1984).
» Les stimuli cognitifs sont des facteurs de stress perceptibles par les organes des sens.
Ils sont de nature abiotique (qualité de 1’air ou de 1’eau : température, quantité d’oxygene,
salinité, présence de polluants, pratiques agricoles ou aquacoles) ou biotique (quantité ou
qualité de nourriture, compétition, présence de prédateurs, surpopulation).

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

déclenche une réponse au stress.
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1.2.6. Le systeme nerveux central

Le systéme nerveux central (SNC) est un organe sensible et un systeme suffisamment
complexe et important pour que les cellules et neurones qu’il contient soient séparés du sang
et du liquide céphalo-rachidien par des structures physico-chimiques qui maintiennent ainsi
un environnement ionique stable indispensable a I’activité neuronale (Kim et al., 2006).

Le systeme nerveux central (SNC) est séparé du compartiment sanguin par deux
barrieres qui assurent 1’homéostasie cérébrale (Engelhardt et Sorokin, 2009). Le systeme
vasculaire est isolé du parenchyme cérébral par la barriere hémato-encéphalique (BHE) et du
liquide céphalo-rachidien (LCR) par la barriére hémato-liquidienne (Alam et al., 2010).

1.2.7. La barriere hémato encéphalique

La BHE est une barriere biologique qui sépare physiquement le cerveau de la circulation
sanguine (Hawkins et Davis, 2005 ; Weiss et al., 2009).

La BHE existe dans presque toutes les régions du cerveau chez tous les tétrapodes
(Vertébrés terrestres). La BHE isole physiquement le SNC du reste de I’organisme, dont le
systéeme sanguin. Elle constitue un élément clé dans la protection du SNC de par sa faible et
relative perméabilité (Ballabh et al., 2004) .

La BHE est constituée de cellules endothéliales des capillaires cérébraux (CECCs) qui
expriment un phénotype unique caractérisé par 1) la présence de jonctions serrées
intracellulaires qui limite le passage paracellulaire, et 2) D’expression de plusieurs
transporteurs et récepteurs pour réguler le passage intracellulaire (Abbott et al., 2010). La
lame basale, les péricytes et les pieds astrocytaires situés a proximité des CECCs participent
indirectement a la cohésion de la structure de la BHE, et forment avec les CECCs 1’unité
neurovasculaire (Fig.4). L'homéostasie cérébrale dépend de I’interaction entre ces éléments

(Hawkins et Davis., 2005; Weiss et al., 2009 ).
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Figure 4. Schéma représentatif de la barriere hématoencéphalique sur une coupe coronale
d’un capillaire cérébral d’aprés (Loscher et Potschka, 2005).

1.2.7.1. Constitution de la BHE
e Lescellules endothéliales
Elles sont définies comme étant le siége anatomique de la BHE. Elles présentent des
caractéristiques structurales et métaboliques qui différencient 1’endothélium des capillaires
cérébraux de celui des autres organes. (Oldendorf et al., 1977).
e Les péricytes
Les péricytes apporteraient un soutien structurel aux cellules endothéliales cérébrales
(Ballabh et al., 2004), réguleraient le flux sanguin des capillaires (Bandopadhyay et al.,
2001) et participeraient a 1’entretien des vaisseaux sanguins (Ramsauer et al., 2002). Les
péricytes, qui partagent avec les cellules endothéliales la membrane basale, sont capables

d’induire des propriétés de la BHE sur des cellules endothéliales cérébrales en culture (Hori

et al., 2004 ; Dohgu et al., 2005).
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e Lamembrane basale
Elle sert de support aux cellules endothéliales. Elle est produite par les cellules
endothéliales elles-mémes et par les péricytes qui y sont inclus. Elle est composée
essentiellement de collagene de type IV, de laminine et de fibronectine (Tilling et al., 1998).
e Les jonctions serrées
Il existe plusieurs types de jonctions au niveau de la BHE, se formant entre deux
cellules endothéliales adjacentes. On trouve les jonctions adhérentes (JA) et les jonctions
serrées (JS ou zonula occludens) et peut-étre des jonctions gap. Ces dernieres, si elles sont
présentes, permettent la communication intercellulaire. En revanche, les JS et JA ont pour role
de limiter la perméabilité de 1’endothélium (Hawkins et Davis, 2005).

Une jonction serrée est composee de protéines transmembranaires (occludines, claudines
et JAM ou junctional adhesion molecules) qui sont reliées au cytosquelette d’actine par les
protéines d’ancrage/accessoires (ZO-1, ZO-2 et ZO-3) (Persidsky et al., 2006).

e Lesastrocytes
Les astrocytes entourent, avec leurs prolongements, les cellules endothéliales et les
péricytes (Kacem et al., 1998). Ils interviendraient également dans la régulation du diametre
des vaisseaux cérébraux (Gordon et al., 2007) et participeraient a la dégradation de la matrice
via I’activation des MMP (matrix metallo-protéinases) (Green et Friedland, 2007). De par
leur forme et leur situation, étant a la fois proches des neurones et des cellules endothéliales,
les astrocytes pourraient étre un moyen de communication entre ces deux types cellulaires
(Kim et al., 2006). Ils joueraient également un rdle dans I’immunité et I’inflammation,
puisqu’ils peuvent reconnaitre le non-soi, promouvoir le recrutement leucocytaire, et réguler
la neuro-inflammation (Farina et al., 2007).
1.2.7.2. Réle de la BHE
La BHE est une barriére sélective formée par les cellules endothéliales cérébrales,
limitant et régulant les échanges moléculaires entre le plasma et le parenchyme cérebral. La
BHE exerce un important contrdle sur la composition du microenvironnement immédiat des
cellules cérébrales et veille a produire un milieu extracellulaire stable et optimal pour la

fonction neuronale (Zlokovic, 2008).
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1.2.8. L'inflammation

C’est aussi la réaction inflammatoire, qui est la réponse des tissus vivants vascularisés,
a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son
intégrité. L'inflammation est un processus habituellement bénéfique : son but est de mobiliser
le systeme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogéne et de réparer les lésions tissulaires.
Parfois I'inflammation peut étre néfaste du fait de I'agressivité de I'agent pathogéne, de sa
persistance, du siege de l'inflammation, ou encore de régulations anormales du processus
inflammatoire (Hellal, 2007).

1.2.9. Les lymphocytes

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. Ils libérent essentiellement
de 'IFN-y et du TNF-a. Leur implication dans les maladies inflammatoires est mal connue, et
semble a priori mineure (Koshino et al., 1996).

Les lymphocytes CD4 jouent en revanche un réle 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 Th1 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 régulateurs), libérant du
Transforming Growth Factor B (TGF-p) et de I’'IL-10 (Fig. 5) (Koshino et al., 1996).
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Figure 5. La balance lymphocytaire Th1/Th2 (Koshino et al., 1996).

1.2.10. Les cytokines

Les cytokines constituent une famille de médiateurs pro-inflammatoires et immuns
régulateurs, sécrétées principalement par les cellules effectrices du systéme immunitaire.
Seuls le TNF-a (Tumor Necrosis Factor) et les interleukines IL-1pB, IL-6 et IL-8, jouent
vraisemblablement un role majeur dans la plupart des maladies inflammatoires. Plus de 100
cytokines ont été identifiées a ce jour (Rothwell et Luheshi, 2000). 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 ne sont pas seulement impliquées dans la réponse immunitaire. Elles
possédent egalement des rbles physiologiques et pathologiques (Szelenyi, 2001). Il existe
dans le cerveau une expression constitutive des cytokines qui semblent contribuer dans ce cas
aux fonctions physiologiques normales du SNC (Pollmacher et al., 2002). Les cytokines,
aussi bien au niveau du systéme nerveux central que du systeme nerveux périphérique, sont
des immunrégulateurs et des neuromodulateurs. Elles sont en général classées en deux
groupes : les cytokines stimulantes soit pro- inflammatoires, et les inhibitrices, soit anti-

inflammatoires (Szelenyi, 2001).
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Parmi les cytokines pro-inflammatoires se trouvent I’interleukine (IL)-1, le TNF
(Tumor Necrosis Factor), le gamma interferon (IFNy), IL-12, IL-18 et GMCSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor). Seuls le TNF-o (Tumor Necrosis Factor - a) et les
interleukines IL-1p, IL-6 et IL-8, jouent vraisemblablement un r6le majeur dans la plupart des
maladies inflammatoires, les activités biologiques d’autres cytokines intervenant dans la
régulation des processus inflammatoires (Aggarwal et al., 1985 ; Black et al., 1998.)

Les cytokines anti-inflammatoires comportent : IL-4, IL 10, IL-13, IFN et TGF B

(transforming growth factor beta) (Cavaillon, 2001). A I’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).

1.2.11. Le Tumor Necrosis Factor (TNF)

Le TNFa (tumor necrosis factor alpha ou facteur alpha nécrosant des tumeurs) est une
cytokine pléiotropique synthétisée par une grande variété de cellules et agissant comme
médiateurs de la réponse inflammatoire dans grand nombre de tissus. Dans le SNC, les
macrophages résidents ainsi que les astrocytes et la microglie peuvent synthétiser cette
cytokine pro-inflammatoire et destructrice de tissus (Lieberman et al., 1989; Righi et al.,
1989). Le TNFa peut en effet induire I’apoptose des tissus extraneuronaux ou faciliter la
régénération des axones endommagés (Brenneman et al., 1992; Cheng et al., 1994;
Schwartz et al., 1991).

1.2.12. Les neurotransmetteurs

IIs sont aussi appelés neuromédiateurs. Ce sont des substances chimiques libérées par
I’¢lément présynaptique apres stimulation qui active les récepteurs postsynaptiques. Environ
50 neuromédiateurs interviennent dans la communication chimique entre neurones, plusieurs
coexistent parfois dans un méme neurone. Le neurotransmetteur se fixe sur une protéine
réceptrice de la membrane post-synaptique, appelée récepteur. Le GABA est un
neurotransmetteur inhibiteur (la fixation du GABA sur le récepteur entraine 1’ouverture des
canaux chlore, et donc I’hyperpolarisation de la cellule par ’entrée des ions Cl. Parfois il
existe un second messager intracellulaire, comme ’AMPc (AMP cyclique ou Adénosine

Mono Phosphate cyclique) (Alain, 2001).
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1.2.13. Communications bidirectionnelles entre le systtme immunitaire et le systeme
nerveux

Les signaux mis en jeu au cours du développement des réactions de defense de
I’organisme (inflammation, comportement maladie) trouvent leur origine dans ’activation du
systtme immunitaire : ils informent le SNC et le systtme nerveux périphérique par
I’intermédiaire de messagers chimiques. Ces messagers chimiques sont principalement les
trois cytokines inflammatoires (IL1, IL6 et TNFa) (Allaz, 2007).

La synthése et la libération des cytokines dans I’environnement extracellulaire en
réponse a des stimuli pathogénes sont des événements rapides qui interviennent dans une
constante de temps de 1’ordre de la minute, leur temps de demi-vie dans le plasma étant de
I’ordre de quelques minutes (Allaz, 2007).

Le SNC et le systtme immunitaire constituent donc un réseau de transmission
d’information bidirectionnel, réseau qui joue un role prépondérant dans les réactions de
défense de 1’organisme contre une infection ou au cours du développement d’une lésion
inflammatoire. Il regoit 1’information de la périphérie I’'informant de 1’occurrence de
I’infection ou de I’inflammation et de la progression des réponses immunitaires intervenant
pour contrer I’infection ou I’inflammation et en retour contrdle les processus mis en jeu a la
périphérie par I’intermédiaire de voies de communication telles que le systeme immunitaire
et/ou le systeme sympathique. La régulation de la douleur et de I’hyperalgésie constitue une
partie intégrante des réactions de défense de [’organisme, activées par les signaux
périphériques issus du systéme immunitaire (par 1’intermédiaire du systéme vagal afférent ou
des organes circum-ventriculaires). La mise en jeu des cytokines dans la sensibilisation des
nocicepteurs au cours de 1’inflammation et I’hypothése selon laquelle la modulation de la
sensibilité des nocicepteurs pourrait résulter de 1’activité du systeme sympathique peuvent
constituer des composantes essentielles de ces systemes de défense (Allaz, 2007).

Le systéeme nerveux est susceptible de moduler ’activité du systéme immunitaire,
mais aussi en retour le systétme immunitaire peut moduler le fonctionnement du systeme
nerveux, principalement par 1’intermédiaire des cytokines aussi bien dans le compartiment
périphérique et dans le compartiment du SNC, qu’a I’interface entre les deux. Ces messagers
chimiques sont donc susceptibles de considérablement modifier le comportement (Allaz,
2007).
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1.2.14. Le systéme immunitaire et ses fonctions

L’immunité correspond a I’ensemble des mécanismes biologiques qui permettent a un
organisme de maintenir son intégrité. Le systtme immunitaire est composé d’un ensemble de
cellules et de molécules qui assurent la défense de 1’organisme lorsqu’il pergoit une menace.
Celle-ci peut étre externe lorsqu’il s’agit de substances étrangéres ou d’agents infectieux,
comme les microorganismes pathogenes ; ou interne, lorsque les propres constituants de
I’organisme s’altérent, comme les cellules tumorales. Pour ce faire, il doit apprendre a
reconnaitre et a tolérer ce qui lui appartient, le Soi, et & reconnaitre et a rejeter ce qui lui est

étranger, le Non Soi (Kimzey et al., 1976).

1.2.15. Effet du stress sur le systeme immunitaire

Divers modeles de stress chroniques ont été mis en place afin de comprendre leur
impact sur le systeme immunitaire et le systéme nerveux central. Parmi ceux-ci, le modéle de
stress chronique léger ou Chronic Mild Stress (CMS) (Willner et al., 1987) a permis 1’étude
chez les rongeurs, de I’'impact d’une exposition chronique a une combinaison de facteurs de
stress environnementaux et sociaux de faible intensité associés a une privation de nourriture.
Le CMS est généralement utilisé pour engendrer les principaux symptomes retrouvés lors de
la dépression chez I’Homme, tels qu’une anhédonie, une perte de la masse corporelle
(Willner, 1997), des troubles du sommeil (Moreau et al., 1995), et des perturbations de
I’activité locomotrice selon le rythme circadien (Gorka et al., 1996). Silberman et al. (2004)
ont montré qu’il induisait aussi une diminution de la réponse proliférative des lymphocytes T
in vitro et une plus faible réponse humorale in vivo associées a une modification de la
réactivité des lymphocytes T en réponse aux hormones de stress et a la sécrétion de cytokines

pro-inflammatoires (Silberman et al., 2004).
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Chapitre 3. Le stress oxydative et I’activité antioxydant
1.3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal, étant présents dans tous les fruits et les légumes et dans toutes
les parties des plantes, mais avec une répartition quantitative qui varie entre les différents
tissus. Plus de 8000 structures ont été identifiées (Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011)
allant de simples molécules comme les acides phénoliques, a des substances hautement
polymérisées comme les tannins (Dai et Mumper, 2010). Ils sont synthétisés par 1’ensemble
des végétaux et ils participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques
(agents pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnement UV, faible
température, carences). Les polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments
issus des végétaux : couleur, astringence, ardme et amertume (Visioli et al., 2000).
1.3.1.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols, ils sont considerés comme des pigments quasi-universels des
végetaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
(Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005) (fig. 6).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont: fiavones, isoflavandiols, fiavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanines
(Effendi et al., 2008).

OH

OH
O

Figure 6. Structure de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999).

25



Revue bibliographique

e Structure

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur
structure de base est celle d'un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),
constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygéne, qui désigne la lettre C (Dacosta, 2003).
1.3.1.2. Les tannins

Les tannins 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
Dalton (Paris et Hurabielle, 1981). On distingue habituellement deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien par leur origine biogénétiques: Les tannins
hydrolysables et les tannins condensés (Bruneton, 1999) (fig. 7).

Les tannins condensés et hydrolysables sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols
simples (Hagerman et al., 1998). Les tannins hydrolysables inhibent la peroxydation des
lipides et les tannins condensés inhibent la formation des superoxydases (Derbel et Ghedira,
2005).

Rl

2

OH

Rl

"OH

Figure 7. Structure chimique des tanins (Guigniard, 1996).

1.3.1.3. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont caractérisés par la présence d’un groupement carboxyle.
Ils sont subdivisés en deux groupes principaux, les acides hydroxybenzoiques (C6—C1) et les
acides hydroxycinnamiques (C6—C3), ils sont rares sous forme libre (Fraga, 2010).




Revue bibliographique

L’activité antioxydante des acides phénoliques augmente avec I’augmentation du degré
d’hydroxylation comme c’est le cas de I’acide gallique trihydroxylé, qui montre une activité

antioxydante élevée (Balasundram et al., 2006).

1.3.2. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique, anti-arthérogénique, anti-inflammatoire, antioxydante,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogenique, anti-
thrombotique, cardioprotectrice et vasodilatatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al.,
2007). Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est du a leurs propriétés redox
en jouant un réle important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux

libres, piégeage de I’oxygene, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

1.3.3. Radicaux libres et pouvoir antioxydant

Les cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, di a ’exagération d’un phénoméne physiologique, normalement trés controlé,
la production de radicaux dérivés de I’oxygene (Walker et al., 1982).
1.3.3.1. Différents types des radicaux libres

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir
oxydant fort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié¢ sur la couche
électronique la plus externe. Parmi toutes les espéces réactives oxygeénées (ERO), on
distingue un ensemble restreint de ces composés qui jouent un réle particulier en physiologie
et appelés radicaux primaires, a savoir : 1’anion superoxyde (O2 e-), le radical hydroxyle
(*OH), le monoxyde d'azote (NOe), le radical peroxyle (ROO¢) et le radical alkoxyle (ROe).
Les autres radicaux libres, ou radicaux secondaires telles que 1’oxygene singulet 102, le
peroxyde d’hydrogene (H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces

radicaux primaires sur les composeés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).
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1.3.3.2. Origine de production des ERO
Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec 1’¢lévation de la consommation

d’oxygéne (Gauche et Hausswirth, 2007).

1.3.4. Le stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systémes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
Dans ces circonstances normales, la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si ce
n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction
énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 2003).

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou 1’environnement dans lequel
il vit (Delattre et al., 2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible
moléculaire, de la sévérité de I'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant est imposé
(Fig. 8) (Aruoma, 1999).

Antioxydants

= |

Déséquilibre

Figure 8. Balance radicaux libres /antioxydants (Shimizu, 2004).
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1.3.5. Les conséquences du stress oxydant

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit
des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la
membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information (Koechlin
Ramonatxo, 2006). La toxicité des EOR s’exerce ¢galement sur les protéines. Les EOR sont
en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant
également leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine,
I’histidine, la cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons
peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. Les conséquences biologiques du
stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire. De légers stress
augmenteront la prolifération cellulaire et I'expression de protéines d'adhésion, des stress
moyens faciliteront lI'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress
violents désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De
nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation,
carcinogenése, malformation des feetus, dépot de protéines anormales, fibrose, formation

d'auto-anticorps, déepdt de lipides oxydés, immunosuppressions (Favier, 2003).

1.3.6. Antioxidant et activité antioxidante

Un antioxydant est défini comme une substance ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I'air, est capable de ralentir ou d'inhiber le phénomeéne d'oxydation.

Cette définition peut étre élargie et le terme antioxydant englobe ainsi toutes les
substances qui protegent les systemes biologiques contre les effets déléteres potentiels des
processus ou réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004). Les
antioxydants arrétent la réaction, la plupart du temps parce que la structure des antioxydants
est relativement stable (Haton, 2005).

L'intérét des antioxydants a été mis en évidence dans de nombreuses études médicales
portant sur la reduction des effets néfastes liés au stress oxydatif sur I'organisme. Des sources
multiples d'antioxydants naturels ont été testées dont les fruits et Iégumes de l'alimentation
traditionnelle. Le régime alimentaire asiatique, riche en algues utilisées comme légumes, a
attiré l'attention sur ces végétaux dont les teneurs en antioxydants se sont révélées tres
intéressantes (Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

détoxifier la cellule:
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1.3.6.1. Antioxydants endogenes
Un systeme de défense primaire composé d'enzymes et de substances antioxydantes
v’ Superoxyde dismutase (SOD) : diminue la durée de vie de I'anion superoxyde 02¢ ;
v' Catalase : transforme le peroxyde d'hydrogéne (J -1202) en simple molécule d'eau;
v' Glutathion peroxydase (GPx) détruit le peroxyde d'hydrogene et les peroxydes
Lipidiques.
Les molécules piégeuses : le glutathion (GSH), l'acide urique, les protéines a groupement
thiols, ubiquinone, etc (Mika et al., 2004).
Un systeme de défense secondaire composé d'enzymes protéolytiques, des phospholipases,
des ADN endonuclease et ligase, des macroxyprotéinases (Mika et al., 2004).
1.3.6.2. Antioxydants exogenes
Ils sont présents dans I'alimentation telle que les vitamines A, C, E et les polyphénols
en particulier les flavonoides, ainsi que les cofacteurs des enzymes impliquées dans les
systemes antioxydants endogenes comme le sélénium, le zinc et le manganése. Ces
antioxydants nutritionnels sont indispensables mais leur action est limitée jusqu'a ce qu'ils

soient régénérés (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.3.7. 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).

Les activités chimiques des polyphénols en terme de leur propriétés réductrices
prédits leur potentiel pour une action antioxydante (Rice-Evans et al., 1997) due a leur
capacité a piéger les ERO, donner des atomes d’hydrogénes ou d’électrons, chélater les ions
métalliques (Tsao et Deng, 2004 ; Balasundram et al., 2006 ; Rodrigo et Bosco, 2006) et
moduler I’activité des enzymes (Rodrigo et Bosco, 2006). L’efficacité antioxydative des
polyphénols dépend de leur structure chimique (Hagerman et al., 1998 ; Moure et al., 2001).
Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant
les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier
ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres agissent en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent reagir avec un nouvel
acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygene

singlet pour la transformer en chaleur (Yaacoub, 2009 ; Hellal, 2011).
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1.4. Les tests comportementaux
1.4.1. Procédure de la nage forcée (Forced Swimming Test)

Des conditions stressantes augmentent la vulnérabilité aux épisodes dépressifs chez
I’homme et seraient un des facteurs étiologiques de la dépression. En effet, des modeles
animaux basés sur I’hypothése que la dépression est causée par un stress non contr6lé par
I’animal, ont été¢ proposés. Ces modeles sont donc étudiés pour tenter de décrire les
consequences neurobiologiques et comportementales néfastes du stress sur le plan émotionnel
et comportemental chez les rongeurs. Des altérations fonctionnelles similaires ont été décrites
dans le cas de la dépression chez I’homme, ou il a été suggéré que le modele de la nage forcée
(FST) permettrait de modéliser certaines formes de dépression. Il s’agit du test de la nage
forcée décrit par Porsolt et al. (1977).

1.4.2. Test du labyrinthe en croix surélevée (Plus-maze test)

Montgomery (1955) décrit l'aversion des rongeurs pour I'espace vide et la hauteur
lors des séances d'exploration libre a partir d'un milieu familier. Sur cette base, Handley et
Mithani (1984) developpent le labyrinthe en croix surélevé, qui sera rapidement validé chez
le rat (Pellow et al., 1985) puis chez la souris (Lister., 1987) comme un dispositif de mesure
de I'anxiété chez les rongeurs.

1.4.3. Test des champs ouverts (Open Field test)

Le test des champs ouverts est réalisé pendant 5 minutes. L'animal est placé au centre
du dispositif, son déplacement permet de mesurer le nombre de carrés traversés ainsi que le
temps passé dans chaque zone. De ce fait, ce test indique l'activité locomotrice et le
comportement anxieux respectivement. Ce dernier est d’autant plus prononcé quand le rat
passe plus de temps dans la bordure. Quant a la zone centrale, son exploration représente un
signe de moindre anxiété (Hall, 1934 ; 1938).
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1. matériel et méthodes

I1.1. matériel biologique
11.1.1. Echantillonnage
e Site d’étude
La récolte des échantillons a été effectuée pendant le mois d’Octobre 2015 a I'ilot
Tiskerth (Ilot de 1’ail) (36°48’N, 4°58’E) dans la région de Boulimat située a 16,4 Km a
I’Ouest de la ville de Bejaia. C’est une station caractérisée par un substrat rocheux, et un

mode moyennement battu a calme (fig. 9).

ogleearth
7 /

Sy

Date desimages'satellite : 3/2/2016  36°48!55.91"N  4°58'41.57'E élév.. 0 mF altitude 1.40 km

Figure 9. Image satellite de la station de récolte (Google Earth, 2016).

e Larécolte

Les échantillons de 1’algue Peyssonnelia sp ont été récoltés manuellement sur des
supports rocheux. 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 en présence d’une petite
quantité d’eau.

Au niveau de laboratoire, les échantillons d’algue ont été triés a la main pour écarter
les plantes épiphytes et les organismes parasites, lavés avec d’eau douce plusieurs fois et un
dernier ringage a été fait avec de I’eau distillée. Les échantillons ont été mis a I’ombre a une

température ambiante jusqu’a la déshydratation compléte. Apres le séchage a 1’étude a 40°C,
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les échantillons sont coupés en petits morceaux, broyés, tamisé pour obtenir une poudre trés
fine (diametre inférieur a 125 um). La poudre a été conservée dans des flacons opaques
jusqu’a son utilisation ultérieure.

11.1.2. préparation de I’extrait aqueuse

Pour extraire les polyphénols par macération, nous avons opté pour le protocole décrit
par Romani et al. (2006) en y apportant quelques modifications :

500 mg de poudre algale sont macérés dans 50 ml d’cau distillée sous agitation. Apres
1 heure, le mélange a été filtré et conservé.

11.1.3. Animaux et élevage

Le matériel biologique de base que nous avons choisi est le rat de la souche Wistar
(Rattus rattus) provenant de I’Institut Pasteur d’Alger. Les rats ont été acclimatés aux
conditions standard de photopériode naturelle, a une température moyenne de 20 + 5°C.
Aprés une période d'adaptation de trois semaines, les rats pesaient au moment de
I’expérimentation entre 153 et 319 g.

Les animaux sont élevés dans des cages translucides en polyéthyléne. Celles-ci sont
tapissées d’une litiere composée de copeaux de bois. Tous les deux jours, les cages sont
nettoyées et la litiere changée. La nourriture apportée aux animaux est présentée sous forme
de bouchons constitués de mais, d’orge, remoulage et soja, Provenant de la société de
production des aliments d’animaux, Groupe Avicole El-kseur Bejaia. Quant a 1’eau de

boisson, elle est présentée dans des biberons ad libitum.

11.2. Formation des lots expérimentaux
A T’issue de la période d’acclimatation, 60 rats (30 males et 30 femelles) sont répartis

en six (6) lots expérimentaux, avec pour les rats males :

e Lot Témoin (n=5) ;

e Lot M= Témoin + extrait d’algue (n=5) ;

e Lot L = Ligature du nerf sciatique (n=5) ;

e Lot L+M = Ligature du nerf sciatique + extrait d’algue (n=5) ;

e Lot CMS = Chronic Mild Stress (n=5);

e Lot CMS + M = Chronic Mild Stress + extrait d’algue (n=5).
La méme répartition est faite pour les rats femelles :

e Lot Témoin (n=5) ;

e Lot M =Teémoin + extrait d’algue (n=5) ;
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e Lot L = Ligature du nerf sciatique (n=5) ;

e Lot L+M = Ligature du nerf sciatique + extrait d’algue (n=5) ;
e Lot CMS = Chronic Mild Stress (n=5);

e Lot CMS + M = Chronic Mild Stress + extrait d’algue (n=5).

11.3. Détermination de la dose de I'extrait d'algue
Pour détecter la dose de I’extrait de 1’algue appropriée nous avons choisi 3 doses de
15, 25 et 35 mg/Kg de rat. La determination de la dose est effectuée en utilisant : Forced
Swimming Test ou Nage forcée qui se déroule sur deux jours :
e 1" jour: un pré-test (nage) pendant 15 minutes, puis une demi-heure aprés la nage,
une injection intra péritonéale de 1’extrait d’algue est administré aux animaux.
e 2°™ jour : on a applique deux injections : 1ére injection : 5 heures avant le test
2°M injection: 1 heure avant le test.
Selon les résultats du test de la nage forcée, et au regard du temps d’immobilité, la

dose optimale a été selectionnée, la meilleure étant la dose de 15 mg/Kg de rat.
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11.4. Protocole expérimental

60 rats (30 males - 30 femelles)

méthodes

Chronic mild stress Ligature du nerf sciatique
(CMS) < Deux (2) >

’ Mesure du poids corporel a 10 jours pow
’ Tests comportementaux ﬁ

Open Field T Plus-maze Te

Durée : 5 minutes

Forced Swimmin
(FST)

Durée : 5 minutes

Durée - 5 mintes Test de préférence

5 variables mesurées. sucrée en 3jours.

4Variables mesurées.
3 variables mesurées.

Prélevement du sang pour les rats de tous les lots.
Pesée et dissection des rats de tous les lots.

Prélevement et pesée des organes :

Rate, surrénales, cerveau, testicules (pour les males).

Figure 10. Protocole expérimental.
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11.5. Méthodes

11.5.1. Le chronic mild stress (CMS)

Le stress chronique leger (CMS) du protocole a été utilisé conformément a la
littérature (Gamaro et al. 2003). Les 2 lots CMS et CMS + M ont été soumis a 37 jours de
stress chronique léger (Tab. 1). Les facteurs de stress qui ont été utilisés sont : privation de
nourriture, privation d'eau, nage forceée, lumiere clignotante, isolement, litiere humide et
litiére humide & 4°C. A chaque facteur de stress pour un laps de temps déterminé qui peut
varier de quelques heures a une journée, en fonction du type de stress.

Le programme pour chaque agent stressant et la durée de temps appliquée chaque jour
sont énumeéres dans le Tableau 11 pour les 2 lots concernés.

Tableau Il. Liste et durée des agents de stress utilisés pendant le stress chronique (CMS)

selon le jour

Jours Stress utilisé Durée
Jourl Privation de I’eau 24h
Jour2 Privation de nourriture 24h
Jour3 Isolement 24h
Jourd Isolement 24h
Jour5 Isolement 24h
Jour6 Lumiére clignotante 3h
Jour7 Privation de nourriture 24h
Jour8 Nage forcée 10min
Jour9 Litiere humide 1h
Jourl0 Privation de ’eau 24h
Jourll Aucun stress -
Jourl2 Aucun stress -
Jourl3 Litiere humide+4°C 2h
Jourl4 Lumiére clignotante 2h30
Jourl5 Privation de nourriture 24h
Jourl6 Nage forcée 15min
Jourl7 Isolement 24h
Jourl8 Isolement 24h
Jour19 Isolement 24h
Jour20 Privation de I’eau 24h
Jour21 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 Lumiére clignotante 3h30
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Jour29 Aucun stress -
Jour30 Privation de nourriture 24h
Jour31 Litiere humide 1h
Jour32 Lumiére clignotante 2h
Jour33 Privation de I’eau 24h
Jour34 Litiere humide +4°C 2h
Jour35 Nage forcée 10min
Jour36 Isolement 24h
Jour37 Isolement 24h

11.5.2. Ligature du nerf sciatique

Les rats ont subi une ligature du nerf sciatique tandis que le nerf sural est laissé intact.
Les résultats des 1ésions dont I’hypersensibilité est marquée dans la zone latérale de la patte
qui est innervée par le nerf sural a été épargnée. Le c6té non opéré du rat a été utilisé comme
controle. Suite a cette opération, les rats ont bénéficié d’un traitement antibiotique a une dose
de 0,3 ml/250g de rat durant 5 jours par injection intra-péritonéale (Zaafour et al., 2015).

a) Protocole expérimental
2 heures avant l’intervention, les rats regoivent une injection d’antibiotique,

I’ Ampicilline, a raison de 0,3ml par 250g de rat.

b) Anesthésie

e 15 min avant Pintervention : Les rats sont anesthésiés par une injection intra-
péritonéale de Kétamine & 0,3mlI/100gde rat + Largactil (Chlorpromazine) a 10%
dans la méme seringue que la Kétamine.

e Pendant ’intervention :

v Les animaux sont placés dans un endroit calme et tranquille.

v Vérification des réflexes des rats en pincant le bout de la queue et des pattes avec une
pincette afin de s’assurer de I’immobilité des animaux avant toute intervention
chirurgicale.

v’ Epilation du champ opératoire légérement en dessous de la zone du genou a la région
de la hanche.

v Application d’une pommade ophtalmique pour les yeux.

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

ruban adhésif.
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Désinfection du champ opératoire avec de ’alcool et de I’extérieur avec de la Bétadine
sur le site chirurgical.

Chirurgie

On fait une incision de quelques cm dans le sens longitudinal proximal du genou.
Ouverture de la peau par dissection en utilisant la pointe de ciseaux stérilisés.

On cherche le nerf sciatique et on le tient avec une pince au-dessus de la peau
(Fig.11).

I1 faut stériliser a I’aide d’un coton bourgeon corps pour absorber le sang en appuyant
dessus jusqu’a ce que le saignement s’arréte.

On attache le nerf sciatique avec le fil chirurgical en mettant 2 nceuds.

On met une goutte d’anesthésiant local.

On suture le muscle a ’aide d’un nceud.

On suture la peau en mettant 2 nceuds, 2 a 3 fois.

Nettoyage avec de la Bétadine.

Ajout de poudre cicatrisante.

Figure 11. Photos de la procédure chirurgicale de la ligature de nerf sciatique.
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e Période post-chirurgie

v' Rat placé dans une cage propre sous une serviette de papier dans une posture
confortable & une température ambiante.

v" Injection intra-péritonéale d’antibiotique a une dose de 0,3ml/250g de rat durant 5
jours aprés I’intervention chirurgicale (Fig.12).
Réalisation d’une batterie de tests comportementaux (douleur neuropathique et

mesures d’anxiété et de dépression), 10 jours apres la chirurgie (Zaafour et al., 2015).

Figure 12. Photographie des rats en période de post-chirurgie.

11.6. traitements

e Injection intra péritonéale de la solution de I’extrait d’algue
La technique s’exécute seul ou a deux. On insére au complet 1’aiguille avec un angle
de 45° dans les cadrans inferieurs droits et gauches de I’abdomen en évitant les cadrans
supérieurs et la ligne médiane au bas de I’abdomen ou se situe la vessie.
Aprés la détermination de la dose de I’extrait d’algue par le test de la nage forcée
(Forced Swimming Test) nous avons choisi la dose de 15 mg/kg de rat de I’extrait de I’algue.
Les animaux ont été repartis au hasard en six groupes expérimentaux de 5 rats chacun

(chez les méles et chez les femelles) (Tab. 111) et ont recu les traitements suivants:
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Tableau I11. Programme des injections.

Lots Traitement
Témoins Témoin sans injection.
M Injection intra péritonéale de I’extrait d’algue (15 mg/kg de rat).
L Ligature sans injection.
L+M Ligature + injection intra péritonéale quotidiennes I’extrait d’algue (15

mg/kg de rat) a partir de 7°™ jour.

CMS CMS sans injection.

CMS+M CMS + Injection intra péritonéale quotidiennes I’extrait d’algue (15

mg/kg de rat) a partir de 29°™ jour.

11.7. Les tests comportementaux
11.7.1. Procédure de la nage forcée (Forced Swimming Test)

La FST ou Forced swimming test, est un modéle comportemental qui permet de
prédire 1’efficacité d’un traitement antidépresseur (Porsolt et al., 1977). Ce modele animal,
utilisé aussi bien chez le rat que chez la souris, présente cependant des différences de
procédure selon I’espéce utilisée. Le test consiste a placer individuellement le rat dans un
aquarium de 40cm de haut sur 30 cm de large (Fig.13). 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 25°C. La hauteur de I’eau atteint 35 cm, pour s’assurer que le
rat ne se serve pas de ses membres inferieurs pour se maintenir a la surface, et donc 1’obliger
a nager. Apres une phase d’activité vigoureuse (temps d’adaptation), I’animal cesse de nager
et se fige, adoptant un comportement de désespoir. On considére que I’animal est immobile
lorsqu’il flotte en position horizontale et ne realise que des mouvements de faible amplitude,
suffisant & maintenir sa téte hors de I’eau (Porsolt et al., 1977).

La FST se déroule chez le rat en deux phases, le pré-test (FST1) et le test(FST2),
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 dont il ne peut
s’échapper. A la fin de la session, I’animal est immobile. Le jour suivant, I’animal est
replongé dans I’aquarium pendant 5 minutes, période pendant laquelle le temps d’immobilité
est enregistré. Un traitement antidépresseur efficace diminue le temps d’immobilité,
seulement lors du jour du test (Porsolt et al., 1978 et 1979). Une amélioration du test a été

par la suite validée. Cette modification propose chez le rat, non seulement d’évaluer
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I’immobilité posturale, mais aussi les deux comportements actifs impliqués directement dans

la diminution de cette immobilité, a savoir : 1a nage et I’escalade.

e 1

Figure 13. Test de la nage forcée (Forced Swimming Test).
Variables mesurées
e Temps d’immobilité: indique que I’animale se laisse mourriez.
e Letemps de Nage : Indique la voie noradrénergique est sollicitée.

e Le temps d’escalade : Indique la voie sérotoninergique est sollicitée.

11.7.2. Test du labyrinthe en croix surélevée (Plus-maze test)

o Dispositif utilisé
Le labyrinthe en croix surélevée est utilisé pour mesurer le degré d’anxiété chez les
rongeurs (Handley et Mithami, 1984). Le labyrinthe surélevé de 50cm du sol est composé de
quatre bras en bois, deux bras ouverts (50x10cm) s’opposant perpendiculairement a deux bras
fermés (50x10cm) avec un bord de plexiglas haut de 45cm. L'intersection des quatre bras
(plate-forme centrale) mesure 10cm de cété (fig.14) (Montgomery, 1955 ; Roy, 2002).
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Figure.14 Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus-maze test).

e Procédure

Le test dure 5 minutes et débute lorsque le rat est placé au centre du labyrinthe, face a
un bras ouvert. Cette procédure est celle employée initialement par Pellow et al. (1985).

Ainsi le principe du test repose sur le conflit d'approche et 1’évitement des bras
ouverts. Un animal qui explore les bras ouverts sera décrit comme étant peu anxieux et un
animal qui reste confiné dans les bras fermés du dispositif, sera lui, décrit comme étant
anxieux (Pellow et al. 1985).

Variables mesurées

Durant ce test, les variables mesurées sont :
e Temps passé au centre (Seconde) : activité locomotrice réduit
e Temps passé dans les bras ouverts (Seconde) : animale peu anxieux
e Temps passé dans les bras fermés (Seconde) : Animale tres anxieux

e Nombre d’estimation de la profondeur : capacité d’exploration des rats

11.7.3. Test des champs ouverts (Open Field test)
e Dispositif utilisé
Le dispositif se compose d’une base entourée par des parapets en plexiglas dont les
mesures sont respectivement de 100cmx100cmx40cm. Le plancher est sous forme de carrés
de 14.28cmx14.28cm, et est divisé en trois zones : zone centrale et zone périphérique et
bordure (Fig.15).

E



Matériel et méthodes

e Principe
Il consiste & placer le rat doucement en le prenant par la queue, au centre du champ

puis de filmer I’évolution de son comportement durant 5 mn. A la fin de chaque épreuve, le
rat est retiré de 1’enceinte qui est nettoyée complétement avec une solution d'alcool a 70% et
séchée avant I’introduction d’un nouvel animal.
Variables mesurées

e Temps passé au centre (sec.) : animale peu anxieux.

e Temps passé dans la partie périphérique (sec.) : animale anxieux.

e Nombre de redressements : activité exploratrice.

e Distance parcourue (cm) : estimation de 1’activité locomotrice.

e Nombre d'entrées au centre : anxiété peu anxieux.

Figure 15. Test du champ ouvert (Open field test).

11.7.4. Test de préférence sucrée

Un symptome caractéristique des troubles dépressifs est I’incapacité, ou tout du moins
la diminution de la capacité a éprouver du plaisir dans des situations ordinaires. Il semble
donc important, dans I’objectif de modéliser la dépression, de pouvoir reproduire ce
symptdéme chez le rongeur. C’est ce qu’a réalisé Willner (1992) en validant ce test comme
détecteur d’un comportement mimant la dépression chez le rat. Le principe est assez simple et
est basé sur la préférence qu’ont les rongeurs, tout comme les Hommes, envers les
aliments/boissons ayant un godt sucré. Dans leurs cages, les animaux peuvent accéder a deux
bouteilles contenant de 1’eau pour 1’une et pour la seconde une solution sucrée (saccharose)
(Fig. 16) (Papp et al., 1991; Willner et al., 1992).
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Le test se fait sur une durée de 3 jours :

e 1% jour : deux bouteilles contenant une solution de saccharose a 10 % sont mises a la
disposition des rats, sans nourriture ;

e 2™ jour : les rats disposent de deux bouteilles d’eau et de nourriture ;

e 3™ jour: deux bouteilles contenant de 1’eau pour I’une et pour la seconde une solution
sucrée (saccharose a 1%), sont mises a la disposition des rats durant 1heure, puis elles
sont retirées.

La consommation d’eau et de saccharose est déterminée par la pesée des bouteilles avant

et apres le test.

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

sucrée sucrose + eau douce] X100.

Figure 16. Test de préférence au sucrose.

11.8. Suivi du poids des rats
Les rats sont pesés tous les 10 jours. Les résultats sont exprimés en tant que différence
de poids (g) entre la premiére pesée (to) et le moment ou ils sont pesés.
Gain de poids corporel (g) = poids final — poids de départ.
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11.9. Les prélévements sanguins

Les préléevements sanguins se font par ponction rétro orbitaire pour les rats de tous les
lots. Les échantillons sanguins sont recueillis grace a des tubes capillaires dans des tubes a
EDTA et feront I’objet d’une formule de numération sanguine (FNS).

11.10. Dissection et prélevement des organes

Les rats ont été sacrifiés sous une légere anesthésie a 1’éther. L’animal est fixé en
décubitus dorsal, une incision est pratiquée depuis 1’orifice urogénital jusqu’au manubrium
sternal (Fig.17). Les organes (testicules, rate et surrénales) sont délicatement prélevés et pesés
au moyen d’une balance de précision. En outre, le cerveau est rapidement prélevé sous glace a
I’aide de pinces fines. Les testicules, la rate et les surrénales sont fixés au Formol dilué (10%)
pour la réalisation des coupes histologiques.

Le poids relatif de I’organe = poids de I'organe x 100/ poids de I'animal.

Figure 17. Dissection

11.11. 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 Faycal.
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Les organes préleves sur les rats des différents lots, conservés dans du Formol, ont fait
I’objet de coupes histologiques. La technique histologique utilisée est celle décrite par
Martoja et Martoja (1967).
e Fixation
La fixation représente le moment essentiel de la technique histologique. Elle a pour
but d'immobiliser les structures en respectant leur morphologie et en les conservant. Le
fixateur utilisé est le formol a 10%. L'utilisation de ce fixateur a pour avantage de durcir
I'échantillon étudie sans le contracter et de ce fait sans I'abimer.
e Déshydratation
Une fois le fixateur éliminé par un rincage a l'eau distillée, la déshydratation est
réalisée dans un automate qui immerge les échantillons successivement dans:
v 5 packs d’Alcool a 100% pendant 1h 30min ;
v 1 pack d’Alcool a 100% durant 2 h;
v 3 pack de Xyléne pendant 1 h 30 min ;
v' 1 pack vide de 15 min;
v’ 2 packs de paraffine chauffée a 70°C durant 1 h 30 min.
Les piéces sont ensuite placées a I'étuve pour laisser s'évaporer progressivement le

xyléne. La durée de la déshydratation est de 17 heures.

e Inclusion
Les pieces sont immergées dans de la paraffine fondue dans une étuve pendant 8

heures. Les blocs sont congelés immédiatement pour faire les coupes (Fig. 18).

Autopsie / préléevement Fixation

- —

Déshydratation progressive
_— Imprégnation en xyléne
Imprégnation en paraffine

l

Inclusion en paraffine

Coloration/ =
Immunomarquage <€————— Coupes
.- _'I'(

Figure 18. Etapes de la réalisation des coupes histologiques.
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e Confection des coupes
Les blocs de paraffine sont préalablement dégrossis avant de subir la coupe au
microtome (GTU. Tissue-Tek) d’une épaisseur de 4um. Les picces incluses doivent étre

débitées en coupes aussi fines et réguliéres que possible.

Les coupes sont mises dans de 1’eau froide (10 °C) et ensuite collées sur des lames
préalablement recouvertes de geélatine, puis au bain-marie. Les lames sont placées sur une
plaque chauffante afin de déplisser le ruban de coupe avant d’étre placées a 1’étuve a 37 °C
pendant 17 a 20 h. Apres refroidissement, on procede a la coloration.

e Coloration

Il existe plusieurs techniques de coloration qui varient en fonction des tissus. La
méthode a I'Hématoxyline et a I'Eosine (H E) est la plus utilisée a cause de la distinction qui
peut étre faite entre le cytoplasme et le collagéne: le cytoplasme apparait en rose, tandis que le
collagéne se colore en jaune orange.

Solution :
» 8 packs de xyléne : 2 min.
3 packs d’Alcool : 2 min.
1 pack d’eau courante : 2 min.
1 pack d’hémalun d’Harris : 2 min.

1 pack d’eau courante : 2 min.

vV V V V V

1 pack d’eau ammoniacale : 2 min.

- Eau distillée: 2000ml

- Ammoniaque: 2ml

- 1 pack d’éosine : 20 min.

- 1 pack d’eau courante : 2 min

- 4 packs d’Alcool : 2 min.

» 4 packs de Xylene : 2 min.

e Montage

Le montage lame-lamelle se fait en déposant une goutte résine de montage (Eukit) sur

la lame, une lamelle est appliquée de facon a ce que la résine recouvre I'ensemble de la
coupe. Les lames sont placées sur une hotte pour le séchage, avant d’étre observées au

microscope.
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11.12. Etude statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne plus ou moins écart-type (m = s)
et illustrés par des tableaux et figures. L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel
statistique Graph Pad Prism 7 pour Windows. Les résultats sont soumis a une analyse de la
variance ANOVAL, suivie par le test Tukey. Ils sont considérés comme étant significatifs a p
<0,05.
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I11. Résultats

I11.1.variation du poids corporel moyen
Le poids corporel moyen (g) des rats males des différents lots expérimentaux est

donné dans la figure 19.

== ot Témoin
== Lot M
efe=0t L+ M
Lot L

=ie=Lot CMS + M
=@=_Lot CMS

Figure 19. Evolution du poids corporel moyen (g) chez les rats males des différents lots
expérimentaux (n=5).

Pour les rats males, il y a une augmentation progressive du poids corporel moyen avec
le temps, chez tous les lots. Le lot traité a 1’extrait d’algue (M) montre un poids corporel
moyen plus élevé suivi par le lot Témoin.

Le poids corporel le plus faible est enregistré chez le lot L+M (ligaturé traité par

I’extrait d’algue), suivis par lot CMS+ M.
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Chez les femelles, le poids corporel moyen (g) pour les mémes lots que les rats males,

est présenté dans la figure 20.

270
265
260

/7]
255
250 /s /

== 0t Témoin

== Lot M

=fe=0t L+ M

6= | Ot L

== ot CMS + M

=@=Lot CMS

Figure 20. Evolution du poids corporel moyen (g) chez les rats femelles des différents lots
expérimentaux (n=5).

Durant les 37 jours d’expérimentation chez les rats femelles des lots expérimentaux,
on a remarqué que 1’évolution pondérale a augmenté avec le temps pour tous les lots. Le poids
corporel le plus faible est enregistré pour les rats du lot Témoin. Le lot L+M montre un poids
corporel plus élevé, suivi par le lot CMS+M (Fig. 20). Le poids corporel pour le lot L est le
plus.

L’estimation du poids corporel a montré une augmentation pour les lots ligaturés

(ligature du nerf sciatique) par rapport aux lots du CMS.

111.2. Gain de poids corporel chez les rats
La variation du gain du poids des rats males de tous les lots expérimentaux a montré
que chez le lot CMS il est le plus élevé par rapport aux autres lots, et présente une différence
hautement significative comparativement au lot T (P<0,01), suivi par le lot traité a I’extrait
d’algue (M) qui a montré une différence non significative vis-a-vis du lot Témoin (P<0,05).
L’estimation du gain du poids a montré une réduction pour le lot stressé
biologiquement (ligature du nerf sciatique). Cette diminution reste cependant non significative

par rapport au lot T (P<0,05). De plus, I’analyse statistique de ’ANOVA a un critére de
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classification a indiqué un effet hautement significatif entre les deux types de stress (P<0,01).
Ceci montre que le stress psychologique et I’extrait d’algue seul provoque une augmentation

du gain de poids corporel (Fig. 21).
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Variation du gain depoids (o) chez les males

Figure 21. Variation de gain de poids (g) chez les rats males des lots expérimentaux (n=5):
(ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (P<0,05), (**) hautement significatif (P<0,01).

Chez les femelles, il apparait une augmentation du gain du poids pour tous les lots par
rapport au Témoin. Le traitement par I’extrait d’algue (lot M) provoque une augmentation tres
hautement significative du gain du poids par rapport au lot Témoin (P<0,001), et une
augmentation chez les lots stressés et traitées (CMS+M vs L+M) ; cette augmentation est
hautement significative entre les deux lots (P<0,01). Nous avons également constaté un effet
non significatif du CMS et ligature de nerf sciatique sur le gain de poids CMS et L (P<0,05).

Ceci montre que 1’extrait d’algue stimule 1’augmentation du gain de poids (Fig. 22).
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Figure 22. Variation du gain de poids corporel moyen (g) chez les femelles des lots
expérimentaux (n=5): (ns) non significatif (P<0,05), (**) hautement significatif (P<0,01),
(***) trés hautement significatif (P<0,001).
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111.3. Poids relatif moyen des organes

D’apreés nos résultats, on remarque que le poids relatif de la rate a augmenté chez tous
les lots comparativement au lot Témoin, le poids relatif de la rate le plus élevé est enregistré
chez les lots traités par I’extrait d’algue M, CMS+M et L+M, avec une différence hautement
significative entre les lots: M vs T (P<0,01) et une différence trés hautement significative
chez lot L+M vs T, et lot CMS+M comparativement au lot T (P<0,001). Nous avons
remarqué également que la différence est non significative entre le lot L+M et CMS+M
(P<0,05). Ceci indique que I’extrait d’algue et le stress (biologique et psychologique)
provoquent une augmentation du poids relatif de la rate. Ce phénoméne est défini par la
splénomégalie.

Le poids des surrénales le plus élevé se rencontre chez les lots: M et CMS+M,
I’ANOVA a un critére de classification a montré que la différence entre les lots n’est pas
significative (P<0,05). Le poids de cerveau le plus éleve a montré chez lot de I’extrait d’algue
M, suivi par le lot Témoin. Statiquement, ces différences entre les lots aussi ne sont pas
significatives (P<0,05). Le poids relatif des testicules est plus élevé chez le lot L+M par
rapport aux autres lots. Le poids relatif des testicules le plus faible est observé chez le lot
CMS+M. L’analyse statistique de ces résultats ne montre aucune différence significative
(P<0,05). Ce qui traduit que le stress et I’extrait d’algue ne montrent aucun effet sur le poids
des testicules (fig. 23).
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Figure 23. Poids relatif moyen des organes chez les rats méales des lots expérimentaux (n=5)
(9/100g de rat) : poids relatif de la rate (A), poids relatif du cerveau (B), poids relatif des
surrénales (C), poids relatif des testicules (D) : (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif
(p<0,05), (**) hautement significatif (p<0,01), (***) trés hautement significatif (p<0,001).

Chez les femelles, le poids relatif moyen des organes (g/100g de rat) des animaux des
lots expérimentaux est illustré dans la figure 24.

D’apres ces résultats, nous remarquons que le poids de la rate le plus éleve se situe
chez le lot M. La différence étant trés hautement significative entre les lots: T vs M
(P<0,001), I’augmentation apparait aussi chez les lots soumis a un stress et traités par 1’extrait

d’algue (CMS+M vs L+M) mais d’une maniere non significative entre eux (P<0,05). Ainsi,
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nous n’observons pas de différence significative entre les lots L vs CMS. Ce qui indique que
I’extrait d’algue seul stimule I’augmentation du poids de la rate.

Les résultats présentent un changement Iéger du poids des surrénales entre les lots. Le
poids relatif des surrénales est plus faible chez le lot CMS+M. L’analyse statistique a montré
une différence non significative (P<0,05) entre tous les lots: Tvs M, TvsL, Tvs CMS, L
vs CMS. Ceci indique que I’extrait d’algue et le stress ne montrent aucun effet sur les rats.
Nos resultats montrent aussi que le poids du cerveau le plus élevé se manifeste chez le lot
Témoin, suivi par le lot CMS qui ne sont pas statistiquement significatifs (P<0,05). En
revanche, la combinaison entre le CMS et I’extrait d’algue provoque une réduction
significative du poids des surrénales chez les lots T vs CMS+M et une différence significative
entre T vs L+M (P<0,05) (Fig. 24).

Poid s relatif de la Rate chez les femelles (g/100 g de rat)

Poids relatif de cerveau chez les femelles (g/100 g de rat)
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Figure 24. Poids relatif moyen des organes chez les rats femelles des lots expérimentaux
(n=5) (g/100g de rat) : poids relatif de la rate (A), poids relatif du cerveau (B), poids relatif
des surrénales (C) : (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (P<0,05), (**) hautement
significatif (P<0,01), (***) tres hautement significatif (P<0,001).
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I11.4. Analyse des paramétres hématologiques
Chez les males :

D’aprés nos résultats, les leucocytes totaux sont augmenté d’une manicre tres
hautement significative (P<0,001) chez le lot ligaturé et traité par I’extrait d’algue (L+M) par
rapport au lot Témoin (T) et le lot M, et d’une maniére non significative chez le lot CMS+M
vis-a-vis du lot CMS (P<0,05). D’autre part, le lot traité a I’extrait d’algue ne montre aucune
différence significative (P<0,05) par rapport aux autres lots, c'est-a-dire que le stress et le
traitement par I’extrait d’algue donne une réponse immunitaire importante.

Nos résultats montrent que le taux de lymphocytes a diminué chez le lot M par rapport
au lot Témoin, mais cette différence n’est pas significative (P<0,05). Les lots soumis a un
stress sans traitement et les lots traités par 1’extrait d’algue (CMS+M ; L+M) présentent une
augmentation tres hautement significative par rapport au lot M (P<0,001). Ceci indique que le
stress induit une augmentation du taux de lymphocytes. Concernant les granulocytes, nous
avons remarqué une augmentation du taux de granulocytes chez le lot L+M par rapport au lot
Témoin. Ce dernier a révelé le taux le plus faible. Cette augmentation pour le lot L+M
présente une différence hautement significative (P<0,01) comparativement au lot L, et une
augmentation hautement significative chez le lot CMS+M par rapport au lot CMS (P<0,01).
D’autre part, nous avons observé une différence non significative entre le lot M et le lot T
(P<0,05). Les résultats statistiques du taux de globules rouges montrent une diminution
hautement significative chez le lot M par rapport au lot T (P<0,05). En plus, les lots stressés
sans traitement ne présentent aucune différence significative entre eux (L vs CMS) (P<0,05),
alors que les lots traités par 1’extrait d’algue montrent une réduction hautement significative
comparativement au lot T (P<0,01) (CMS+M ; L+M vs T. Ceci veut dire, que I’extrait d’algue
provoque une diminution du taux de globules rouges. Le taux de plaquettes sanguine
augmente de maniére trés hautement significative entre le lot M et le lot témoin (P<0,001).
Lorsque le traitement est absent, les lots stressés présentent une différence  non
significative (P<0,05): (CMS ; L). Concernant les lots traités par 1’extrait d’algue, le lot L+M
montre une différence significative (P<0,05) avec le lot M et une différence non significative
(P<0,05) entre le lot CMS+M et le lot M. Ceci indique que le stress (biologique et
psychologique) n’a aucun effet chez 1’organisme. Par contre I’extrait d’algue provoque une

augmentation du taux de plaquettes (Fig. 25).
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Figure 25. Résultats de la FNS chez les rats males des lots expérimentaux (n=5): taux de
leucocytes (A), taux de lymphocytes (B), taux de granulocytes (C), taux de globules rouges
(D), taux de plaquettes (E): (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (P<0,05), (**)
hautement significatif (P<0,01), (***) tres hautement significatif (P<0,001).
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Chez les femelles :

D’apres les résultats statistiques du taux de leucocytes (GB), nous avons observé une
différence non significative (P<0,05) entre les lots : (T vs M) ; (L vs CMS). Ceci montre que
le stress n’induit aucune réponse immunitaire, alors que les lots stressés et traités par 1’extrait
d’algue montrent une augmentation trés hautement significative entre le CMS+M et le CMS
(P<0,001) et une augmentation hautement significative entre L et L+M (P<0,01). Nous
pouvons constater que la combinaison du stress avec 1’extrait d’algue provoque une réponse
immunitaire chez 1’organisme. Concernant le taux de lymphocytes, nous remarquons que le
taux le plus élevé est enregistré chez le lot CMS qui augmente d’une maniére hautement
significative (CMS vs CMS+M). (P<0,01), alors que la différence entre les autres lots est non
significative (P<0,05).

D’aprés I’analyse de la variance, nous constatons aussi une augmentation trés
hautement significative (P<0,001) du taux de granulocytes chez les lots L+M et CMS+M par
rapport au lot Témoin. Cependant, le lot M manifeste une augmentation hautement
significative par rapport au lot Témoin (P<0,01). Les lots stressés montrent une différence
non significative entre eux (CMSvs L) (P<0,05). Donc, le traitement des rats stressés par
I’extrait d’algue produit une réponse immunitaire chez 1’organisme expliqué par
I’augmentation du taux de granulocytes.

En outre, nous observons une diminution du taux de globules rouges chez le lot M
comparativement au lot T, mais cette diminution n’est pas significative (P<0,05). Pour les lots
stressés, il apparait une différence non significative par rapport au lot Témoin (Tvs L ;
CMS). En paralléle, les lots CMS+M et L+M présentent une réduction non significative entre
eux (P<0,05), et une diminution non significative entre les lots ligaturés (L vs L+M) et
significative entre les (CMS+M vs CMS) (P<0,05). Cela nous amene a déduire que la
combinaison entre le stress et le traitement par ’extrait d’algue M a un effet négatif sur le
taux de globules rouges circulants.

Nos résultats concernant le taux des plaquettes indiquent une augmentation hautement
significative chez le lot M par rapport au lot T (M : 1258,33 + 215,52 vs T : 549,00 * 42,93).
Par ailleurs, chez les lots stressés sans traitement, le lot L a montré une déplétion hautement
significative (P<0,01) comparativement au lot M et une différence non significative entre le
lot M et le lot CMS (P<0,05).

En comparant les taux de plaquettes chez les lots stressés, nous avons observeé une
différence hautement significative entre CMS et L (P<0,01) (Fig. 26).
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Figure 26. Résultats de la FNS chez les rats femelles des lots expérimentaux (n=5): taux de
leucocytes (A), taux de lymphocytes (B), taux de granulocytes (C), taux de globules rouges
(D), taux de plaquettes (E): (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (P<0,05), (**)
hautement significatif (P<0,01), (***) tres hautement significatif (P<0,001).
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I11.5. Test du saccharose

Les résultats du test de la préférence sucrée chez les rats males des différents lots
expérimentaux sont présentés dans le Tableau IV.
Tableau 1V. Résultats du test de saccharose chez les rats males des lots expérimentaux (n=5).

Lots T M L L+M CMS CMS+M
Consommation de
96% 8% 71% 50% 50% 93,75%
saccharose (%0)

Nos résultats montrent une augmentation de la consommation de saccharose chez le
lot Témoin (96%), et une réduction chez les rats du lot M (8%). Ce taux de consommation est
également important chez le lot L (71%) alors que les rats du lot CMS ont consommé moins
de saccharose que les rats du lot L (50%). Ceci indique que le stress (CMS et douleur
chronique) provogue la diminution de la consommation de saccharose.

En revanche la consommation de saccharose pour le lot CMS+M est plus élevée
(93,75%) par rapport au lot M et CMS, ce qui signifie qu’il y a une réparation par la
combinaison entre les deux : CMS et traitement a I’extrait d’algue.

Les résultats du test de saccharose chez les rats femelles des différents lots
expérimentaux sont présentés dans le Tableau V.

Tableau V. Résultats du test de saccharose chez les rats femelles des lots expérimentaux

(n=5).
Lots T M L L+M CMS CMS+M
Consommation de
96% 95% 98% 100% 9,09% 25%
saccharose (%)

Chez le lot témoin et lot M, il y a une tendance vers une augmentation de la
consommation de saccharose (T : 96%) (M : 95%).

La consommation de saccharose atteint les 100% chez le lot L+M, donc I’extrait
d’algue fait une réparation trés importante chez le lot ligaturé. Par contre, on remarque que le
lot CMS a montré la plus faible consommation (9,09%), et le lot M ne montre aucune
réparation importante (25%). On constate en outre que le CMS provoque une diminution de la

consommation de saccharose.
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111.6. Résultats de I’étude histologique

Dans le but de vérifier I'effet du stress et de 1’extrait d’algue sur l'architecture tissulaire
des organes, nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau des testicules, de la rate et
des surrénales chez les rats Wistar Témoins et traités.
111.6.1. Effet du stress et I’extrait d’algue sur les testicules

Les coupes histologiques réalisées sur les animaux Témoins montrent une architecture
normale et conservée. Les cellules germinales sont dans l'ordre de la périphérie vers la
lumiere du tube séminifére, les spermatogonies, les spermatocytes 1, les spermatocytes I, les

spermatides et les spermatozoides (Fig. 27).

Figure 27. Observation au microscope optique des coupes histologiques des testicules des
rats témoins G : x 10 (A) et G : x 40 (B). Spermatozoides (§ ). (Coloration & H-E).

Par contre, l'observation microscopique des testicules des rats traités par I’extrait
d’algue sans stress (lot M) montre une congestion et la spermatogénése est inférieure a celle

du Témoin (10% de moins de spermatogenése) (Fig. 28).
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Figure 28. Observation au microscope optique des coupes histologiques des testicules des
rats du lot M (G : x 4). Congestion (). (Coloration a H-E).

De plus, l'analyse les coupes histologiques des rats stressés (CMS et L) sans traitement
montre des altérations : la spermatogénése est plus faible comparativement aux lots Témoin et
M, chez le lot ligaturé (L). L’analyse présente une architecture plus ou moins conservée, une

diminution de la spermatogénese avec une inflammation périphérique chez le lot CMS (Fig.

Figure 29. Observation au microscope optique des coupes histologiques des testicules de rat
CMS (A) et de rat L (B) (Coloration & H-E, Gr x10). Diminution de la spermatogénése (}).
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Chez les lots ayant subi un stress et traités par 1’extrait d’algue, nous avons observé

une spermatogénese conservée (CMS+M et L+M), avec une réaction inflammatoire autour

des testicules chez les animaux du lot CMS+M (Fig. 30).

Figure 30. Observation au microscope optique des coupes histologiques des testicules de rat
CMS +M (A) et de rat L+M (B) (Coloration a I’H-E, Gr: x10). Réaction inflammatoire: (1)

Spermatogénése conservée : (A ).

111.6.2. Effet du stress et de I’extrait d’algue sur les surrénales
La Figure 31 montre une vue génerale des surrénales d'un rat témoin. On distingue la
zone médullaire, la zone corticale et la capsule (une architecture normale) chez les males et

les femelles.

Figure 31. Observation au microscope optique des coupes histologiques des surrénales chez
un rat Témoin (Coloration a I’H-E, A : Gr x10 ; B : Gr x4).
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Par contre, le traitement a 1’algue, chez lot M, a provoqué une congestion de la zone

glomérulée, c'est-a-dire une hyper activité dans cette zone chez les deux sexes. Cependant,

les coupes histologiques montrent une congestion chez les lots L et CMS, cette congestion

Figure 32. Observation au microscope optique des coupes histologiques des surrénales chez
les rats CMS (A), L (B) (Gr x10), M (C) (Gr x40) (Coloration a I’H-E).

Zone gloméruléeﬂﬂ congestion : (*).

De plus, chez les animaux stressés aussi bien par CMS que par la ligature, et traités a
I’extrait d’algue, on observe une congestion plus importante chez les femelles du lot L+M que
chez les males. Par contre, chez le lot CMS on observe une inflammation périphérique chez
les femelles et une congestion chez les males (Fig. 33).
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Figure 33. Observation au microscope optique des coupes histologiques des surrénales chez
les rats L+M (A) Gr x 40) et les rats CMS+M (B) (Coloration a I’H-E, Gr x10).
Congestion (&), inflammation (= ).

111.6.3. Effet du stress et de I’extrait d’algue sur la rate

L'observation microscopique réalisée sur coloration topographique des coupes
histologiques de la rate révéle un aspect histologique et une taille normale de la pulpe rouge et
la pulpe blanche chez les rats méales et femelles du lot Témoin. Par contre, chez le lot M,
I’analyse montre un granulome inflammatoire autour de la congestion de la pulpe blanche et
une hyperplasie de pulpe blanche pour les méales. Chez les femelles en revanche, on observe

une congestion importante avec une réaction inflammatoire pré-capsulaire (Fig. 34).
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Figure 34. Observation au microscope optique des coupes histologiques de la rate chez les
rats Témoins (A) (Gr x4) et les rats M (B) (Gr x40).Congestion (* ), Inflammation pre-
capsulaire (4= ), Hyperplasie @ ), Granulome inflammatoire (» ). (Coloration & I'H-E).
De plus, les rats du lot ligaturé sans traitement montrent une congestion de la rate chez
les méles et les femelles, et les rats stressés par le CMS présentent une hyperplasie de la pulpe
blanche chez les males et les femelles.
L’analyse des coupes histologiques des rats ligaturés et traités indique une congestion

de la pulpe rouge et la pulpe blanche est conservée chez les deux sexes. D’autre part, chez les

rats du lot CMS+M, on remarque une importante hyperplasie de la rate chez les males et les
femelles (Fig. 35).

Figure 35. Observation au microscope optique des coupes histologiques de la rate chez les
rats L+M (A) (Gr x40), les rats CMS (B) (Gr x 4) et les rats L (C) et CMS+M (D) (Gr x10).
Hyperplasie ( 3» ‘), Congestion (*). (Coloration a I’'H-E).
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I11.7. Tests comportementaux

111.7.1. Nage forcée (Forced swimming test)

Chez les males

e Temps d'immobilité

La mesure du temps d’immobilité durant ce test a permis d’évaluer le niveau de
dépression des rats. Le temps d’immobilité chez le lot CMS est plus élevé de maniére
hautement significative par rapport au lot L (CMS vs L) (P<0,01). Le temps d’immobilité le
plus bas est enregistré chez le lot M qui présente une différence trés hautement significative
(P<0,001) par rapport au lot Témoin, se traduisant par une importante activité locomotrice
chez le lot M.

Par ailleurs, I’analyse statistique montre une diminution trés hautement significative
de ce paramétre chez les lots stressés et traités par 1’extrait d’algue CMS+M par rapport au lot
CMS (P<0,001). Par contre, le lot stressé par la ligature du nerf sciatique et traité L+M
manifeste une différence non significative par rapport au lot L (P<0,05). Ceci indique que le
stress physiologique provoque une augmentation du temps d’immobilité comparativement a la
ligature du nerf sciatique, c'est-a-dire que le CMS provoque une forte dépression, et que
I’extrait d’algue fait une réparation avec le CMS uniquement.

e Temps d’escalade

D’apres ’ANOVAIL, nous avons constat¢ que le temps d’escalade montre une
augmentation chez le lot M, et cette augmentation est trés hautement significative
comparativement au lot T (P<0,001). D’autre part, le stress (CMS; L) provoque une
diminution du temps d’escalade d’une manicre trés hautement significative comparativement
au lot M; (P<0,001), mais d’une maniére non significative entre eux (CMS vs L) (P<0,05).

e Temps de nage

D’aprés nos résultats, il apparait une augmentation du temps de nage chez les lots
ligaturés, et une diminution trés hautement significative chez le lot M par rapport au lot
Témoin (P<0,001). Les lots stressés et traités montrent une augmentation tres hautement

significative comparativement au lot M (CMS+M ; L vs M) (Fig. 36).
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Figure 36. (A) Temps d’immobilité (sec), (B) Temps d’escalade (sec), (C) Temps de nage
(sec) au test de la nage forcée chez les rats males (n=5) : (ns) non significatif (P<0,05), (*)
significatif (P<0,05), (**) hautement significatif (p<0,01), (***) tres hautement significatif
(P<0,001).

Chez les femelles

e Temps d’immobilité
L’appreéciation du temps d’immobilité chez les lots stressés (L et CMS) a montré une
augmentation tres hautement significative (P<0,001) comparativement au lot, ce qui indique
que le stress provoque une dépression chez les rats femelles. Le traitement par 1’extrait
d’algue diminue le temps d’immobilité, mais cette différence reste non significative
statiguement (P<0,05) (L+M ; CMS+M).
e Temps d’escalade
Les résultats obtenus pour le temps d’escalade ont montré une augmentation
hautement significative (P<0,01) chez les lots M comparativement au lot T et une diminution

chez les lots L et CMS d’une maniécre trés hautement significative par rapport au lot M
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(P<0,001). Cependant, il y a une différence tres hautement significative (P<0,001) entre le lot
ligaturé et traité par I’extrait d’algue, et le lot ligaturé sans traitement (L+M vs L).
e Temps de nage
Concernant le temps de nage, nous avons observé une augmentation chez le lot L et
cette augmentation est hautement significative comparativement au lot Témoin (P<0,01). Par
ailleurs, le CMS et le traitement par I’extrait d’algue provoque la diminution de temps de

nage. Cette différence n’est pas significative par rapport au lot T (P<0,05) (Fig. 37).
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Figure 37. Test de la nage forcée chez les femelles (n=5): (A) Temps d’immobilité (sec), (B)

Temps d’escalade (sec), (C) Temps de nage (sec): (ns) non significatif (P<0,05), (*)
significatif (P<0,05), (**) hautement significatif (P<0,01), (***) tres hautement significatif
(P<0,001).
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111.7.2. Test des champs ouverts (Open field)
Le test des champs ouverts permet d’apprécier ’activité locomotrice (le nombre de
cases traversées), exploratrice (nombre de redressements) et émotionnelle (anxiété) des rats.

Chez les males

D’aprés les résultats, les rats males qui passent le plus de temps dans la partie centrale
sont les rats du lot M, cette différence étant tres hautement significative (P<0,001) par rapport
aux autres lots. De plus, nous avons aussi constaté une différence tres hautement significative
(P<0,001) entre les lots stressés (CMS vs L), avec une diminution chez le lot CMS + M
comparativement au lot CMS sans traitement et une augmentation chez le lot ligaturé et traité
L+M par rapport au lot ligaturé L, mais ces différences ne sont pas significatives statiguement
(P<0,05) (CMS+M vs L+M).

Nos resultats montrent que le temps passé dans la partie périphérique est élevé chez
tous les lots, sans différences significatives (P<0,05) entre les lots. Concernant le nombre de
redressements, nous avons constaté qu’il est plus élevé est marqué chez le lot T qui présente
une différence trés hautement significative avec le lot L (P<0,001), et une différence non
significative comparativement au lot CMS (P<0 ,05). Le nombre de redressements le plus bas
est enregistre chez les lots ligaturés (L, L+M).Statiquement, la différence entre le lot L et lot
CMS est trés hautement significative (CMSvs L) (P<0,001). On remarque aussi que le
traitement par 1’algue provoque une diminution du nombre de redressements chez le lot M,
cette diminution est hautement significative par rapport au lot T (P<0,01).

L’analyse de nos résultats montre que 1’activité locomotrice est diminuée chez les rats
du lot M comparativement aux Témoins, d’une maniére trés hautement significative
(P<0,001). Ceci se traduit par le décroissement de la distance totale parcourue. En revanche,
la distance parcourue chez le lot CMS augmente par rapport au lot L, et cette différence est
tres hautement significative (P<0,001), alors que les lots stressés et traités par I’extrait d’algue
ont une distance parcourue inférieure par rapport aux lots stressés, différence trés hautement
significative (P<0,001) par rapport au lot CMS (CMS vs CMS+M) et non significative entre
les lots ligaturés (L vs L+M). Cela nous améne a deéduire que le traitement par 1’extrait
d’algue et le stress de ligature du nerf sciatique provoquent la diminution de 1’activité
locomotrice, montrant un état d’anxiété.

Par ailleurs, le nombre d’entrées au centre du dispositif est plus élevé chez le lot T,
alors que les autres lots montrent une diminution trés hautement significative (P<0,001) chez
les lots L et CMS comparativement au lot T et non significative entre les deux types de stress
(L vs CMS) (P<0,05) (Fig. 38).
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Figure 38. Open field test chez les rats méles (n=5): (A) Temps passé au centre, (B) Temps
passé en périphérie, (C) Nombre de redressements, (D) Distance parcoure, (E) Nombre
d’entrées au centre : (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (p<0,05), (**) hautement
significatif (p<0,01), (***) trés hautement significative (P<0,001).

Chez les femelles

D’apreés ’ANOVA a un critére de classification, le temps passe au centre du dispositif
le plus élevé est enregistré chez le lot CMS+M, et cette augmentation est trés hautement
significative par rapport a L+M (P<0,001), ce qui indique que les femelles du lot CMS+M ont
un faible état d’anxiété. D’autre part, il y a une diminution hautement significative du temps
passé au centre chez le lot M comparativement au lot T (P<0,01). Les lots stressés ne
montrent aucune différence significative par rapport au lot T (P<0,05) (CMS ; L vs T).
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Concernant, le temps passé dans la partie périphérique, nous avons observé que le lot
L+M présente une augmentation trés hautement significative par rapport au lot CMS +M
(P<0,001).

Les résultats du nombre de redressements chez les femelles montrent une diminution
chez les lots traités par 1’extrait d’algue comparativement aux autres lots, c'est-a-dire une
diminution de la capacité d’exploration des rats. Le lot CMS+M présente une différence
hautement significative par rapport au lot L+M (P<0,01) et une réduction hautement
significative chez le lot M par rapport au lot T (P<0,01). Ceci indique que le traitement a
I’extrait d’algue provoque une faible activité exploratrice, alors que le stress (CMS; L) se
manifeste par une augmentation non significative (P<0,05).

A propos de la distance parcourue, il y a une diminution trés hautement significative
chez le lot M par rapport au lot T (P<0,001). De plus, nous avons observé une différence
hautement significative (P<0,01) entre les lots CMS et L, alors que les lots soumis au stress et
traités montrent une diminution trés hautement significative comparativement au lot T
(P<0,001). On peut constater que le traitement induit une diminution de I’activité locomotrice,
et donc une baisse de la capacité exploratrice, montrant un état d’anxiété.

Par ailleurs, le nombre d’entrées au centre du dispositif est plus faible chez les lots M
et CMS, cette différence étant trés hautement significative par rapport au lot T (P<0,001).
D’une autre part, le lot ligaturé (L) montre une différence hautement significative par rapport

au lot T (P<0,01) (Fig. 39).
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Figure 39. Résultats de 1’Open field test chez les femelles (n=5) : (A) temps passe au centre,
(B) Temps passe en périphérie, (C) Nombre de redressements, (D) Distance parcourue, (E)
Nombre d’entrées au centre : (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (p<0,05), (**)
hautement significatif (p<0,01), (***) trés hautement significatif (P<0,001).

E



Résultats

111.7.3.Labyrinthe en croix surélevée (Plus maze test)

Chez les males

Le labyrinthe en croix surélevé permet d’évaluer I’activité locomotrice et exploratrice
en réponse a un environnement nouveau. Nos résultats montrent que les rats qui passent le
plus de temps au centre sont les rats du lot CMS, avec une différence tres hautement
significative par rapport au lot L (P<0,001), suivi par lot Témoin, ce dernier montre une
augmentation hautement significative (P<0,01) par rapport au lot M. En plus, nous avons
remarqué que le temps passé au centre le plus bas est enregistré chez lot L+M, cette
diminution étant hautement significative (P<0,01) comparativement au lot CMS+M. Ceci
indique la ligature de nerf sciatique et le traitement par I’extrait d’algue provoquent une
réduction du temps passé au centre.

Par ailleurs, le temps passé dans les bras ouverts du dispositif est plus important chez
les rats du lot CMS+M, suivi par le CMS, ce qui implique un faible état d’anxiété. Par contre,
les rats soumis a un stress biologique L+M et L passent moins de temps dans les bras ouverts,
ce qui révéle un état d’anxiété. Statiquement, la différence entre le lot L+M et le lot CMS+M
est tres hautement significative (P<0,001), et hautement significative (P<0,01) entre lot CMS
et L. D’autre part, les analyses statistiques, montre que le niveau d'anxiété est plus élevé chez
les rats soumis a un stress biologique et les rats du lot M. Ceci est révélé par le temps passé
dans les bras fermés plus grand chez le lot L ; M mais sans différence significative entre les
lots expérimentaux (P<0,05).

Concernant le nombre d’estimation de la profondeur, on peut constater une
augmentation chez le lot L+M suivi par le lot L (les rats soumis a un stress biologique) mais,
statiquement nous n’avons observé aucune différence significative chez tous les lots (P<0,05)

(Fig .40).
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Figure 40. Résultats du Plus maze test chez les rats méles (n=5) : (A) Temps passé au centre,
(B) Temps passé dans les bras ouverts, (C) Temps passé dans les bras fermés, (D) Nombre
d’estimations de la profondeur : (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif (p<0,05), (**)
hautement significatif (p<0,01), (***) trés hautement significatif (P<0,001).

Chez les femelles, on observe une augmentation du temps passé au centre chez les rats

soumis au CMS. Cette augmentation est hautement significative comparativement au lot L
(P<0,01). En outre, le plus faible temps pass€ au centre s’observe chez le lot M et cette baisse
est hautement significative par rapport au lot T (P<0,01).

Les rats du lot CMS+M sont ceux qui passent le plus de temps dans les bras ouverts
suivis par le lot M. Ces 2 lots (CMS+M et M) montrent une différence trés hautement
significative comparativement au lot CMS et au lot T (P<0,001). En plus, on remarque que le
temps le plus bas est enregistré chez les lots CMS et L mais la différence reste non
significative (P<0,05).
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En paralléle, les rats du lot L+M passent plus de temps dans les bras fermés, et le
temps le plus bas est enregistré chez les rats du lot CMS+M. Le test de Tukey révéle une
différence hautement significative entre les deux lots (P<0,01) (CMS+M vs L+M). En
revanche, on n’observe aucune différence significative entre le lot M et T (P<0,05). Donc les
femelles stressées par le CMS et traitées par I’extrait d’algue présentent un niveau d’anxiété
plus bas que les autres lots.

D’apreés nos résultats concernant le nombre d’estimation de la profondeur, nous avons
remarque qu’il est plus élevé chez le lot CMS+M, suivi par le lot T, mais statiquement ces
différences ne sont pas significatives (P<0,05). (Fig. 41).
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Figure 41. Résultats du Plus mase test chez les rats femelles (n=5): (A) Temps passé au
centre, (B) Temps passé dans les bras ouverts, (C) Temps passé dans les bras fermés, (D)
Nombre d’estimations de la profondeur: (ns) non significatif (P<0,05), (*) significatif
(p<0,05), (**) hautement significatif (p<0,01), (***) tres hautement significatif (P<0,001).
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1V. Discussion

Le stress engendre des modifications comportementales et serait responsable chez
I’homme de nombreux troubles psychiatriques tels que la dépression ou les troubles liés a
I’anxiété (Garcia-Bueno et al., 2008). Le stress peut aussi influencer 1’agressivité (Barreto-
Medeiros et al., 2007 ; Veenema et Neumann, 2007).

Il est bien reconnu que la dépression est accompagnée d'une activation du systeme
immunitaire inflammatoire et le stress oxydatif (Kubera, 2011), surtout quand cette
inflammation neuronale est prolongée en raison d'une cause inconnue, en particulier non
diagnostiquée, comme une infection chronique ancienne et symptomatique, elle implique les
défenses cellulaires et humorales, créant une perturbation biologique générant un stress
oxydatif. Par stress oxydatif, on entend une attaque chimique par oxydation, I'oxydation des
constituants du corps en raison de I'excés en particulier des molécules nocives appelées
radicaux libres d'oxygene (Fraia et al., 2015). Cette oxydation dénature les protéines, les
lipides, les sucres et I'ADN et par 1a méme les membranes cellulaires et, enfin, les cellules
(Djemli et al., 2015 ; Frih et al., 2009). Il a également été démontré que la dépression est
une des principales causes de I'hyperactivité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(HHS), caractérisée par une résistance de contre-réaction négative de I'axe glucocorticoide

(Frih et al., 2009). Ce serait un acteur majeur dans la réponse au stress (Rubin et al., 1966).

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux
libres (ou especes réactives) et la défense antioxydante de I’organisme. Les radicaux libres
peuvent étre classifiés en deux catégories, 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 du NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit) oxydase (Nox) (Siegel et al., 1989). Ces
ROS n’altérent pas le statut redox de la cellule (Droge, 2002) et semblent impliqués dans de
multiples voies de signalisation cellulaire (Brown et Griendling, 2009). L’oxyde nitrique
(NO) posséde plusieurs fonctions importantes dans le cerveau : c’est un second messager
exercant principalement son action via la production de GMPc. Le NO est synthétisé par
I’enzyme NOS via I’oxydation de I’arginine et du NADPH (Siegel et al., 1989). La
particularite des iINOS est de produire de larges quantités de NO durant plusieurs heures ou
jours ; ce NO joue un role dans I’immunité en tant qu’agent antimicrobien et en entrainant

I’adhésion des leucocytes dans les vaisseaux (Guix et al., 2005). Les especes réactives jouent
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donc plusieurs roles importants dans le cerveau sain. Toutefois, il est maintenant reconnu
qu’en condition pathologique, la production de ROS et de RNS est souvent excessive, et ces
derniers deviennent alors des agents neurotoxiques.

La douleur peut étre considérée comme contribuant a une fonction de protection, un
signal d'alarme, a la suite d'une blessure ou d’un traumatisme dans les tissus périphériques
générant une réaction de défense inflammatoire. Kuner (2010) a rapporté que la douleur est
I'un des symptdmes les plus courants rencontrés en clinique et la douleur inflammatoire
représente un important type de douleur. Celle-ci peut se prolonger dans le temps et causer de
la douleur inflammatoire chronique, mais peut également impliquer un nerf, provoguant une
Iésion neuropathique et de la douleur neuropathique donc chronique. La douleur perd son
sens de signal d'alarme pour devenir une maladie en soi, un véritable syndrome En outre, plus
de la moitié des patients souffrant de douleurs neuropathiques développent des troubles de
I'numeur tels que la dépression et I’anxiété (Kuner, 2010).

Aujourd'hui, les douleurs qu’elles soient inflammatoires et neuropathiques, celles
causées par des dommages au central ou du systéme nerveux périphérique sont les plus
difficiles a traiter en raison de leur résistance aux traitements analgésiques standards. Il existe
plusieurs modeles animaux de douleur neuropathique, surtout chez le rat, la plupart basés sur
la production d'une Iésion d'un nerf périphérique (principalement le sciatique) par un trauma
physique ou chimique (Mc Mahon et al., 2005 ; Ueda, 2008). Ce modéle a vu le jour en 1988
(Bennett et Xie, 1988).

De nombreuses études ont été entreprises pour comprendre le rble des différents
facteurs contribuant au développement de la dépression et de lI'anxiété (Mc Ewen, 2005). Le
modele expérimental le plus utilisé généralement pour évaluer les effets de la dépression chez
les rongeurs est le CMS (Stress chronique imprédictible) a I'origine développé par Willner
(1997) (Zunszain et al., 2011 ; Dagyte et al., 2011).

Les rats exposés au CMS pendant 37 jours ont montré une dépression caractérisée par
le développement de comportements symptomatiques de la dépression des humains, comme

la réduction significative de la locomotion (Zunszain et al., 2011).

Notre travail consiste a étudier I’effet de la ligature du nerf sciatique sur le degré de
dépression des animaux (Bennett et Xie, 1988). Nous avons cherché dans un premier temps
d’éventuelles relations entre la ligature du nerf sciatique et I’incidence de la dépression. Ce
modeéle permet également [I'étude sur les conséquences de la douleur neuropathique anxio-

dépressive. Ce travail examine aussi 1’aspect comparatif entre deux méthodes de stress : le
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Stress chronique léger (CMS) et la ligature du nerf sciatique (L). 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 (Selye, 1976).

Pendant la réalisation de notre protocole, chez les rats méles, nous avons constaté que
le CMS et la ligature du nerf sciatique ont induit des changements comportementaux cités ci-
dessus. Pour le gain de poids corporel, les rats CMS montrent une augmentation du poids
durant l'expérimentation, alors que les rats ligaturés ne montrent aucun changement dans le
gain de poids corporel par rapport au Témaoin.

Des études chez les animaux de laboratoire soumis a des conditions de stress, montrent
que la prise alimentaire est soit stimulée, soit inhibée. La nature du stimulus, son intensité et
sa durée déterminent la réponse observée (Antelman et al., 1975 ). Dés que le stress est
interrompu, 1’animal compense la consommation excessive induite par le stress par une
hypophagie correctrice. D’autres types de stress, peu intenses et non douloureux, induisent le
méme comportement d’augmentation de la prise alimentaire chez plusieurs espéces animales.
Si I’intensité du stress est forte, alors la réponse de 1’animal est inverse : il cesse de manger.
Cette hypophagie se prolonge méme apres 1’élimination du stimulus agressif et peut entrainer
une perte de poids significative (Souquet et Fantino, 1993 ; Shimizu et Oomura, 1989 ;
Marti et al., 1994). En outre I’effet du stress sur la prise alimentaire et du gain de poids
dépend aussi de I’heure a laquelle le stress est appliqué (Rybkin et al., 1997).

Dans notre cas, le CMS stimule la consommation d’aliment et provoque une
augmentation du gain du poids. Ceci indique que ce modéle animal de dépression est en
accord avec la littérature, et que le degré de stress est plus éleve chez les lots CMS par rapport
au lot L.

Chez les femelles, nos résultats montrent que les deux types de stress (Chronic mild
stress, et douleur neuropathique) n’ont aucun effet sur le gain du poids. Les rats méales et
femelles ayant recu le traitement a base d’extrait d’algue comme antidépresseur (CMS+M ;
L+M) accusent une élévation du gain de poids corporel. La modification du poids corporel
ainsi que de la prise alimentaire indiquent évidemment que le stress est devenu une partie
intégrale de la vie quotidienne (Bowers et al ., 2008 ; Frick et al., 2009).

D’aprés nos résultats concernant le poids des organes, les stress a entraine une
diminution du poids des testicules associée a une dégénérescence testiculaire. A ce titre,
I'administration de 1’extrait d’algue provoque une congestion avec une réaction inflammatoire
autour du testicule, ce qui confirme que les spermatozoides sont particulierement sensibles

aux dommages induits par un exces de ROS (Aitken et Mc Laughlin, 2007; Agarwal et al.,
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2008). 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 spermatogenese dans les cas extrémes (Misro et al., 1999; Turk et al., 2007).

Concernant les surrénales, nous n’avons observé aucun changement de leur poids,
alors que le stress et le traitement par I’extrait d’algue provoque une congestion dans la zone
glomérulée au niveau du cortex surrénalien qui synthétise les minéralo-corticoides,
principalement 1’aldostérone.

La sécrétion de l'aldostérone est indépendante de I'ACTH hypophysaire dans les
conditions physiologiques normales (Mesiano et al., 1997). Cette congestion indique une
hyper activité de cette zone qui est responsable de la sécrétion de l'aldostérone. Certaines
études observent 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 aucun effet en évidence
(Ostrander et al., 2006; Marin et al., 2007). 1l a été montré que plus un stresseur est intense,
plus il y a augmentation du poids des glandes surrénales (Martin et al., 1994)

Le poids relatif de la rate et I’étude histologique montrent une splénomégalie
généralisée chez les rats traités par I’extrait d’algue, due a des origines congestives (Lacroix,
et al., 1994 ; Guillermo, 1990). Cette congestion est due a un débit sanguin augmenté d’un
organe quand ’activité métabolique de cet organe augmente (Gil, 2013).

L’étiologie d’une splénomégalie peut étre une anomalie de la FNS. Cette derniére est
une aide précieuse pour le diagnostic des splénomégalies, en cas d’anémie (Bastie J.N.,
2006). Nos résultats indiquent une diminution du taux de globules rouges chez les rats traités,
avec une hyperleucocytose, associée a une augmentation du poids relatif de la rate, ce qui
confirme que cette hypertrophie de la rate serait due a une anémie hémolytique auto-immune
(AHAI).

Cette derniére est une maladie du sang qui se traduit par une baisse anormale du nombre de
globules rouges, la durée de vie des globules rouges en circulation, qui est normalement de
120 jours, est nettement diminuée. La destruction accélérée des globules rouges (hémolyse)

est due a la présence anormale dans le sang du malade de certains anticorps. Ces anticorps
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sont des « auto-anticorps » car ils sont dirigés contre les propres globules rouges du malade
(Godeau et al., 2009)

La numération sanguine est le résultat d’un dénombrement des différentes lignées de
cellules par unité de volume sanguin (Bastie J.N., 2006).Nos résultats montrent une
augmentation du taux des lymphocytes chez les lots stressés par rapport au lot témoin. Chez
les males, il semblerait que le stress induit une diminution de la réponse proliférative des
lymphocytes T in vitro et une plus faible réponse humorale in vivo associées a une
modification de la réactivité des lymphocytes T en réponse aux hormones du stress et a la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Silberman et al., 2004).

Les glucocorticoides stimulent 1’érythropoiese médullaire et augmentent le nombre de
plaquettes sanguines mais inhibent 1’agrégation plaquettaire (Donald et Langston, 1995 ;
Courouge, 2004). Nos résultats sont en accord avec cette théorie.

Concernant le test de la préférence sucrée, une diminution de la consommation de
saccharose dans un paradigme de I'accés limité a été utilisée précédemment pour déterminer
les déficits hédoniques. Cependant, la consommation absolue de solution de saccharose dans
un court laps de temps (par exemple 2 h) peut étre influencée par de nombreux facteurs non
liés a I'état hédonique. Ainsi, la consommation de saccharose peut étre perturbée par des
facteurs de stress subtils qui se produisent lors de l'essai de saccharose et par les effets
prolongés de procédures de stress aigué appliquées (Pucilowski et al., 1993), de la nourriture
et de privation d’eau (Forbes et al., 1996; Reid et al., 1997). Nos résultats montrent que les
animaux soumis a un stress physiologique et biologique marquent une diminution de la
consommation des solutions sucrées agréables, alors que I’extrait d’algue fait une réparation
peu importante chez les femelles des lots traités. Ce comportement est connu sous le terme

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

D’importantes différences liées au sexe ont été régulicrement signalées parce que son
incidence sur la prévalence et le risque de morbidité est deux fois plus élevé chez les rates.
Les symptdomes 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).

Le test comportemental de la nage forcée (FST) est fréquemment utilisé pour
I’évaluation de la dépression et ’efficacité des antidépresseurs potentiels chez les rats.
L’immersion dans l’eau des rats pendant une période de temps prolongée produit un

comportement caractéristique de I’immobilité (Lucki, 1997). Les rats montrent des
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comportements actifs, c'est-a-dire nage et escalade, aussi bien que le comportement passif,
c'est-a-dire I’immobilité. Les molécules qui diminuent la durée d'immobilité dans la FST sont
considérées comme étant des antidépresseurs efficaces (Porsolt et al., 1977). Cependant, un
grand nombre d'études a porté sur l'association entre la dépression et I'inflammation (Dantzer
et al., 2008; Whooley et al., 2007). L'interprétation classique est que I'animal a perdu tout
espoir d'échapper a la situation, donc I'immobilité est considérée comme un signe de
désespoir. La majorité des antidépresseurs retardent la période d'immobilisation et/ou
réduisent le temps total d'immobilité (Schweizer et al., 2009).

Nous avons enregistré dans cette expérimentation que le CMS provoque une
augmentation du temps d’immobilité chez les males, comparativement au stress provoque par
la ligature du nerf sciatique. Ceci montre que le CMS induit un large spectre de changements
de comportement qui pourraient étre considérés comme des symptémes de la dépression
(Schweizer et al., 2009), ce qui est en accord avec nos résultats.

Chez les femelles nos résultats indiquent que I’effet du stress et le méme chez le lot
CMS que chez le lot ligaturé. Le stress neuropathique provoque une élévation du temps de
nage et une déplétion du temps d’escalade chez les deux sexes. Cela implique que la voie
noradrénergique est sollicitée. Contrairement, le CMS stimule une augmentation du temps
d’escalade qui montre que la voie sérotoninergique est sollicitée. Théoriquement au cours de
la FST, les antidépresseurs produisant une élévation noradrénergique ou dopaminergique
prédominante, réduisent lI'immobilité par l'augmentation du temps d'escalade et ceux qui
produisent une €élévation sérotoninergique réduisent le temps d'immobilité en augmentant le
temps de nage (Funkiewiez et al., 2004 ; Fujigaki et al., 2006).

Puisque le test des champs ouverts n'est pas sensible aux composés normalement
efficaces dans le traitement de certains troubles de I'anxiété, certains auteurs soutiennent que
ce test serait seulement efficace pour mesurer l'anxiété normale exprimée chez des individus
confrontés a une situation stressante, et non pour mesurer les qualités pathologiques de
I'anxiété (Prut et Belzung, 2003). Nos résultats obtenus chez les deux sexes indiquent que le
temps passé au centre et la distance parcourue sont plus bas chez les rats ligaturés par rapport
aux rats soumis au CMS, donc le degré d’anxiété est plus élevé chez le lot L par rapport au lot
CMS. En plus, ces résultats sont plus bas comparativement au lot Témoin.

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
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que dans le centre (Elizalde et al., 2008). A partir des résultats et études précédentes sur le
stress, nous pouvons confirmer que le stress cause une dépression caractérisée par une anxieté
accrue associée a une diminution de la locomotion (Gomes et al., 2009)

Dans le test du labyrinthe en croix surélevée, les rats ont peur des hauteurs et prennent
naturellement refuge dans les bras fermés du dispositif qui fournissent une plus grande
sécurité. Les animaux moins anxieux circulent plus librement dans les bras ouverts du
dispositif (Elizalde et al., 2008).

Le test du labyrinthe en croix surélevée a montré chez les males une augmentation du
niveau d'anxiété quand ils sont soumis a un stress biologique (L) par rapport aux rats stresses
par le CMS, qui s’exprime par une diminution du temps passé dans les bras ouverts. En outre,
chez les femelles, le degré de stress est le méme. Ceci signifie que le degré de stress est
différent selon le sexe.

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

Depuis plus de 40 ans, la recherche sur la pathogenese de la dépression et le
développement de médicaments efficaces a ét¢ dominée par I’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), noradrénaline et dopamine) soient impliqués de facon 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).

L’état d’inflammation lié a la dépression, ne se limite pas aux altérations de la BHE,
mais il est également trouvé dans le cerveau ou l'expression des cytokines est différente par
rapport a celle des tissus périphériques (You et al., 2011). Le stress induit des réponses

inflammatoires dans diverses régions du cerveau en produisant des cytokines pro-
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inflammatoires comme TNF-a, IL-6 et IL-1 (Bian et al,. 2012 ; Zunszain et al., 2011). Cette
production est associée a une diminution des BDNF (facteurs de différenciation des neurones)
et de la neurogenése (Miller, 2010). Les cytokines sont exprimées de facon constitutive dans
le SNC, agissant en tant que modulateurs des fonctions de neurones et la survie neuronale, et
dans le cas du stress chronique, elles deviennent néfastes (You et al., 2011). De nombreuses
études montrent que le stress accélére l'apoptose des cellules neuronales et cause des
modifications de la structure et la fonction de I'hippocampe chez les rongeurs. L’hippocampe
est la cible commune de nombreux antidépresseurs (Zunszain et al., 2011). Le CMS diminue
la neurogenése hippocampique des adultes (Dagyte et al., 2011). Il a été démontré que le
stress oxydatif in vivo provoque une altération de I'hippocampe, induisant un comportement
d’anxiété et une diminution de l'activité locomotrice chez la souris (Skurlova et al., 2011).

D’une fagon générale, le stress chronique entrainerait surtout un dysfonctionnement du
cortex préfrontal. D’autres auteurs évoquent surtout 1’importance d’une altération
fonctionnelle de I’hippocampe pour expliquer les troubles de mémoire résultant du stress
(Wolman, 2010).

La nage forcée, test de l’efficacité des antidépresseurs, représente une situation
stressante aversive, dont le rat ne peut s’échapper, et produit I’immobilité, c'est-a-dire, un
désespoir comportemental (Borsini et Meli, 1988).

Dans notre étude, le traitement par 1’extrait d’algue a fait diminuer le temps
d’immobilité chez les lots CMS+M ; L+M; et M par rapport au lot T, ce qui montre
I’efficacité des effets réparateurs de 1’extrait d’algue chez les males et les femelles. Au cours
de ce test, les antidépresseurs, produisant une élévation noradrénergique ou dopaminergique
prédominante, réduisent l'immobilité par l'augmentation du temps d'escalade (Lopez et
Lucki, 2000 ; Kawaura et al ., 2010).

Le traitement par I’extrait d’algue comme antidépresseur est bien observé au niveau du
test de ’EPM chez le lot soumis a un stress psychologique et traité (CMS+M) par
I’augmentation du temps passé dans les bras ouverts chez les femelles. On peut constater que
’effet réparateur apparait avec le stress CMS et chez les femelles seulement.

Concernant le test des champs ouverts, 1’extrait d’algue ne fait aucune réparation
comme antidepresseur chez les deux sexes.

Le pouvoir antioxydant et les propriétés de capture des radicaux libres de 1’extrait
d’algue Peyssonnelia sp avaient déja fait ’objet d’étude. Les résultats obtenus avec les
différentes conditions utilisées dans nos travaux ont permis de constater que I’extrait d’algue

permet de réparer 1’état anxiogéne qui résulte du CMS et de la ligature dans quelques

83

N



Discussion

parameétres des tests comportementaux. L'effet bénéfique du traitement a I’extrait d’algue est

particulierement marqué dans le test de la nage forcée chez les deux sexes.
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CONCLUSION

Le stress oxydatif référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle la génération d’oxydants accable le systéme de défense antioxydant. En raison
de la toxicité des antioxydants synthétiques, le recours a des phyto-nutriments doués
d’activités antioxydantes s’avére trés avantageux et d’actualité. Les algues sont parmi les
vegetaux fortement utilisés de nos jours en médecine a travers le monde.

Notre étude comporte une investigation expérimentale afin de savoir si les effets
provoqués par I’antigéne choisi pour induire une hypersensibilité retardée, la ligature du nerf
sciatique et le Chronic Mild Stress (CMS) sont semblables au niveau du systéeme nerveux
central et au niveau périphérique. L’exposition au CMS et la ligature de nerf sciatique ont
causé une dépression comportementale révélée par les tests comportementaux, accompagnée
d’une congestion au niveau des organes, un changement du poids corporel et une diminution
de l’activité locomotrice. Cette expérimentation englobe aussi 1’exploration de 1’effet
réparateur d’un extrait d’algue Peyssonnelia sp qui agit sur les parameétres relatifs a 1’anxiété,
la dépression et la fonction locomotrice.

Nos résultats ont mis a jour les constatations suivantes :

e [L’exposition des rats au CMS et la ligature de nerf sciatique ont les mémes effets,
c'est-a-dire la réduction de I’activité locomotrice et 1’augmentation de 1’état anxieux suite a
une situation dépressionogene chez les rats, ainsi que la dépression et I’immobilité.

e [’administration de I’extrait d’algue permet de réparer I’état anxiogéne dans certains
parametres des tests comportementaux (FST, OP, EPM). Particuliérement, 1’effet bénéfique
est marqué dans le test de la nage forcée chez les deux sexes, confirmé par la réalisation des
coupes histologiques des organes prélevés, ainsi que par le test de la préférence sucrée et la
formule de numération sanguine (FNS), ce qui se traduit au moins par la facilitation des
défenses antioxydantes (capacité de détruire les radicaux libres).

Dans ce contexte, il serait intéressant a court terme, de prendre en compte les perspectives
suivantes :

e Tester I’effet des polyphénols en appliquant des doses différentes.

e Evaluer le degré d’anxiété en utilisant d’autres tests de comportement.

e Augmenter I’effectif des rats.

e Etudier les périodes de toxicité des algues marines.

e Laséparation des polyphénols pour tester par un seul type de polyphénol.
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Conclusion

Evaluer la réparation en utilisant les tests biochimiques et le dosage hormonal, le
dosage de la testostérone et 1’oestradiol par la méthode ECLIA ou ELISA.

Réaliser les tests de peroxydation des lipides, les protéines, 1’intégrité des membranes
des cellules dans les tissus.

Tester I’activité des enzymes antioxyadants (catalase, ....).
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