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Introduction

Introduction :

Chez I’homme, les facteurs génétiques et environnementaux influent sur la
susceptibilitt & de nombreuses maladies, comme des maladies cardio-vasculaires, le
diabéte de type Il (Russak et Schwartz, 1997) .Notamment, des perturbations
relationnelles importantes entre la mere et le nouveau-né (longue séparation non compensé
deés les premiers jours de la vie, manque de soins, affect négatif de la mére .....) jouent un
role important pour le développement harmonieux et 1’équilibre ultérieur de cet individu.
Des perturbations de ces relations peuvent fragiliser I’individu et entrainer des maladies
graves, telles que des psychoses, des troubles comportementaux, se traduisant par des
maladies anxieuses, des syndromes dépressifs, des conduites addictives (Spitz, 1946;
Holmes, 1987; Bifulco et al., 1992).

Le stress touche aussi le monde animal et représente un probléme éthique et
économique chez les animaux d’élevage. Une problématique importante en élevage est
celle du bien-étre animal. De nombreux concepts peuvent définir le bien-étre, mais il se
référe principalement a 1’état psychologique subjectif d’un animal en relation avec son

environnement interne et externe (Fraser, 1999; Rushen, 2003).

De plus en plus, des modéles expérimentaux animaux se développent afin de
connaitre les perturbations neurobiologiques qui sous-tendent une vulnérabilité a ces

troubles.

La modélisation chez 1’animal reste cependant relative. Nous n’avons pas la
prétention de reproduire la maladie humaine ; nous avons simplement acces a certains
symptdmes. C’est ainsi que, chez ’animal comme chez I’homme, 1’exposition périnatale,
c’est-a-dire pré-ou post-natale, a un environnement stressant peut créer une fragilisation a
long terme et favoriser I’émergence de troubles du comportement (Spitz, 1946 ; Bifulco et
al., 1992).

C’est I’'importance fondamentale, dans toutes les especes, des liens entre la mére et
le nouveau-né dans le développement harmonieux de ce dernier qui sous-tend la pertinence
des modéles animaux de séparation mére/nouveau-né qui sont actuellement développés.
Cette séparation constitue un stress précoce qui, parce qu’il survient pendant une période

de développement neuronal intense, est susceptible d’engendrer un fonctionnement
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cérébral anormal de facon durable. Ces modeles sont donc étudiés pour tenter de
décrire les conséquences neurobiologiques et comportementales néfastes de ce stress
précoce sur le développement des petits. La psrivation maternelle altere a la fois le
comportement et les systemes de neurotransmission, dans de nombreuses espece (Hall,
1998 ; Ansiman et al., 1998).

Il existe plusieurs modeles de séparation mére/nouveau-né chez le rat. différent
essentiellement par le temps de separation (quinze minutes, trois heures, six heures, vingt-
quatre heures), et 1’age des petits au moment de cette séparation (du deuxieme au vingt-s
et-uniéme jour de vie). Les modifications induites sont différentes selon le protocole de
séparation utilisé (Hall, 1998).

Une courte séparation maternelle de 15 minutes par jour pendant 22 jours entraine
une protection des déficits liés a 1’age (Meaney et al., 1989 ; Vallee et al., 1999) une

diminution de I’anxiété, et une augmentation du rétrocontrdle négatif de I’axe HHS

(Levine et al.,1967 ;Meaney et al.,1989).

En revanche, des durées de séparation plus longues(supérieures ou égales a trois
heures) augmentent [D’activit¢ de I’axe HHS en réponce au stress(Meaney et
al.,1989 ;Ogawa et al., 1994 ; Ladd et al., 1996 ;Huot et al.,2001).

Dans ce travail, nous nous proposons d’étudier les effets du stress de séparation
meére/nouveau-né sur les paramétres biochimiques du sang et 1’évaluation du poids chez lez

ratons.
Pour cela, les objectifs suivants ont été fixeés :

-Etude des parametres biochimiques du sang par le dosage du glucose, de cholestérol et des

triglycérides.

-Evaluation du poids corporel(g) chez les ratons.







Matériel et méthode

Matériel et méthode :

1-Elevage :

1-1-modeéle expérimentale :

Pour la réalisation de notre travail nous avons utilisés des rattes blanches méres
avec leur nouveau-né males et femelles (Rattus rattus) de la souche Wistar, provenant de

P’université de Constantine.

1-2- Alimentation :

Les animaux sont élevés dans des cages de polyéthylene facile a nettoyer. Celles-ci
sont tapissées d’une litiére constitués de copeaux de bois et changée tous les 2 jours. En
raison de I’extréme susceptibilité de I’animal a toutes sortes d’agression nous avons attaché
la plus grande importance a I’environnement et aux conditions de manipulation
journaliéres. Elles ont été réalisés par les mémes expérimentateurs pour minimisées 1’état
de stress (Ader et Fridman, 1964).

L’aliment se présente sous forme de pellettes et il est constitué de mais et de
tourteau de soja, quant a I’eau de boisson elle est présenté dans des biberons. La nourriture

et I’eau sont fournies, ceci permet de répondre aux besoins de 1’animal.

2-protocole de séparation :

Il existe plusieurs modeles de séparation mere/nouveau-né chez le rat. lls different
essentiellement par le temps de séparation (cing minutes, trente minutes et une heure).Les
modifications induites sont différentes selon le protocole de séparation utilise (Hall,
1998).

Quatre femelles gestantes ont été hebergees individuellement. Le jour de la
naissance des petits a été nommé JO. Le protocole de séparation maternelle a commencé

deés j3 jusqu’aux-le j14.
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A J3, on a effectué des lots de 6 a 10 rats (males et femelles), et répartis en quatre
groupes expérimentaux : le lot T (témoin) : aucun traitement, le lot 5m : séparation de 5

minutes, le lot 30m : séparation de 30 minutes, le lot 1h: séparation d’une heure.

Pour notre objectif, on a choisi au moment de décapitation 6 ratons (3males et 3
femelles) dans chaque lot. Au moment de décapitation les nouveau-nés ont pesé entre 16-
21¢.

3-Prélévement sanguin :

Le prélévement du sang se fait aprés décapitation de 1’animal. Le sang recueilli dans

des tubes héparines, puis centrifugé (3600 tour /min pendent 15 min), plasma obtenu est

utilisé pour le dosage du glucose, cholestérol et triglycérides (Figurel).

Figure 1 : Décapitation et prélévement sanguin

4-Dosage biochimique :

4- 1-Dosage du glucose par la méthode enzymatique :

e Principe :

Le glucose est oxydeé, suite a I’action du glucose oxydase, en gluconic acide et en
peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogene résultant, est détecté par réaction avec

phenol-aminophénazone en présence de peroxydase (Barham et Trinder, 1972).
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Glucose oxydase

Glucose+02+H20

Peroxydase
H202+Phénol+4-Amino-antipyrine
e Mode opératoire :
Longueur d’onde :................ 505nm (492-550)
Température :..................... 37°C (20-25°C)
CUVE f lem d’épaisseur.

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

Acide gluconique+H202

Quinone+4H20

Blanc Standard Echantillon
Standard L 10 pl _
Echantillon e L 10 ul
Réactif de travail 1ml 1ml 1ml

On m’¢élonge, lire la densité optique apres une incubation de 10minutes a 37°C ou 30

min a 20-25°C, la coloration est stable 30 minutes. (Figure2)
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Figure 2 : Les étapes du dosage du glucose

e Calcule de la concentration :

D.O Echantion

Glucose= = a

mg /dI n= 100
g/l n=1
mmol/ n=5, 56

4-2- Dosage du cholestérol:

e Principe:

Le cholestérol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indication
Quinonéimine est formée a partir du peroxyde d’hydrogene et de I’amino 4 antipyrines en
présence de phénol et de Peroxydase (Trinder, 1969).

Détermination enzymatique selon les réactions suivantes :

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H20 = Cholestérol + Acides gras
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Cholesterol oxydase

Cholesterol + 02 Cholesténe-4-one-3+H202

Peroxydase

H202+Phénol+Amino-4-antipyrine Quinonéimine rose

e Mode opératoire :

Longueurd’onde :..................... 505nm (500-550)
Température @............ccooeevinen.. 37°C
CUVE Icm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif.

Blanc Standard Echantillon
Standard L 10 ul L
Echantillon L L 10 ul
Reactif de travail Iml 1ml iml

Mélanger, lire les densités optiques aprés une incubation de 5 min a 37°C.

coloration est stable 30 minutes.

e Calcule de la concentration :

D.0.Echantillon

Cholestérol =
D.0.Standard

mg /dl : n= 200

g/l: n=2

La
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mmol /1 ; n=5,17

4-3Dosage des triglycérides :

e Principe :
Les triglycérides sont determinés selon les réactions suivantes : (Fossati, 1982).
Lipoprotéine lipase
Triglycéride Glycérol + Acides gras
Glycérokinase, Mg++
Glycérol + ATP Glycérol -3-P +ADP

Glycérol -3- Phosphate oxydase

Glycérol -3- Phosphate + O2 H202 + Dihydroxyacétone-P
Péroxydase
H202 + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phéenol Quinone rose + H20

e Mode opératoire :

Longueurd’onde :.................coeeea. 505nm (490-550)
Tempeérature:..........oovvvevviniennnn.. 37°C
CUVE: . e lcm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.
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Blanc Standard Echantillon
Standard L 10 ul L
Echantillon L L 10 ul
Reactif de travail Iml 1ml iml

Mélanger, lire les densités optiques aprés une incubation de 5 min a 37°C.La

coloration est stable 30 minutes.

e Calcule de la concentration :

D.0 Echntillon

Triglycerides= 0 Stomdurd
mg /dI: n=200
g/l n=2
mmol /I: n=2.28

5-Test statistique:

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard. L’analyse

statistique des données grace a la variance a un critére, les résultats obtenus exprimer par

un autre analyse Dunnett (un test qui comparer les moyenne testés chaqu’un par rapport au

témoin).
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RESULTATS

1-Variation de la concentration du glucose plasmatique en (g/l) chez le lot témoin et

les lots traités :

Les animaux males séparés (5m, 30m, 1h) montrent une augmentation tres

hautement significative (f=374.96 ; p<0.001) de la concentration du glucose.

L’analyse de Dunett exprime que le lot 5m ne montre pas une différence

significative par apport a celui de témoin.

D’autre part les femelles séparées (5m, 30m et 1h) montrent une augmentation tres

hautement significative (f=206.13 ; p<0.001) par apport au témoin. (Tableau 1, figure 4).

Tableau 3 : Variation de la concentration du glucose plasmatique chez le lot témoin et les

lots stresses par séparation (mzs, n=3).

Lots T 5m 30m 1h
Concentration | Méle 091 % 0,051 | (9g3+0030""° | 1.500+002 " | 1,613%0,005 "
du glucose
(mzs,g/l)

Femelle | 0,80 + 0,045 1,18 + 0,020 ™" | 1,20 + 0,010 ©" | 1,303 +0,015
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2-Variation de la concentration du cholestérol plasmatique en (g/l) chez le lot témoin

et les lots traités :

Les ratons males séparés (5m, 30m, 1h) montrent une augmentation trés hautement
significative (f=196.08 ; p<0.001) de la concentration du cholestérol.

Par contre I’analyse de Dunett montre que le lot 5m n’induit pas une différence

significative par apport a celui du témoin.

Pour les femelles, les résultats obtenus montrent une élévation trés hautement

significative (f=23.16 ; p=<0.001) chez le lot 30m par apport au témoin.

Chez les lots (5m et 1h) n’expriment pas une différence significative par apport a

celui du témoin. (Tableau 2, figureb).

Tableau 4: Variation de la concentration du cholestérol plasmique chez le lot témoin et les

lots stressés par séparation (mzs, n=3).

Lots T 5m 30m 1lh

+

Concentration | Male 1,816 £0,086 | 1,876+0,068"° | 2,606 + 0,104 | 3,050 + 0,04 "
du cholestérol

(mzs,g/l)

+

Femelle | 181 + 0045 | 1733+015 " | 2243 £ 0056 | 175+0,04"°
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3-Variation de la concentration des triglycérides plasmatiques en (g/l) chez le lot

témoin et les lots traités :

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative chez le lot 1h

(f=23.08 ; p<0.001) de la concentration des triglycérides pour les males.

Chez les lots (5m, 1h) on n’observe pas une différence significative par apport au

témoin par I’analyse de Dunett.

D’autre part les femelles séparées (5m, 1h) montrent une diminution trés hautement
significative (f=49.16, p<0.001) de la concentration des triglycérides par apport a celui du

témoin.

Par contre le lot 30m n’exprime pas une différence significative par apport au

témoin. (Tableau3, figure6).

Tableau 5 : Variation de la concentration des triglycérides plasmiques chez lot témoin et

les lots stressés par séparation (mzs, n=3).

Lots T 5m 30m 1lh

Concentration | Male 1,383+0,104 1,173+0,280"° | 1,723+0,035"° | 2,13+0,028""
des

triglycérides
(mzs,g/l) Femelle | 1,523 0,058 1,18 +0,072 1,436 +0,01"° | 0,723 +0,150
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4-Variation des taux du poids corporel chez le lot témoin et les lots traités :

Les ratons males et femelles (30m, 1h) montrent une diminution tres hautement

significative(male : f=155.00 ; p<0.001, femelle : f=49.11 ; p<0.001) par apport au témoin.

Par contre I’analyse de Dunett chez les ratons méles et femelles montre que le lot
5m n’induit pas une différence significative par apport a celui du témoin. (Tableau 4,

figure?).
Tableau 6 : Variation des taux du poids corporel chez le lot témoin et les lots stressés par

séparation (mzs, n=3).

Lots T 5m 30m 1lh

Male 20,66 + 0,577 1966 + 0577™° | 15,33 + 0,577 | 11,66 +0,577

+

Taux du

poids
corporel Femelle | 19,66 0,577 19 + 1,00 ™ | 16,66 + 0,577 13, 33+0,577
(mzs)
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Figure 3: Concentration du glucose plasmatique chez le lot témoin et les lots stresses.
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Figure 4: Concentration du cholestérol plasmatique chez le lot témoin et les lots

stressés par séparation (mzs, n= 3).
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Discussion :

Le stress survient lorsqu’il y a déséquilibre entre la perception de la personne des
contraintes que lui imposent son environnement et la perception de ses propres ressources
pour y faire face.

Le stress est une réaction de 1’organisme pour se défendre contre les agressions.
Afin d’augmenter la capacité a se confronter a une situation stressante, I’organisme doit
modifier la fonction physiologique de tous les organes qui concernent sa défense en
mobilisant un niveau maximum de 1’énergie pour garantir la capacité maximum a lutter ou
fuir (Berthou, 2007).

Les causes du stress sont variables, mais elles menent toutes a un sentiment
d’insécurité, de peur. La réaction du cerveau est de préparer le corps & une situation
critique pour faire face aux dangers. (Calender, 2010).

En effet, le cortisol est responsable d'une augmentation de la dégradation des
protéines: pour produire des substrats énergétiques, I'organisme ne puise plus seulement
dans ses réserves, il attaque ses propres structures. Par ailleurs, cette production de
composants énergétiques se traduit par une augmentation du glucose, des triglycérides et
du cholesterol sanguin.

Tout traumatisme physique ou émotionnel (douleur, épuisement, accouchement,
anxiété, chagrin, choc...etc.) déclenche dans la médullosurrénale une sécrétion d’adrénaline
levant la glycémie pour procurer a 1’organisme le supplément d’énergie exigé par la
situation. Mais, lorsqu’un individu subit un stress continuel, les surrénales, sollicitées en
permanence, finissent par s’épuiser. Le manque d’adrénaline entraine alors "

I"hypoglycémie fonctionnelle " (Zudaire et al., 2003).

La majorité des hypoglycémies sont les hypoglycémies dites " fonctionnelles ™ ou

encore " réactionnelles ", parce-que leurs symptdmes se manifestent en réaction a la
consommation de nourriture. Dans certains cas, il s’agirait d’erreurs congénitales du
métabolisme, mais la prédisposition a I’hypoglycémie fonctionnelle est largement

actualisée par le stress et/ou le régime alimentaire.
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Le stress entraine une augmentation du glucose plasmatique grace a une augmentation
de la néoglucogenése et de la glycogénolyse par la libération périphérique d’adrénaline
(Nonogaki , 2000) et de glucocorticoides (Sapolsky et al., 2000).

Agression

v
Hvpothalamus

\ 4
Hyvpophvse

Les Surrénales

7N

C om’cisurrérza;’es Medu ;’f’cfw'rénaie
Cortisol Adrénaline
- Adela glvcémie. -/2 la contractilité cardiaque
- #LDL . HDL (Cholestérol). - durvthme respiratoire
(fournissant + d'O2).
- A des secrétions gastriques. - Vasoconstriction.
- ¢ deL'immunité. - Hvpertonie musculaire

Figure 7: la physiologie au stress au niveau de I’axe Hypothalamo-hypophyso-

Surrénalien (Calender, 2010).




Discussion

Par contre, des autre travaux montrent que le stress stimule la GHRH de
I’hypothalamus qui provoque la sécrétion de L’hGH (Human Growth hormone) ou
hormone de croissance ou somatotrophine, ce dernier agit sur le foie, en favorisant le
catabolisme des triglycérides et la glycogénolyse, nécessaire pour apporter de « I’énergie »

a I’organisme. (Marchand et Letarte, 2004).

GHRH hGH Catabolisme des

|Hypothalamus|—> Hypophyse|— -—> triglycérides et
glycogénolyse

Figure 8 : Action de I’hypophyse sur le foie (Marchand et Letarte, 2004).

Nous avons vu précédemment que lors de I’application d’un stresseur, la réponse
adaptative engendrait une redirection de I’énergie vers les tissus impliqués dans la réponse
de stress mais également une inhibition des dépenses énergétiques nécessaires a d’autres

fonctions comme par exemple se nourrir (Kyrou et Tsigos, 2009).

La diminution de la prise alimentaire induite par un stress répété (3 jours) engendre
une diminution du gain de poids (Legendre et Harris, 2006).
certaines études mettent en évidence une diminution plus faible du poids suite a un stress

répété ou chronique (Pecoraro et al., 2004., Teegarden et Bale, 2008).
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Conclusion et perspectives

Les effets du stress sur les capacités adaptatives chez le rat nous pouvons avancer
un certains nombres de pistes qui restent a explorer. Le stress de séparation installe d’une
maniere assez convaincante une anxiété et une dépression qui a leurs tours interférent avec

I’ensemble des fonctions cognitives et immunitaires.

Dans ce contexte, les résultats obtenus montré que le stresse de séparation chez les
ratons Wistar induit une perturbation sur les parameétres biochimique (glucose, cholestérol

et triglycérides) et une diminution du poids corporel.

La réalisation de ce mini projet et a partir de ces résultats il serait intéressent de fixe

ces point comme perspectives :

e [’¢largissement de la gamme des especes étudié€s afin d’approfondir les résultats
et pour arriver a comprendre bien les interactions entre les especes.
e Etude sur I’effet de stress de séparation sur le comportement du nouveau-né.

e prolonger la durée de séparation (plus de 1 heure).
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RESUME :

Chez I’homme, les facteurs génétiques et environnementaux
influent sur la susceptibilitt a de nombreuses maladies. En
particulier, la qualité des relations entre un enfant et sa mere joue un
role important pour le développement harmonieux et 1’équilibre
ultérieur de cet individu. Des perturbations de ces relations peuvent
conduire notamment a des désordres psychiatriques graves. De plus
en plus, des modeles expérimentaux animaux se développent afin de
connaitre les perturbations neurobiologiques qui sous-tendent une
vulnérabilité a ces troubles. La modélisation chez I’animal reste

cependant relative.

Le travail présenté dans cette these a été realisé sur un modele
de séparation mere/nouveau-né chez les ratons. Les ratons sont
sépares de leur mere et isolés de leurs congéneres quotidiennement
pendant 5 min, 30min et une heure de leur troisieme a leur
quatorzieme jour de vie. Il s’agissait cette fois d’¢tudier les effets du
stress de séparation meére/nouveau-né sur les parameétres
biochimiques du sang et 1’évaluation du poids corporel de rats a
I’age juvénile. Les résultats obtenus seront discutés, compares a

ceux de la littérature.

MOTS CLES: stress de séparation, glucose, cholestérol, les

triglycérides, poids corporel, raton.



SUMMARY

In humans, genetic and environmental factors influence
susceptibility to many diseases. In particular, the quality of
relationships between a child and his mother plays a key role in the
harmonious development and the subsequent balance of this
individual. The animal experimental designs are developed to
determine the neurobiological disturbances underlying vulnerability

to these disorders. The modeling in animals remains relative.

The work presented in this thesis has been carried out on
modal of mother/newborn pups separation.Pups are separated from
their congeners daily for 5min, 30min and one hour of their third
fourteenth day of their life.This time, it was to study the effects of
stress separation of mother/newborn on blood biochemical
parameters and evaluation of body weight of rats in juvenile
age.The results will be discussed, comparated with those of the

literature.

Key words:separation stress, glucose, cholesterol, triglycerides,

weight body, goung rat.
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