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Introduction

L’obésité n'a cessé ces derniéres années de mobiliser le secteur médico-social et
devenu un véritable fléau de plus en plus préoccupant. Elle est devenue aujourdhui une
importante question de santé publique. L'obésité se définit par I'organisation mondiale de la
santé comme I'une des principales épidémies non infectieuses du XXle siécle et qui est liée a
des interactions complexes entre des facteurs biologiques et des déterminants comportementaux

et environnementaux (Crispino et Valentino, 2016 ; Pozza et Isidori, 2018).

L’ Algérie n'est pas épargnée par ce fléau, c’est le pays qui compte le plus d’obéses au
Maghreb, selon les statistiques sanitaires mondiales en 2016, 53% des femmes obéses contre
36% d'hommes obéses (OMS., 2017) au total, ils sont plus de 6 millions d’algériens en
surcharge pondérale (FAO, 2013).

Ce désordre métabolique est associé a une accumulation de la masse grasse résultant d’un
déséquilibre entre la quantité d’énergie ingérée et celle dépensée pendant une période prolongée
(Hill et al., 2012). Géneralement, les complications associées a l'obésité sont causées par le
stress oxydatif (Heather et al., 2007 ; Rani et al., 2016 ; Furukawa et al., 2017), qui joue un role
important dans le développement des certaines maladies cardiovasculaires et d’autres maladies
dégénératives (Marseglia et al., 2015) suite a la diminution de défense enzymatique

antioxydante et I'élévation de la peroxydation lipidique ou a I'oxydation des protéines.

En outre, la peroxydation lipidique est corrélée positivement a I'indice d'adiposité et aux
défenses antioxydantes basses. En effet, il est désormais admis que de nombreux systemes et
organes sont affectés négativement par I'augmentation du stress oxydatif qui est responsable de
nombreuses complications touchant le systeme nerveux central ayant un impact direct sur la
structure et le fonctionnement du cerveau. Parmi ces pathologies, nous citons les maladies
neurodégenératives (Mazon et al., 2017 ; Alford et al., 2018 ), liées a un dysfonctionnement
métabolique au sein du tissu nerveux qui subit des modifications anatomiques pouvant étre
associées a des troubles cognitifs et comportementaux tels la dépression (Opel et al., 2015 ;
Hidese et al., 2018).

L’obésité induite par la consommation d’un régime hypercalorique et hyperlipidique
provoque des modifications corporelles, métaboliques et cardiovasculaires (Nascimento et al.,
2008; Bruder-Nascimento et al., 2013). Chez le rat, I’excés de masse grasse viscérale induit un

état inflammatoire qui s’ajoute a une augmentation du stress oxydant et qui s’accompagne
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d’altérations biochimiques notamment du métabolisme glucidique et lipidique (Bruder-

Nascimento et al., 2013, Auberval et al., 2014).

De plus, il existe maintenant de multiples preuves d’une relation bidirectionnelle entre la
dépression et I’augmentation de 1'adiposité qui semblent étroitement liés. La prévalence de la
dépression et I'obésité représentent des facteurs de risque importants pour de multiples

complications médicales.

Actuellement, les antidépresseurs sont le seul traitement efficace utilisé pour traiter les
désordres dépressifs, plus précisément les inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine
(ISRS) qui ont des effets moins génants que les autres antidépresseurs. Récemment, I'effet
protecteur de certains (ISRS) comme la fluoxétine contre le stress oxydant a été clairement
démontré (Spina et Leon, 2014 ; Abbaszadeh et al., 2018), ainsi que sa contribution dans la
réduction de lI'apoptose cellulaire par son action restrictive sur la surproduction des radicaux
libres (Caiaffo et al., 2016).

Ce travail a pour objectif d’évaluer chez des rats rendus obeses par le régime cafeteria :
1. les effets bénéfiques de la fluoxétine sur le désordre du métabolisme lipidique suite a
I’induction de 1’obésité.

2. le comportement dépressif qui pourrait en résulter par le stress oxydatif aux niveaux

des structures cérébrales impliquées dans la physiopathologie dépressive.
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Chapitre 1 L’obésité et le surpoids

1. L’obésité
1.1.Définition

L'organisation mondiale de la santé (OMS) définit 1’obésité comme une accumulation
anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la santé. Elle est

caractérisée par un taux ¢levé de graisse dans 1’organisme.

Pour évaluer 1’obésité et son impact, nous utilisons comme référence 1’indice de la masse
corporelle (IMC), qui permet d'estimer la quantité de masse grasse de I'organisme a partir du
poids et de la taille, et d’évaluer le risque de maladies liées a un exces ou a une insuffisance de
poids, il formulé comme suit :

IMC = Poids (Kg)/ Taille? m)

La figure 1 montre la classification de 1'IMC chez 1‘adulte en fonction du risque de

morbidite.
poids (en kg) 300
IMC = ————
taille? (en m) 250
Maigreur <18,5
200 -
Normal 185-249 Tauxde
mortalité 150
Surpoids 25,0 - 29,9 (Pase 100)
100
Obésité modérée 30,0 —34.9 - .
50 - Risque Risque
leger moyen
Obésité sévere  350-139.9 5
Obesité massive = 40,0 = 20 25 30 % 40
Indice de masse corporelle (kg/m2)

Figure 1.Classification de I’'IMC chez I’adulte et ses risques associés (Wémeau et al., 2014).

La masse grasse, se répartit dans le corps de fagcon non homogéne et se localise

différemment selon le sexe :

-L’obésité gynoide : de préférence sur le bas du corps chez les femmes : fesses, hanches

et cuisses : Elle entraine des problemes articulaires ou des insuffisances veineuses.

-L’obésité androide : région abdominale chez les hommes, au niveau du haut du corps

(ventre, cou, poitrine) (Wémeau et al., 2014).
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1.2.1’obésité expérimentale

L’obésité pourrait étre induite chez 1’animal par un régime alimentaire hypercalorique et
hyperlipidique, provoguée par lésion de régions hypothalamiques contrélant le comportement
alimentaire ou d’origine génétique causée par des mutations spontanées dans des genes
cruciaux pour I’équilibre énergétique (les génes de la leptine).

Le tableau 1 représente les différents régimes alimentaires induisant des modéles animaux
d’obésite.

Tableau 1. Les régimes alimentaires qui induisent I'obésité chez les rongeurs.

-Régime hypercalorique et hyperlipidique (riche en
Régime cafétéria sucres et lipides)

(Bouanane et al., 2009) | -Aliments riches en énergie, avec un haut teneur de sel

et faible apport en fibre

-Régime hyperlipidigue
Régime High-fat . LSRR

-Enrichis en lipides saturés soit d’origine animale ou

Regimes (Buettner et al., 2006)
alimentaires EYRELR (B B0
-Régime alimentaire occidentale, régime
Régime Western hypercalorique
(Adechian, 2009) -Apport lipidique excessif (44% AGS)

-Apport du glucide simple élevé

Le tableau 2 illustre les différents types d’obésité d’origine génétique.

Tableau 2. Cing genes de l'obésité chez les rongeurs (Guerre-Millo, 2008).

Protéines Mutations Anomalie

Agouti Ay Avy Antagonistedu
récepteur MC4-R

Leptine Ob Absence de leptine
fonctionnelle
Récepteur de la leptine db, db3J, db, fa, Absence de signal
fak leptine
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Carboxypeptidase E Fat Défauts de maturation
peptidique
Tub tubby ?

2. Prévalence d’obésité et surpoids

L’obésité concerne aujourd’hui la quasi-totalité de la planéte, elle est considérée comme
le 5éme facteur de risque de déces au niveau mondial (International Obesity Task Force (IOTF),
2012), au moins 2,8 millions d’adultes meurent chaque année. L’IOTF a déclaré qu’environ 1,5

milliard d'adultes étaient en surpoids dont 500 millions en obésité.

La situation en matiére de surpoids et d’obésité en Algérie s’avére préoccupante. En
effet, selon un rapport rendu public récemment par 1’Organisation des Nations Unies pour
I’ Alimentation et I’ Agriculture (FAO, 2013), Au total, ils sont plus de 6 millions d’algériens en
surcharge pondérale (Chabane F Z, 2015).

Les statistiques de I’OMS révelent que parmi ces 6 millions d’obeses, 15,9% d’enfants et
17,5% d’adultes sont concernés par ce fléau dont 53% sont des femmes et 36% sont des
hommes.Une statistique élevée qui fait de I’Algérie le pays du Maghreb avec le plus grand
nombre de personnes obéses d’apres la FAO en 2013 (Chaabane F Z, 2015).

3. Causes et conséquences

Le défaut de stockage chez les obéses peut étre la cause de I'inflation adipeuse qui est due
a une incapacité a faire face & un exceés d'apport alimentaire et a une insuffisance des dépenses
énergétiques. Ce déséquilibre peut étre accentué par une augmentation des capacités de
stockage qui est sous le contrdle de quatre acteurs physiopathologiques : I'alimentation, les
dépenses énergétiques, le tissu adipeux, le dialogue entre les organes impliqués dans le contrdle
du bilan d'énergie. D’un extréme a l'autre, il existe des formes d'obésité purement biologiques,

généralement génétiques, et des formes purement comportementales (Benyoub, 2011).

L<hérédité jouerait un r6le important dans la prise de poids. Il a également été constaté
que si 1‘un des parents est obese le risque que leur enfant devienne obése a 1‘age adulte peut

atteindre 40% et méme 80% si les deux le sont (Smine, 2017).

Les facteurs environnementaux sont multiples : déséquilibre des rythmes alimentaires
(aliments industriels hyper-énergétiques, alimentation riche en lipides, grignotages), troubles

psychologiques (stress, manque de sommeil), déréglement hormonal (grossesse, ménopause),



Chapitre 1 L’obésité et le surpoids

microbiote intestinal (Ley, 2010), le vieillissement (diminution des dépenses énergétiques
totales alors que les apports restent souvent constants), prise de médicaments (neuroleptiques,

corticoides, pilule, tricycliques), arrét du tabac (Smine, 2017).

4. L’obésité et lipotoxicité

Les effets néfastes de I'obésité sur la santé ont été liés a I'hypertension, a la résistance a
I'insuline, a la dyslipidémie, au dysfonctionnement endothélial, a MCV..etc. (Mourmoura,
2013)

4.1.0bésité et maladies cardiovasculaires

L’obésité est une maladie chronique responsable d’une surmorbidité et d’une
surmortalité, elle est considérée comme un facteur de risque indépendant d’apparition de
pathologies cardiovasculaires : dysfonctionnement systolique et diastolique, a I'insuffisance
cardiaque, a la coronaropathie et a la fibrillation auriculaire...etc. (Benmohaammed K et al.,
2017). L’OMS estime d’ici a 2030, prés de 23,6 millions de personnes mourront d’une MCV.

4.2.0bésité et maladies neurodégénératives

L obésité est considérée comme un facteur de risques pour un certain nombre de maladies
neurodégénératives (Subba Rao et al., 2008). Ces derniers sont constituent un groupe de
pathologies liées a un dysfonctionnement métabolique au sein du tissu nerveux, conduisant a la

mort des neurones et a la destruction du systeme nerveux

4.2.1. Maladie d’Alzheimer
L'obésité accélére I'atrophie de certaines zones du cerveau chez le sujets gés (cortex
frontal, hippocampe et aires sous-corticales), aggrave les troubles cognitifs modérés et accéléere
la démence de type maladie d'Alzheimer (Didier et al., 2013). La MA est caractérisée par une

perte progressive de mémoire (Hong et al., 2016).

La plupart des scientifiques semblent convenir qu'il existe deux protéines dans le cerveau
qui sont fortement impliquées dans la physiopathologie de cette maladie. L'une est appelée le
béta-amyloide (AP) peptides, qui atteint un niveau anormal dans le cerveau et forme des plaques
qui se rassemblent entre les neurones et perturbent la fonction cellulaire. L'autre s'appelle tau.
Cela atteint aussi niveaux anormaux et forme des enchevétrements neurofibrillaires cellulaires

neurone qui bloquent le systeme de transport des neurones (Patterson, 2018).



Chapitre 1 L’obésité et le surpoids

4.2.2. Maladie de Parkinson
La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodegénérative progressive, la
deuxiéme maladie neurodégénérative le plus répandu apres la maladie d’Alzheimer, était a

I’origine décrit en 1817 par James Parkinson (Karin et al., 2011).

La MP est déclenchée par la réduction de la dopamine, un neurotransmetteur cerébral
impliqué dans le contréle de mouvement, causé par la perte progressive des neurones

dopaminergique dans la substance Nigra Parscompacta (SNPC) (EC, et al., 2012).
4.3.0bésité et maladies neurocomportementales

4.3.1. La dépression et I’anxiété
La dépression et les troubles anxieux sont des problémes courants de santé mentale qui
agissent sur notre capacité a travailler et sur notre productivité. Dans le monde, plus de 300
millions de personnes souffrent de dépression, la principale cause d’incapacité¢ (OMS, 2017).

Elle a été classée par I’ Association américaine de psychiatrie (Goetz, 2018).

La dépression et les troubles métaboliques, y compris le surpoids et I'obésité, semblent
étroitement liés, sont représentent des facteurs de risque importants pour de multiples
complications médicales. De plus, il existe maintenant de multiples preuves d’une relation
bidirectionnelle entre dépression et augmentation de l'adiposité, I'obésité étant associée a une
prévalence accrue de la dépression, et a son tour, la dépression augmente le risque de prise de

poids et d'obésité (Capuron, et al., 2017).

Les principaux symptomes de la dépression incluent le manque d’enthousiasme, la
tristesse, sentiments de culpabilité, la faible estime de soi, et dormir perturbé, tout de lequel
contribuer a pauvre en fonctionnement au quotidien la vie a travers anormal cognitif, émotif, et

physique comportement.

5. L’obésité et le stress oxydatif

Notre organisme produit de 1'énergie a partir des aliments et de 1’oxygene, molécule
indispensable a la vie. Cette derniére devient pathologique pour I'organisme lorsque elle génere
des composeés tres réactifs vis-a-vis de substrats biologiques, déenommeés especes réactives de
I'oxygéne (ERO) (Smine, 2017).
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Par definition le stress oxydatif est une situation ou la cellule ne contréle plus la présence
excessive d’especes réactives a I’oxygeéne (ERO), situation que les chercheurs impliquent dans

la plupart des maladies humaine. (Favier, 2013).

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de L'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2013).

L'obésité induite par un régime hyperlipidique induit un stress oxydant accru et une
capacité antioxydante diminuée. Ces derniéres années, plusieurs études indiquent que I'obésité
représente le désordre métabolique le plus important qui relie I'inflammation a la résistance a
I'insuline, aux maladies cardiovasculaires, au syndrome métabolique et au stress oxydatif
(Bonnefont-Rousselot, 2014 ; Feillet-Coudray et al., 2019).

Adiponecline‘
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Figure 2. Relation entre I'augmentation de stress oxydatif et les pathologies métaboliques

liées a I'obésité (Matsuda et shimomura, 2013).

6. La Fluoxétine

La fluoxétine est un médicament appartenant a la classe des medicaments appelés
inhibiteurs selectifs de recapture de la sérotonine (ISRS).Depuis son approbation par la FDA
(Food and Drug Administration) des Etats Unis le 29 décembre 1987, Cette substance est

apparue initialement dans la littérature scientifique sous le nom de Lilly 110140 et connu aussi
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Prozac™ comme nom commercial est devenu I'antidépresseur le plus prescrit pour traiter les

troubles depressifs, I'anxiéte.
La fluoxétine (N-methyl-3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl) phenoxy]propan-1-amine) est
sous forme d'un mélange racémique de deux énantiomeéres, la R-fluoxétine et la S-fluoxétine,

Ce dernier est la forme pharmacologique la plus active (Rebai, 2017).
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Figure 3. La structure chimique de fluoxétine (PubChem).

6.1.Métabolisme de la fluoxétine

La fluoxétine est presque completement absorbée, aprés I'administration orale d'une dose
unique de fluoxétine radioactive, environ 60% ont été récupérés dans l'urine de sujets sains sur
une période de 5 semaines, bien que 2,5% seulement soient restés inchangeés. Il a une longue
demi-vie d'environ 4 jours (Benfield, et al., 1986), mais sa disponibilité systémique est réduite
en raison du premier passage hépatique et sa concentration plasmatique maximale est
généralement atteinte 6 a 8 heures apres I'administration.

Le foie est le siege exclusif du métabolisme de la fluoxétine ou elle est convertie par
déméthylation en métabolite actif appelé norfluoxétine (déméthylfluoxétine), produit inhibant

la recapture du 5-HT.

L'élimination de la fluoxétine est de 4 a 6 jours et celle de la norfluoxétine est de 4 a 16
jours par voie rénale, sous forme d'un glucuronide conjugué ou des métabolites inactifs (Rebai,
2017).

6.2.Mécanisme d'action de la fluoxétine

Le mécanisme d'action de la FLX serait bien plus complexe, se fait par la stimulation de
la neurogénese hippocampique, qui représente une bonne partie de la réponse bénéfique au

traitement a la fluoxétine, car elle pourrait servir comme un indice de réparation des dommages

9
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neuronaux induits par la dépression (Sapolsky, 2001; Santarelli et al., 2003), et aussi par
l'augmentation des concentrations en neurotransmetteurs dans la fente synaptique, stimule la
production d'un facteur neurotrophique, le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) ce qui
représente un autre mode d'action des ISRS, induisant des effets neurogéniques telle que la
survie et la maturation neuronale (David, 2012).

La fluoxétine est un inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine (ISRS). Elle bloque
la recapture de la sérotonine au niveau de la pompe de recapture de la sérotonine de la
membrane neuronale, son l'effet permet d’accentuer le taux de sérotonine en bloguant sa
recapture par le transporteur de la sérotonine (SERT) au niveau des synapses, et renforcant ainsi
I'action de la sérotonine sur les autorécepteurs 5-HT1A.

6.3.Activité antioxydante de la fluoxétine

La fluoxétine posséde une activité antidépressive et anxiolytique avec propriétés
neuroprotectrices et anti-inflammatoires, issues de son pouvoir antioxydant qui contribue a son
action thérapeutique par amélioration du statut antioxydant au cours du stress oxydatif ou la
diminution de I'activité des enzymes antioxydantes et I'augmentation de la lipoperoxydation au
niveau du cerveau peuvent étre considérées comme un marqueur de I'état de dépression (Bilici
et al., 2001; Zafir et Banu, 2007).

En effet, un traitement chronique a la fluoxétine enregistré une augmentation de taux de
GSH a la fois dans I'hippocampe et le cortex préfrontal (Moretti et al., 2012). D'autre part, la

fluoxétine restaure la capacité antioxydante au niveau d’organes périphériques tel le rein en

diminuant le taux du MDA (Aksu et al., 2014).

La méme étude a indiqué que la fluoxétine inhibe la réponse inflammatoire dans le tissu
rénal par diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires, restaurant ainsi les

parametres de l'inflammation qui conduisent a la nécrose et I'apoptose (Caiaffo et al., 2016).
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1. Matériel biologique
1.1. Animaux

L'étude est réalisée sur des rats adultes males de variété Wistar ayant un poids initial

compris entre (123-207 g), ils ont été obtenus de 1‘institut Pasteur (Alger).

Les animaux sont élevés dans des cages de polyéthyléne tapissées d’une litiére composee
de copeaux de bois, les cages sont nettoyées et la litiere changée tous les trois jours. Les
animaux ont été placés dans la salle d’expérimentation pour une période d'adaptation durant
une semaine afin qu’ils s’imprégnent des conditions environnementales. Ils sont soumis a
22+2°C. L’eau et I’alimentation leur sont fournies ad libitum. lls sont pesés chaque semaine a
jour fixe a I’aide d’une balance KERN emb1800-1.

Figure 4. Les rats utilisés dans I’expérimentation

2. Méthodes
2.1. Induction de I’obésité et traitement des animaux.

2.1.1. Induction de I'obésité par un régime cafétéria
L'obésité est induite chez le rat par le régime Cafeteria. Ce régime est composé de 50%
du régime standard (150 g) et 50% (150g) d'un mélange constitué de paté, fromage, biscuits
secs, chips, chocolat, cacahuétes, en proportions : 2-2-2-1-1-1 selon le protocole de Darimont
et al., (2004). Ce régime hypercalorique et hyperlipidique induit une hyperphagie suivie d'une
installation rapide de I'obésité chez le rat Wistar. L'induction de 1’obésité chez les rats est

confirmée par le suivi de la prise du poids corporel pendant 2 mois.
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Tableau 3. La composition en lipides et protéines et glucides de régime cafeteria.

Quantité en (g) Lipides () Glucides (g) Protéines

Paté (2 portions) 33 1.98 6.03 1.73
Fromage (2) 33 5.11 2.31 3.13
Biscuit (2) 33 5.28 2211 231
Chips (1) 17 3.55 11.47 1.19
Cacahugte (1) 17 8.41 1.85 4.28
Chocolat (1) 17 5.83 9.14 0.88
Total 1509 30.16 g 52.91¢ 1352 g

2.1.2. Traitement des animaux
Les rats ont été répartis en deux lots. Le premier lot comprend 12 rats qui vont subir une
induction d’obésité par un régime cafétéria et le deuxiéme lot de 5 rats constitue le témoin

(nourriture standard).

Aprés l'induction de I'obésité, les rats sont divisés en trois lots et manipulés dans des

mémes conditions :

e Lot1témoin (T) : recevant un régime alimentaire standard (300g) avec eau de
boisson du robinet.

e Lot 2 obese non traité (RC) : recevant chaque jour un régime alimentaire
cafeteria et ’eau avec ’administration du 1 ml d’eau physiologique pour chaque
rat par voie orale.

e Lot 3 Obese + fluoxétine (RCT) : recevant chaque jour le régime cafeteria et
une dose quotidienne de fluoxétine a raison de 20 mg/kg par voie orale (gavage)
broyée dans 10 ml I’eau physiologique (médicaments commercial) pendant 4

semaines.

2.2. Etude comportementale

Le comportement anxio-dépressif est évalué a l'aide de dispositifs expérimentaux validés
largement utilisés en neurosciences. Dans ce travail, nous avons utilisé deux tests

comportementaux en I’occurrence, le champ ouvert (OFT : Open Field Test) et la nage forcée
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(FST : Forced Swimming Test). La série de ces tests a été réalisée en deux sessions, I’une avant

le traitement et 1’autre au cours de la derni¢re semaine de 1’expérimentation.

2.2.1. Test du champ ouvert

a. Description du test

Le test de I’Open Field est décrit initialement par Hall en (1934), ce test est largement
utilisé en neuropharmacologie, il a été développé dans le but de mesurer les différences de
réactivité émotionnelle chez le rat (Rebai et al., 2017), mais aussi utilisé pour prédire une
activité de type anxiolytique d'une molécule. Le dispositif se compose d’une base entourée par
des parapets en plexiglas dont les mesures sont respectivement de 70cmx70cmx40cm. Le
plancher est sous forme de carrés de 10cmx10cm de diameétre et divisé en deux zones : une

zone centrale et une autre périphérique.

Le test consiste a placer 1’animal dans ce dispositif, puis a observer son comportement et

son évolution au cours de sessions d’exposition.

Le test dure 5 minutes durant lesquelles I’animal est placé au centre du dispositif. Son
déplacement permet de mesurer le temps passé dans chaque zone. De ce fait, ce test indique
I'activité locomotrice et le comportement anxieux respectivement. Ce dernier est d’autant plus
prononcé quand le rat passe plus de temps dans la zone périphérique. Quant a la zone centrale,

son exploration représente un signe de moindre anxiété.

b. Variables mesurées
La locomotion dans 1I’Open Field a été évaluée en relevant la distance totale parcourue,

le nombre d’entrées dans la partie centrale et le temps d'immobilite.
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Figure 5. Dispositif du champ ouvert (OFT)

2.2.2. Test de la nage forcée
a. Description du test

Le FST ou le test de Porsolt est un modele comportemental qui permet de prédire
I’efficacité d’un traitement antidépresseur (Porsolt et al., 1977). Ce modéle animal est utilisé
aussi bien chez le rat que chez la souris, cependant, il existe des différences de procédure selon

I’espéce utilisée (Haloui, 2014).

Le test consiste & placer individuellement le rat dans un aquarium de 50 cm de haut sur
35 cm de large. Ces dimensions permettent de s’assurer que le rat ne pourra pas s’enfuir en
s’agrippant aux bordures du dispositif. L’aquarium est rempli d’eau qui est régulierement
maintenue a 26 C°. La hauteur de I’eau atteint 30 cm, pour s’assurer que le rat ne se serve pas

de ses membres inférieurs pour se maintenir a la surface, et donc 1’obliger a nager.

Le FST se déroule 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 pre-test, le rat est
placé individuellement pendant 15 minutes dans I’aquarium rempli d’eau pour installer un
comportement de résignation. 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, d’escalade et de nage est enregistré. Un traitement antidépresseur efficace

diminue le temps d’immobilité seulement lors du jour du test (Porsolt et al., 1978).
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b. Variables mesurées
Les différentes variables mesurées durant le FST sont :

- Temps d’immobilité ;
- Temps de nage ;

- Temps d’escalade.

Figure 6. Dispositif de la nage forcée (FST)

2.3. Prélevements des échantillons et P’Euthanasie

2.3.1. Prélevement sanguin
Au dernier jour de cette expérimentation, des prélevements sanguins se font par ponction

au niveau du sinus rétro-orbital a l'aide d'un capillaire hématocrite sec. Les échantillons
sanguins sont recueillis dans des tubes secs pour doser les paramétres biochimiques (profil
lipidique, glycémie).

Le sang recueilli subit une centrifugation a 3000 tours/min pendant 15 minutes, le sérum
obtenu est conservé a - 20 C pour un dosage ultérieur.

2.4. Récupération du cerveau et préparation de I'homogénat

Apreés le dernier test comportemental nous avons :

v’ Euthanasie les rats par le chloroforme ;

v Récupéré rapidement les cerveaux de la boite cranienne en glissant
délicatement une spatule a téte large entre la surface ventrale du cerveau et
celle de I’os du crane jusqu'a ce qu'elle soit complétement sous le cerveau ;
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v Rincé les cerveaux avec du sérum physiologique glacé ensuite transférés sur un
couvercle d'une boite de Pétri qui est déposee sur une enceinte remplie de
glace ;

v Enlevé le cervelet et séparé les deux hémisphéres cérébraux a l'aide d'une lame
ou un scalpel ;

v" Retiré I'nippocampe et isolé le cortex préfrontal par deux spatules courtes.

% preéparation de I'homogénat cérébral

cervelet

Les deux
hémisphéres
( cortex
préfrontal)

Préparation de 'homogénat Lisolation de I"hippocampe

Figure 7. Récupération des régions cerébrales
Le tissu cérébral de chaque rat a été homogeéneisé dans le tampon PPS (Tris 50 mM, NaCl
150 mM, pH 7.4) 1:10 (w/v, 0,1 g du tissu avec 20 ml de TBS, pH 7.4), en utilisant un
homogénéisateur ultrason (4 °C) puis une centrifugation de I’homogénat cellulaire a (9000
tours/min, 4°C, 15 min). Le surnageant obtenu est conservé a -20°C en attendant d’effectuer les

dosages des parametres du stress oxydatif.
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Figure 8. Illustration schématique du protocole expérimental
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2.5. Etude des paramétres biochimiques

2.5.1. Parameétres sanguins
Dans notre étude, les parametres sanguins ont été déterminés a l'aide d'une automate

(autoanalyseur) de type Cobas 401.
2.5.1.1.Détermination de la glycémie (voir annexe 1).
2.5.1.2.Dosage du cholestérol total (voir annexe 2).
2.5.1.3.Dosage des triglycérides (voir annexe 3).
2.5.1.4.Dosage du cholestérol-LDL (voir annexe 4).
2.5.1.5.Dosage du cholestérol-HDL (voir annexe 5).

2.5.2. Dosage des parameétres du stress oxydatif
Dans notre étude les parameétres du stress oxydatif ont été déterminés par un
spectrophotometre de type UV/Visible-2005.

2.5.2.1. Dosage de P’activité de la glutathion S-transférase

“*Principe
La GST catalyse la réaction de conjugaison entre le peptide endogene, le glutathion et un
substrat modéle qui est le chlorodinitrobenzéne (CDNB). La cinétique de formation du
complexe absorbant (GSH-CDNB) est mesurée a 340 nm aprés 1 minute durant 5 minutes. La
mesure de l'activité du GST est réalisée selon le protocole de Habig et al,. (1974) (voir annexe
6).

2.5.2.2. Dosage de D’activité enzymatique de la catalase
La catalase catalyse la réaction de dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau

(H20) et en oxygene moléculaire selon la réaction suivante :

H202—> 2Hzo + 02
> Principe

La cinétique de la réaction précédente est déterminée en suivant la quantité de peroxyde
d‘oxygéne dans le milieu réactionnel. En effet le H2O2 absorbe a une longueur d‘onde A = 240
nm, et par conséquent la cinétique enzymatique est suivie par spectrophotométrie pendant 1
min et 1°activité de la catalase est proportionnelle a la diminution de la DO a 240 nm (Aebi et

al., 1974) (voir annexe 7).
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2.5.2.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

» Principe

Le malondialdéhyde (MDA) est un marqueur de I’oxydation des lipides. Il est considéré
comme un des produits terminaux de I’oxydation des acides gras poly-insaturés (PUFAS) par

les radicaux libres.

Le dosage du MDA est basé sur le test de TBARS (substances réactives a l'acide
thiobarbiturique), en milieu acide et a chaud, la condensation du MDA avec deux molécules
d’acide thiobarbiturique donne naissance a un complexe de couleur rose qui peut étre donc

mesuré par spectrophotométrie a 532 nm (Ohkawa et al., 1979).( voir annexe 8).
2.6. Dosage des protéines totales
“¢Principe
Les proteines tissulaires ont été déterminées suivant une méthode colorimétrique. En
utilisant le bleu de Comassie comme qui réagit avec les groupements amines (-NH2) des
protéines pour former un complexe de couleur bleue. (L'apparition de la couleur bleue refléte

le degré d'ionisation du milieu acide et l'intensité correspond a la concentration des

protéines).L'absorption est mesurée a 595 nm (Bradford., 1976). (voir annexe 4)
2.7. Analyse statistique

L'analyse des données a été effectuée en utilisant I'analyse de variance (ANOVA) a un
facteur suivie par le test post-hoc de Newman-Keuls pour les parameétres biochimiques et
ANOVA a mesures répétées pour le poids et les tests comportementaux. Les résultats sont

exprimés en moyenne + l‘erreur type (M = SEM).

La différence entre les moyennes est considérée comme :
e significative, lorsque (P< 0,05).
e hautement significative, lorsque (P< 0,01).

e Tres hautement significative, lorsque (P< 0,001).
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1. Evolution du poids corporel et consommation d’eau chez les rats

La figure. 9 et la figure. 10 représentent I’effet du régime cafétéria et le traitement par

fluoxétine sur les paramétres métaboliques (poids corporel et la consommation d'eau).
1.1. Effets du régime cafeteria et de la fluoxétine sur le poids corporel

Le suivi regulier du poids corporel (PC) pendant 12 semaines, chez les 3 groupes des rats,

nous a permis d‘évaluer le gain pondéral absolu durant cette période de traitement.

Au début de I’expérimentation, le poids des rats est presque semblable. Apres 4 semaines
de régime cafétéria, le PC des rats devient significativement plus élevé que celui des rats sous

régime standard (p< 0,01 ; fig. 9).

Au cours de cette étude, les rats sous régime cafeteria présentent une augmentation tres
significative (p< 0,001 ; fig. 9) de la masse corporelle comparativement aux rats qui sont nourris
au régime standard. Ainsi 1’estimation du poids corporel a montré une chute du poids des
animaux obeses traités par la fluoxétine au debut de la 11éme semaine d’expérimentation (p<

0,05 ; fig. 19) lorsqu’ils sont comparés a ceux obeéses non traités.
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Figure 9. Evolution du poids corporel chez les trois lots de rats.
(*p<0, 05 ; **p< 0,01 ; ***p< 0,001).
1.2. Effets de traitement sur la consommation d’eau

Durant notre suivi quotidien de la consommation d'eau pendant 12 semaines, nous avons

constaté que le volume de I'eau consommeée a diminué de maniére significative (*p< 0, 05 ; fig.
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10) chez les lots obéses (traités et non traités a la fluoxétine) par rapport au groupe témoin au

bout de la 9™semaine.
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Figure 10. Evolution de la consommation d’eau chez les trois lots (*p<0,05).

> Discussion

Chez I’animal expérimental (le rongeur en général), 1I’obésité nutritionnelle est induite
par le régime cafeteria. Ce dernier offre un choix de différents aliments palatables, riche en
lipides et en glucides simples (Moore, 1987). Le régime «cafétéria» provoque une prise de poids

considérable chez les rongeurs et, tout comme chez I’homme.

Ce régime hypercalorique et hyperlipidique induit chez le rat une obésité se caractérise
par une hyperphagie causée par des facteurs nutritionnels mais aussi par des stimulations
sensorielles qui pourraient influencer directement le contréle central du comportement
alimentaire (Desmarchelier, 2010).

Dans notre étude, le régime cafeteria induit une augmentation de poids corporel chez les
rats par rapport a ceux soumis au régime standard. Ce résultat est en accord avec I'étude de
Laissouf et al., (2014), qui ont noté une prise du poids corporel chez des rats ayant recu le méme
régime.

Dans ce contexte, des données indiquent qu’un régime hyperlipidique pendant deux mois
induit une augmentation de la prise alimentaire, du poids corporel, une accumulation des lipides
dans le tissu adipeux (Milagro et al., 2006), d’autres travaux ont montré que I’utilisation du
régime hyperlipidique et hypercalorique durant une semaine, induit chez les rats une obésité

due a I'accumulation de la masse grasse excédentaire au niveau tissulaire (Festuccia et al.,
2006).
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L’obésité est souvent associée a des troubles mentaux se manifestant sous plusieurs
aspects. Elle s’accompagne vraisemblablement d’anomalies structurelles et fonctionnelle du
cerveau entrainant des changements anatomiques qui joue un role important dans les risques
futurs des maladies neurodégénératives et neurocomportementale telles que la dépression
(Hamer et al., 2019).

La dépression et 1’obésité sont deux pathologies comorbides en expansion a travers le
monde ces derniéres années (Flegal et al., 2010; D O'Brien et al., 2017). Il existe des
mécanismes neurobiologiques proches, notamment sur le plan du métabolisme et des
neurotransmetteurs impliqués tels que la dopamine et la sérotonine, qui permettent de lier les

symptdmes dépressifs et le changement de poids (Wurtman, 1993 ; Hoebel et al., 1999).

Les antidépresseurs de famille (ISRS) inhibent la recapture de la sérotonine au niveau de
la fente synaptique. L’augmentation des taux de sérotonine est susceptible d’induire une
diminution de I’appétit et du poids. En effet, une perte de poids peut étre observée dans les
premiéres semaines de traitement en diminuant 1’appétit et en augmentant le métabolisme de

base.

Généralement, nous avons obtenu dans notre étude que la fluoxétine entraine une perte
de poids chez les rats obéses au début de la 11°™ semaine du traitement (p<0,05 ; fig. 9). Des
résultats similaires ont été apportés par Zimmermann et al., (2003) qui montre que la fluoxétine

(Prozac) est I’antidépresseur qui pourrait induire la perte de poids au début du traitement.

La fluoxétine est principalement appliquée dans le traitement de la dépression, mais la
réduction de l'appétit et le poids corporel sont énumérés parmi ses effets. Tels effets de la
fluoxétine peuvent étre bénéfiques dans le cas de coexistence de I'obésité et de la dépression
(Chojnacki et al., 2015).

Nous avons souligné une diminution de la consommation d’eau chez les groupes obéses
traité (fig. 10), ces résultats se concordent avec ceux rapportés par Redei et al., (2001) ; Wann
et al., (2007) qu’ont montrés qu’il y a une diminution de consommation d’eau pourrait étre

associee a un sentiment de désintérét diffus qui est frequemment observée lors de la dépression.

2. Effets du régime et du traitement sur les paramétres comportementaux

Les deux tests comportementaux : test du champ ouvert, test de la nage forcée ont été

utilisés pour 1’évaluation du comportement affectif durant I’expérimentation.
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Les figures suivants représentent les variations des parameétres du test de champ ouvert et
de nage forcé avant la 8™ semaine d’expérimentation (session 1) et & la derniére semaine du

traitement par la fluoxétine (session 2) chez les trois groupes expérimentaux.
2.1. Champ ouvert

2.1.1. Sessionl
L'induction de I’obésité a provoqué une augmentation hautement significative du temps
d’immobilité chez les groupes obeses (***p<0,001 ; fig. 11) et une diminution également
hautement significative de la distance totale parcourue (***p<0,001 ; fig. 11) comparativement

aux rats témoins.
L’analyse statistique a montré aussi dans la fig. 11 une diminution tres significative

(*** p<0,001) du nombre d’entrée dans la zone centrale chez les rats obéses par rapport

aux rats témoins.
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Figure 11. Variation des paramétres de champ ouvert avant le traitement chez les groupes
expérimentaux (session 1). (**p< 0, 01 ; ***p<0,001).

2.1.2. Session 2
Chez les rats obéses, le traitement par la fluoxétine a diminué significativement le temps
d’immobilité et augmenté la distance totale parcourue et le nombre d'entrées dans la zone
centrale comparativement au groupe obese non traité (###p<0,001 ;##p<0,01, respectivement ;
fig. 12). Au contraire, aucune différence significative n’a été observée entre les rats obéses

traités par la FLX et ceux du groupe témoin concernant le temps d’immobilité (fig. 13).
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Figure 12. Variation des paramétres de champ ouvert apreés le traitement chez les groupes
expérimentaux (session 2). (*p< 0,05 ; **p< 0,01 ; ***p<0,001 et #p<0,05 ; ##p<0,01 ;
###p<0,001).

2.2. Nage forcee

2.2.1. Sessionl
Les résultats illustrés dans la figure 13 montrent une augmentation significative du temps

d’immobilité et dans le temps d’escalade chez les rats obéses comparativement aux rats
témoins, par contre nous n’avons pas constaté de différence significative dans le temps de nage

chez les rats obéses en comparaison avec les rats témoins.
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Figure 13. Variation des parametres de nage forcée avant le traitement chez les groupes
expérimentaux (sessionl). (*p<0,05 ; **p< 0,01).

2.2.2. Session 2
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A travers ce test, nous avons enregistré une diminution significative du temps
d’immobilité (#p<0,05 ; fig. 14) et une augmentation du temps d’escalade et de nage (#p<0,05 ;
##p<0,01 respectivement, fig. 14) chez les rats obéses traités par rapport a ceux non traités.
Cependant, nous n’avons constaté aucune différence significative entre le temps de nage et le

temps d’escalade chez les rats obéses traité en comparaison avec les rats témoins.

Par contre chez les rats obéses non traités, il a été noté une augmentation hautement
significative de temps d’immobilité (***p<0,001 ; fig. 14) avec une diminution significative de
temps d’escalade et de nage (*p<0,05 ; ***p<0,001).
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Figure 14. Variation des parametres de nage forcée apres le traitement chez les groupes
expérimentaux (session 2) (*p< 0, 05 ; ***p<0,001 et #p<0,05 ; ##p<0,01).

» Discussion

La relation entre la dépression et 1’obésité a récemment intéressé la recherche en
neuropsychologie. Des étude sont ainsi pu souligner que la dépression constitue un facteur lié
au niveau d’IMC chez les sujets obéses (Cserjesi et al., 2009 ; Luppino et al., 2010; Almeida-
Suhett et al., 2017 ; Faulconbridge et al., 2018).

L'open field est un test utilise couramment en psychopharmacologie pour prédire une
activité de type anxiolytique d'une molécule. Sous constante, les conditions d'essai clairement
définies ont une grande fiabilité et la validité de la mesure de la réactivité émotionnelle et les

comportements liés a I'anxiété vers un nouvel environnement. (Guedri, 2014).
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La présente étude met en évidence une réduction de l'activité locomotrice et un degré
d'anxiété plus élevés chez les rats obeses en comparaison avec ceux normaux lorsqu’ils sont
soumis a I’open field. Un rat stressé présente un degré élevé d’anxiété dans le test du champ
ouvert, ainsi la réduction de la distance parcourue chez les rats stressés indique une diminution
de I’activité exploratrice qui est considérée comme un signe indicateur de 1’état anxieux des

rats (Schmitt et Hiemke, 1998 ; Prut and Belzung ,2003).

En outre, L’augmentation du temps d’immobilité et la diminution du nombre d’entrée au
centre, indique une diminution de la motivation a explorer un nouvel environnement (Haloui
M, 2014).

En général, les animaux ¢évitent d'entrer dans l'aire centrale par rapport a 1 aire
périphérique, par conséquent une molécule dotée d'une activité anxiolytique va augmenter le

nombre d'entrées et le temps passé dans la zone centrale (Rebai et al., 2017).

Dans notre étude, le traitement des rats par la fluoxétine diminue de maniére significative
le temps d’immobilité et augmente l'activité locomotrice des rats (fig. 11 ; fig. 12), ce qui

confirme ’efficacité de cette molécule dans le traitement des troubles anxieux.

Le profil antidépresseur des drogues peut étre examiné au moyen de FST, qui est I'un des
essais les plus utilisés genéralement pour évaluer l'activité antidépressive parce qu'il est sensible
a toutes les molécules dotées d’un effet antidépresseur. Au cours de ce test, les rats montrent
des comportements actifs, c'est-a-dire la nage et | ‘escalade, aussi bien que le comportement
passif qui correspond a I’immobilité. Les molécules qui diminuent la durée d'immobilité dans

la FST sont considérés comme étant des antidépresseurs efficaces (Porsolt et al., 1977).

Au cours de ce test, le temps d’immobilité chez les animaux obeses est significativement
supérieur a celui des rats témoins (*p< 0,05 ; fig. 13), ceci est en faveur d’installation d’un état
dépressif. Cependant, nous avons observé apres le traitement des rats par la fluoxétine, une
amélioration significative de temps d’immobilité chez les rats obéses (#p<0,05 ; fig.
14).Toutefois, dans le test relatif a la nage forcée, les résultats ont montrés une diminution
significative dans le temps d'immobilité chez les rats obéses traités comparativement aux rats
témoins. D’autre études, ont démontrés que stimulation des récepteurs dopaminergique de type
D1 et D2 reduisent le temps d'immobilité chez le rat en faveur d’une augmentation du temps

d’escalade Borsini et al., (1988) ; Boucher, (1990).

Contrairement a la premiére session, nos résultats aprés le traitement montrent que le

temps d'immobilité chez les rats obeses traités par la fluoxétine a diminué considérablement, ce
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qui explique l'effet antidépresseur de cette drogue. Cette diminution du temps d'immobilité est
faite en faveur d'une augmentation du temps de nage, ainsi d'un point de vue
neuropharmacologique, cette action comportementale peut étre attribuée a I'interaction de cette
drogue avec la neurotransmission serotoninergique comme rapportés par Detke et Lucki. en
1995.

3. Effets des traitements sur les parametres sanguins

Le tableau 4 représente les variations de la glycemie et les parameétres du profil lipidique

des rats normaux, obéses et obéses traites par la fluoxétine pendant 28 jours.

Tableau 4. Variations des paramétres sanguins chez les groupes expérimentaux.

Témoin Obese + Fluoxétine

Glucose (g/l) 0,720+ 0,14 1,218 + 0,10* 1,002 + 0,06

Cholestérol (g/l) 0,483 + 0,13 1,372 + 0,21%* 0,780 + 0,11

C-HDL (g/l) 0,631+ 0,09 0,302 + 0,05* 0,391 + 0,03
C-LDL (g/l) 0,273 £ 0,07 0,908 + 0,08*** 0,503 + 0,06 ##
Triglycérides (g/1) 0,510 + 0,13 1,397 + 0,22%* 0,760 + 0,11#

(*p< 0,05 ; **p< 0,01 ; ***p<0,001 et #p<0,05 ; ##p<0,01).

Nos résultats montrent une augmentation significative (*p<0,05 ; tableau. 4) de la

glycémie chez le groupe obése par rapport au groupe témoin et obése traité a la fluoxétine.

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur sanguine en cholestérol
total, C-LDL et des triglycérides (**p<0,01 ; ***p<0,001, respectivement), ainsi qu’une
diminution significative de taux C-HDL (*p<0,05 ; tableau. 4) chez le groupe obése par rapport
au groupe témoin et obése traité par la fluoxétine. Cependant ces résultats ne montrent aucune
différence significative (p>0,05 ; tableau. 4) entre le groupe témoin et le groupe obése traité a
la fluoxétine.
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» Discussion

Le rat est un modéle animal frequemment utilisé dans les études du métabolisme des
lipides et des glucides en réponse aux changements de régime alimentaire. En effet, il se révéle
particuliérement adéquat dans les études des processus physiopathologiques, notamment ceux
du métabolisme lipidique dans le cas de la dyslipidémie, de I’insulino-résistance, du syndrome
métabolique et des MCV associés a I’obésité (Dobrian et al., 2001).

Le régime cafeteria riche en AG entraine des anomalies métaboliques
(hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie associées a une hyperglycémie) chez les rats
apres 12 semaines de consommation alimentaire, par rapport aux valeurs normales trouvées
chez des rats témoins normo-pondéraux et consommant un régime standard. Des résultats

similaires ont été rapportés par Louala et al., (2013).

Concernant la glycémie, les résultats obtenus dans notre travail montrent une
hyperglycémie induite par I'obésité chez les rats. Cette hyperglycémie est causee par une
lipotoxicité résultante d’une accumulation des lipides dans le foie, mais aussi dans les muscles
et le ceeur et qui serait impliquée dans la résistance a l'insuline au niveau de ces différents tissus

(Despres et Lemieux., 2006).

La diminution de taux de glycémie chez les rats traités contre les rats non traités est due
a la fluoxétine qui réduit significativement la glycémie, ceci dénote une activité
hypoglycémiante de cette drogue (Bessereau J et al., 2011; Biagetti et Corcoy, 2013). Le
mécanisme par lequel la fluoxétine agit, n'a pas été bien élucidé. Cependant, Mcintyre et al.,
(2006) ont montré que les antidépresseurs tels que la fluoxétine agissant par la mise en jeu de

divers mécanismes au niveau cérébral.

Dans la présente étude, l'obésité provoquée par le régime cafeteria, conduit a une
élévation des teneurs plasmatiques en cholestérol total, en triglycérides et en C-LDL avec une
diminution du taux de C-HDL chez les rats. La teneur élevée en lipide de ce régime hypergras
entraine une augmentation de la concentration en cholestérol plasmatique, cholestérol-LDL et
modifie la composition des lipoprotéines plasmatiques, en augmentant notamment la portion
d'esters de cholestérol dans les VLDL et LDL (Fernandez et al., 1996)

L’administration de la fluoxétine a diminué le taux plasmatique de cholestérol,
triglyceride et LDL-cholestérol chez le groupe traité par la fluoxétine. Dans ce contexte, le

méme constat a été enregistré dans I'étude de Daubresse et al., (1996) et Ye et al., (2011).
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Dans I’ensemble des résultats de Rebai, (2017), ont mis en évidence que la fluoxétine
exercerait un effet protecteur contre les désordres métaboliques engendrés, plus précisément
sur les parameétres biochimiques au niveau périphérique ou elles ont réduit I'nyperglycémie et

amélioré le profil lipidique.

4. Effets des traitements sur les parametres du stress oxydatif au niveau cérébral

Apreés I’analyse des résultats, nous avons noté une augmentation de la peroxydation
lipidique au niveau cérébral chez les rats rendus obéses lorsqu'ils sont comparés avec les

témoins (fig.15).

Les résultats illustrés dans la figure 15 ont montré une augmentation du taux de MDA
d'une maniere significative au niveau du cortex préfrontal et de I’hippocampe chez les animaux
obéses comparativement a ceux témoins (P<0,05 ; fig. 15, A3 et B3). Ainsi, une augmentation
de I’activité des enzymes CAT et GST (mais cette augmentation reste statistiquement non

significative).

Le traitement par la fluoxétine a diminué le taux du MDA des rats obeses au niveau du
cortex préfrontal et de I’hippocampe (P<0,05 ; fig. 15, A.3 et B.3), mais aucun rétablissement
n’été observé pour I’activité de CAT et de GST (P>0,05 ; fig. 15, A.1, A.2 et B.1, B2).
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Figure 15. Variation des parametres du stress oxydatif au niveau du cortex préfrontal
et de I'nippocampe chez les 3 groupes. (A): Mesure des parametres du stress oxydatif au
niveau du cortex préfrontal, (A.1): le taux du Catalase; (A.2) :taux du GST ; (A.3): taux du
MDA (B): Mesure des parametres du stress oxydatif au niveau de I'nippocampe, (B.1): le
taux de Catalase; (B.2):le taux du GST ;(B.3) :taux du MDA (*p < 0,05 ; #p < 0,05).

» Discussion

Plusieurs ¢études suggérent I'existence d'une relation étroite entre 1’obésité et
I’augmentation du stress oxydatif (Dobrian et al., 2001 ; Dandona et Aljada, 2002 ; Alzoubi et
al., 2017). L'augmentation du stress oxydatif au cours de I'obésité peut induire une production

accrue de radicaux libres et/ou d'un déficit en antioxydants (Heather et al., 2007).

Chez les obeses, lI'excés d'acides gras libérés par les tissus adipeux sera utilisé comme
substrat et oxydé par les mitochondries, ces derniéres vont libérer des espéces réactives de
I’oxygeéne (Evans et al., 2003). Ce pour ¢a, le régime hypergras induit un déséquilibre
prooxydant/antioxydant chez les rats. De plus, il a été démontré que I'obésité est associée a une

augmentation de la péroxydation lipidique (Multu-turkodlu et al., 2003). Chez les rongeurs,
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I’obésité induite par l'alimentation riche lipides augmente le stress oxydatif au niveau cortex

cérébral (Freeman et al., 2013).

Pipek et al., (1996) ont montré une augmentation du stress oxydatif avec une faibles
concentrations d'antioxydants plasmatiques chez les patients atteints d'obésité. Ainsi, le stress
oxydatif produit localement dans chaque tissu étudié semble étre impliqué dans la pathogenese
et les complications des maladies (Shigetada et al., 2004), tels que les maladies cardio-
vasculaires et hypertension, diabete (Herrera ., 2002), les troubles de I'hypofertilité (Agarwal et
al., 2008), des Maladies neurodégénératives comme le Maladie de Parkinson et d’ Alzheimer
(Benjamin, 2009).

De nombreuses preuves expérimentales récentes suggerent aussi que les désordres
anxieux sont liés au stress oxydatif cérébral, d’ou 1’émergence du concept du stress anxio-

oxydatif (Rammal et al., 2008).

L’un des mécanismes de dépression est I’augmentation de la peroxydation des lipides et
la diminution de I’activité antioxydante dans I’hippocampe et le cortex préfrontal, qui sont des

zones du cerveau chargée I’humeur.

Les effets antioxydants des antidépresseurs ont été verifiés vis-a-vis du dommage
oxydatif induit dans le plasma, le sérum et les cellules sanguines. Ce dommage était inversé
aprés un traitement avec des antidépresseurs classiques, comme la fluoxétine, ce qui suggere
que les propriétés antioxydantes de ces médicaments contribuent a une amélioration des aspects
cliniques (Bilici et al., 2001; Khanzode et al., 2003; Rebai et al., 2017).

Le malondialdéhyde (MDA) est le parametre le plus largement utilisé pour évaluer les
dommages liés aux oxydation des lipides, méme si on sait que les dommages oxydatifs des
acides aminés, des protéines et de 'ADN provoquent également la libération du MDA (Sun et
al.,2010). Ces résultats peuvent étre expliqués par l'auto-oxydation des lipides (Saka et

al.,2011), qui est probablement causée par I'nypertriglycéridémie et I'nypercholestérolémie.

Les résultats obtenus dans notre étude concernant la partie du stress oxydatif montrent
une élevation bien définie de la concentration du MDA tissulaires chez les rats obeses par
rapport aux rats normaux. Des études sur la peroxydation lipidique chez des patients atteints
dépression décrivent une augmentation des niveaux de MDA tissulaire et d'autres produits de
la peroxydation lipidique (Tsuboi et al., 2006; Saran-dol et al., 2007; Galecki et al., 2009).
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D’apres notre étude, la dose 20 mg/kg de fluoxétine a permis de réduire d'une manicre
significative la peroxydation lipidique en diminuant le taux du MDA du cortex préfrontal et de
I'nippocampe. Ces résultats sont similaire a ceux rapportés par Guilherme et al., (2012). Cet
effet bénéfique de la fluoxétine est probablement due aux propriétés cytoprotectives et lI'activité
inhibitrice exercée par cette molécule sur le cytochrome P450 qui joue un réle dans le stress
oxydatif par production d'ERO (Nieuwstraten et al., 2006; Gatecki et al., 2009).

L'effet antioxydant de la fluoxétine rapporté dans de nombreuses études peut également
étre d0 au fait que ce médicament augmente les taux de sérotonine, les quels présentent des
effets antioxydants (Vitor C et al., 2016).

Par ailleurs, il existe peu d'informations sur l'influence de la fluoxétine sur les enzymes
antioxydantes. Certaines études suggerent que cet antidépresseur rétablit la capacité
antioxydante du cerveau (Bilici et al., 2001; Novio et al., 2011). Djordjevic et al., (2011) ont
suggéreé que la fluoxétine affecte le systéme antioxydant chez le rat et d'autres études ont montré
que ce traitement n'altére pas de maniére significative cette capacité chez les patients souffrant
de dépression (Tsuboi et al., 2006).

Dans la présente étude, on observe une augmentation statiquement non significatif dans
le systeme antioxydant enzymatique (en ce qui concerne la GST et la CAT).Ce résultat peut
étre expliqué par la déffence contre I’obésité comme on la consédére une pathologie non

infectieuse ...

Dans la présente étude, la fluoxétine a amélioré Iégerement le systéme antioxydant

enzymatique (en ce qui concerne la GST et la CAT).

Une modification pourrait étre liée a la courte durée du traitement ou au niveau de dosage
utilisé. Les études menées par Belowski et al., (2004) ont démontré que la capacité de la
fluoxétine dépend de la durée du traitement et de la posologie. Différentes interactions de
diverses concentrations de fluoxétine avec des antioxydants ont également été observées montré
par Kolla et al., (2012). Nos résultats suggeérent aussi que la fluoxétine a une faible activité

antioxydante.
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Conclusion

L'obésité est un probléme de santé majeur dans les pays développés et un probleme
croissant dans les pays en voie de développement. L'augmentation de l'incidence de I'obésité
est en général associée a une alimentation hyperlipidique et hypercalorique.

Nos résultats montrent que le régime cafeteria permet d’installer chez le rat un phénotype
obése s’accompagnant d’une prise de poids, d’une accumulation excessive du tissu adipeux et

d’une détérioration du profil lipidique.

Au niveau central, des perturbations neurocomportementales chez les rats rendus obéses
ont été mises en évidence par ’utilisation de deux tests (OPT et FST). Ces altérations dans le
comportement traduisent un état dépressif et anxieux chez les rats. Ainsi une perturbation de la
balance oxydante/antioxydante a été signalée et traduite par 1’augmentation de la peroxydation
lipidique avec une diminution (statistiquement non significative) de l'activité de certaines

enzymes antioxydantes (CAT, GST).

Il a été noté par ailleurs que la fluoxétine exerce une activité régulatrice sur les
différents parametres comportementaux et biochimiques. Cet effet bénéfique de cette drogue
est constaté par I'amélioration du comportement actif et de I'activité locomotrice des rats obéses
observé au FST et OFT, ainsi que par le rétablissement des parametres biochimiques au niveau
périphérique ou nous avons noté une diminution du cholestérol total, cholestérol LDL et des
triglycérides chez les animaux traités par la fluoxétine. De méme, une diminution de la
peroxydation lipidique au niveau cérébral (cortex préfrontal et hippocampe), mais aussi une
légére amélioration de I'activité de certaines enzymes antioxydantes (CAT, GST).

Il ressort clairement de cette étude que la fluoxétine exercerait un effet anxiolytique et

antidépresseur qui serait lié a son activité antioxydante chez les rats obeses déprimés.

Notre travail reste préliminaire, des eétudes approfondies seront nécessaires pour mieux
comprendre la physiopathologie dépressive liée aux maladies métaboliques. Pour cela, cette
étude sera complétée a court terme par le dosage
des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNFo) et la détermination du taux d’

expression des facteurs neurotrophiques (BDNF).
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1. Parameétres sanguins

Annexe 1. Détermination de la glycémie
C’est une méthode enzymatique a I’hexokinase.
> Principe

En présence de I’hexokinase (HK) et de I’ATP, le glucose (CsH1206) est phosphorylé en
glucose-6-phosphate. Ce dernier, est oxydé par la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PDH) pour former du NADH+H+.

L’absorbance est mesurée 340 nm et la concentration de NADH formé est

proportionnelle a la concentration du glucose initiale présente dans I'échantillon.
D-Glucose + ATP ----HK----> Glucose-6-phosphate+ADP.
Glucose-6-phosphate+NAD--G6PDH--> D-6Phosphogluconate+NADH.H+.

Annexe 2. Dosage du cholestérol total
» Principe
La réaction consiste a libérer le cholestérol de la liaison ester par la cholestérol-estérase,
et d’oxyder le cholestérol libre non estérifié par la cholestérol-oxydase. L'indicateur est une

quinone-imine formée a partir de peroxyde d'hydrogéne, de la 4-aminophénazone, sous l'action

catalytique de la peroxydase.

CHE
Cholestérol ester + H2O . Cholestérol + acidesgras

CHOD
Cholestérol + O2 — Cholesténone + H202

POD
2H202+phenol + 4-aminophénazone ——  quinoneimine + 4H20

La concentration en quinoneimine colorée est mesuree a 505 nm, elle est proportionnelle
a la concentration en cholestérol total.
Annexe 3. Dosage des triglycérides

Les triglycérides sont hydrolysés par la lipoprotéinlipase (LPL) en glycérol et acides gras
libres. Ensuite, le glycérol est phosphorylé par du glycérophosphate déshydrogenase (GPO) et
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de I'ATP en présence d glycérol kinase (GK) pour donner le glycérol-3-phosphates (G3P) et de
I’adénosine -5-diphosphate (ADP).

Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en peroxyde
d'’hydrogéne (H202) par GPO. Le peroxydée d'hydrogénese combine au 4-aminoantipyrine et
au 4-chlorophénol pour former la quinonéimine sous l'influence catalytique de la peroxydase
(POD).

» Principe
Lipase
Triglycérides + HHO ——— Glycerol + Acides gras libre
GK
Glycérol + ATP — Glyceérol-3- phosphate + ADP

GPO
Glycérol-3-p + 02 —— 2H202 + Dihydroxyacétone-Phophate

POD
4-AA + 4-chlorophénol +H202 ————  Quinonéimine (rose) +H20+HCI

L'absorbance du complexe est mesurée a 500 nm. L'intensité de la coloration

(quinonéimine) est proportionnelle a la concentration des triglycérides présente dans

I'échantillon.

Annexe 4.Dosage du cholestérol-LDL

Le dosage se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de Friedwald et
al.(1972).

LDL-C (mg/dl) = Cholesterol total (mg/dl) - [HDL-C (mg/dl) +TG/5] (mg/dl).

Annexe 5.Dosage du cholestérol-HDL

% Principe

Les lipoprotéines de faible densité (LDL), les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL)
et les chylomicrons du spécimen sont précipités par I'acide phosphotungstique (PTA) et le
chlorure de magnésium. Le cholestérol-HDL obtenu dans le surnageant est ensuite dosé apres

centrifugation.

2. Dosage des parametres du stress oxydatif au niveau tissulaire
Annexe 6. Dosage de I’activité de la glutathion-S-transférase (GST)

*Mode opératoire :
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Reéactifs Blanc (pl) Essai (ul)
GSH (0.1 M) 100 100
Tampon phosphate 850 830
(0.1 M, pH 7.4)
CDNB (0.02 M) 50 50
Homogénat - 20

-Calcul de l’activité de GST : L’activité catalytique de GST est exprimée en nanomoles de

CDNB par minute par milligramme de protéines (nmol CDNB/5min/mg prot).

GST (nmol CDNB/5min/mg prot) = A DO échantillon —A DO Blanc

€ X L x mg prot

e A DO échantillon —A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute -
moyenne des DO des Blancs par 5 minutes.

e L : Trajet optique de la cuve = 1cm.

e ¢ Coefficient d’extinction moléculaire du CDNB (9.6 mM-1.cm-1

Annexe 7. Dosage de ’activité enzymatique de la catalase (CAT)

*Mode opératoire :

Réactifs Blanc (p.L)
H202 (0,5 M) 200 200
Tampon phosphate (0,1 M) pH7, 5 800 780
Surnageant (S9) - 20

-Le zéro de ’appareil est réalisé par le tampon phosphate.

-La lecture de I’absorbance est réalisée apres chaque 15 secondes pendant 1 minute de
mesure.

-Calcule de I’activité enzymatique (CAT) :

L'activité enzymatique de la catalase est exprimée en micromoles de H202 par minute par

milligramme de protéines.
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CAT (umol H202/min/mg protéines) = ADO x d
exLxXxFd

ADO : Variation de la densité optique par minutes.

d : Dilution de I'échantillon.

¢ : Coefficient d’extinction du H202 (0,04 mM-1.Cm-1).
L : Trajetoptique (la cuve) (1 cm).

X : Quantité des protéines en mg/ml.

Fd : Facteur de dilution du H20O2dans le tampon (0,02).
Annexe 8. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

-Le dosage est basé sur les étapes suivantes :

Prélever 100ul de du surnagent Ajouter 750ul d’une solution contenant du TBA
(0.55mM) et de ’acide perchlorique 7% (2 volume du TBA avec 1 volume du I’acide
perchlorique).

Mélanger et ensuite placé pendant une heure au bain marie a 95°C.
Ajouter 2ml de butanol pendant 2minutes sous agitation
Centrifuger a 3500rpm pendant 10min a 4°C.

Lire I’absorbance a une longueur d’onde 532nm

La concentration de MDA peut étre calculée a partir d’'une courbe d’étalonnage de

1.1.3.3tétraethoxypropane.
-0.55 mM du TBA est préparé comme suit :
Dissoudre 0.07g (70mg TBA) dans 100ml d’ I’eau distillée

-7% de I’acide perchlorique
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Figure 16. Courbe d'étalonnage pour la détermination des concentrations de MDA

Annexe 4. Dosage des protéines totales
*Mode opératoire :

= Prélever 0,1 ml de I'nomogénat.
= Adjoindre 5 ml du réactif de Bradford.
= Agiter et laisser reposer 5 min.

= Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc (I'eau distillée).
-Calcule de la concentration des protéines :

Une courbe d'étalonnage est préalablement tracée ou la densité optique obtenue est rapportée.
Une gamme étalon d’albumine sérique bovine (SAB) (0 1 mg/ml) réalisée dans les mémes

conditions est utilisée pour comparer et déterminer la concentration des protéines.

D.O a530 nm

0,5 - y =0,4189x + 0,0022
R?=0,9847

014 B *
03 - N

0,2

0,1 -

0 T T T T T |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 [SAB] m&/%]l

Figure 17. Courbe d'étalonnage pour la détermination des concentrations de protéines totales
(BSA 1mg/ml).
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/ Résumé

~

L'objectif de cette étude est d'évaluer les effets bénéfiques de la fluoxétine sur les troubles du métabolisme
lipidique causé par 1’obésité et sur les paramétres du stress oxydatif au niveau cérébral qui pourraient étre impliqués
dans I’apparition du comportement dépressif chez les rats Wistar rendus obéses par régime cafétéria. Apreés le
développement du phénotype obése, les rats obeses ont été traités par la fluoxétine pendant 4 semaines. Des tests
comportementaux tels que le test du champ ouvert (OFT) et la nage forcée (FST) ont été réalisés. Aprés 24 heures
apres le dernier test, des prélévements sanguins ont été effectues pour le dosage de quelques paramétres sanguins
et du stress oxydatif au niveau du cortex préfrontal et de I'nippocampe .Nos résultats ont montré que le traitement
par la fluoxétine a amélioré le comportement anxieux chez les rats obeses durant I'OFT et inverser le comportement
dépressif dans le FST. D’autre part la fluoxétine posséde un effet hypoglycémiant et amélioré les paramétres du
profil lipidique et le statut antioxydant au niveau des structures cérébrales impliquées dans la physiopathologie
dépressive.

Mots clés : Obésité, Dépression, Fluoxétine, Profil lipidique, Stress oxydatif. /

/ Abstract \

The objective of this study is to evaluate the beneficial effects of fluoxetine on disorders of lipid metabolism caused
by obesity and on the parameters of oxidative stress at the cerebral level that could be involved in the onset of
depressive behavior in patients with Wistar rats rendered obese by RC. After development of the obese phenotype,
obese rats were treated with fluoxetine for 4 weeks. Behavioral tests such as the open field-test (OFT) and forced
swimming (FST).After 24 hours of the last test, blood samples were taken for the determination of some blood
parameters and oxidative stress in the prefrontal cortex and the hippocampus. Our results showed that treatment
with fluoxetine improved the anxiety behavior. In obese rats during the OFT and reverse depressive behavior in
the FST. On the other hand, fluoxetine has a hypoglycemic effect and improved lipid profile parameters and
antioxidant status in brain structures involved in depressive physiopathology.

Key words: Obesity, Depression, Fluoxetine, Lipid profile, Oxidative stress.
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