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Résumé

Le stress osmotique est un stimulant puissant qui peut déclencher plusieurs déficiences périphériques et centrales
chez les étres vivants. Les mammiféres non désertiques ne peuvent résister que quelques jours a une carence
hydrique prolongée contrairement aux espéces désertiques et semi désertiques. Ces espéces présentent une tres
bonne adaptation leur permettant d’équilibrer leur balance hydrique par la mise en jeu d'un nombre important de
facteurs écologiques et de mécanismes physiologiques qui pourraient impliquer les systemes de neurotransmission
et/ou l'astroglie environnante. Plusieurs projets de recherche ont été, donc, lancés en vue de pouvoir décortiquer
les mécanismes pathologiques pouvant étre causés suite a 1’exposition aux conditions arides, ainsi que les
phénomeénes physiologiques d’adaptation a la déshydratation.

El effet, nous avons choisis d’étudier le modéle de rat déshydraté par privation hydrique prolongée, allant jusqu’a
la limite de tolérance du rat ; étant une espece non résistante au stress hydrique. Chez cet animal, et pendant la
privation hydrique, nous avons examiné les altérations biométriques et morphométriques corporels et de ses
différents organes vitaux, ainsi que les troubles de neurocomportementaux possibles, a savoir : I’anxiété, ’activité
locomotrice et la perception de la douleur. Parallélement, nous avons évalué I’activité de l'astroglie, la
neurotransmission a dopamine, a sérotonine et a vasopressine, ainsi que l'activité sécrétoire d'un organe
circumventriculaire; I'organe sous commissural, en passant par le suivi de I’activité de 1’axe hypothalamo-rénal.
En effet, nos résultats ont montré des variations pondérales tendant vers une déficience encore observée a partir
de 7 jours et qui s’accentue en 14 jours. Ces variations pondérales ont été accompagnées étroitement & des
changements spécifiques des poids des différents organes vitaux comme les reins, le foie, la rate, les testicules qui
ont connu une hypertrophie aprés déshydratation des animaux, avec une atrophie du cerveau a partir de 7 jours et
qui augmente encore plus a 14 jours de privation hydrique. Au niveau central, I’étude immunohistochimique a
révélé, par le biais du marqueur d’astrocytes matures (GFAP), une rétraction astrocytaire évidente et notoire au
niveau de I’hippocampe et 'OVLT qui commence a 7 jours de privation hydrique et persiste jusqu’a 14 jours,
alors que d’autres structures gliales comme les épendymocytes spécialisées de ’OSC montre une élévation de
I’activité sécrétoire de la Fibre de Reissner & 7 jours et une diminution & 14 jours de déshydratation. Ces variations
impliqueraient probablement des changements des systémes neuronaux, principalement la sérotonine dont nous
avons démontré une diminution de I’innervation sérotoninergique a 7 jours de déshydratation aussi bien de ’OSC
que le NRD. De plus, la dopamine s’est montrée comme ¢élément du puzzle dont nous avons noté une hyper
expression de I’enzyme de synthése (TH) au niveau mésencéphalique : la SNc, I’ATV et le NRD.

Ces variations de neurotransmission dopaminergique et sérotoninergique, ainsi que le changement d’osmolarité
en réponse a la privation hydrique prolongée contribueraient probablement a la réponse du systéme
neuropeptidergique, en particulier le systéme vasopressinergique (AVP) dont nous avons noté une réduction du
niveau d’AVP hypothalamique, particuliérement au niveau du noyau supraoptique et du noyau paraventriculaire
(SON et PVN) a une semaine de privation hydrique, puis élévation aprés deux semaines.

A travers cette étude, nous avons montré l'implication du systeme glial et neuronal ainsi que les organes
circumventriculaires dans la réponse aux conditions du stress osmotique, qui peut altérer certaines fonctions
comportementales chez le rat Wistar.

Mots clés: stress hydrique, activité locomotrice, anxiété, nociception, immunohistochimie, sérotonine, dopamine,

vasopressine, astroglie, organes circumventriculaires, aquaporine.
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Abstract

Osmotic stress is a powerful stimulant that can trigger several peripheral and central deficiencies in living
beings. Non-desert mammals can only withstand a prolonged water deficiency for a few days, unlike desert
and semi-desert species. These species have a very good adaptation allowing them to balance their water
balance by bringing into play a large number of ecological factors and physiological mechanisms that could
involve the neurotransmission systems and/or the surrounding astroglia. Several research projects have
therefore been launched in order to be able to dissect the pathological mechanisms that can be caused
following exposure to arid conditions, as well as the physiological phenomena of adaptation to dehydration.
Indeed, we chose to study the rat model dehydrated by prolonged water deprivation, going up to the rat's
tolerance limit; being a species not resistant to water stress. In this animal, and during water deprivation, we
examined the biometric and morphometric alterations of the body and its various vital organs, as well as
possible neurobehavioral disorders, namely: anxiety, locomotor activity and perception of pain. In parallel,
we evaluated the activity of the astroglia, the neurotransmission to dopamine, serotonin and vasopressin, as
well as the secretory activity of a circumventricular organ; the subcommissural organ, by monitoring the
activity of the hypothalamo-renal axis. Indeed, our results showed weight variations tending towards a
deficiency still observed from 7 days and which is accentuated in 14 days. These weight variations were
closely accompanied by specific changes in the weights of the various vital organs such as the kidneys, the
liver, the spleen, the testicles which experienced hypertrophy after dehydration of the animals, with atrophy
of the brain from 7 days and which increases even more at 14 days of water deprivation. At the central level,
the immunohistochemical study revealed, through the marker of mature astrocytes (GFAP), an obvious and
notorious astrocytic retraction at the level of the hippocampus and the OVLT which begins at 7 days of water
deprivation and persists up to 14 days, while other glial structures such as specialized ependymocytes of the
OSC show an elevation in Reissner's fiber secretory activity at 7 days and a decrease at 14 days of
dehydration. These variations would probably involve changes in the neuronal systems, mainly serotonin,
for which we demonstrated a decrease in serotonergic innervation at 7 days of dehydration in both the OSC
and the DRL. In addition, dopamine was shown as part of the puzzle of which we noted hyperexpression of
the synthesis enzyme (TH) at the mesencephalic level: SNc, ATV and NRD. These variations in
dopaminergic and serotonergic neurotransmission, as well as the change in osmolarity in response to
prolonged water deprivation, would probably contribute to the response of the neuropeptidergic system, in
particular the vasopressinergic system (AVP) of which we noted a reduction in the level of AVP
hypothalamic, particularly at the level of the supraoptic nucleus and the paraventricular nucleus (SON and
PVN) at one week of water deprivation, then elevation after two weeks. Through this study, we showed the
involvement of the glial and neuronal system as well as the circumventricular organs in the response to
osmotic stress conditions, which can alter certain behavioral functions in Wistar rats.

Key words: water stress, locomotor activity, anxiety, nociception, immunohistochemistry, serotonin,

dopamine, vasopressin, astroglia, circumventricular organs, aquaporin.

Hicham CHATOUI 24/09/2022



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

uadla
(@)l & Al Sl 8 4 58 el s Aplaiaall ) gaaill ds 5l (g0 aall () (523 O (S (558 Aie sa Sl dleaY)
V) sl oaall e il (e W I Aall 1 5 aas ol g sail e Slale Sl slea) Cig b 0585 o oS
Al a8 el A ey gl pmaall 4nd s Ay sl aall ) ) (e e calil A olaall & Sl sha Wl Jaai
35 A A sl spasdll LIV 5 Al Jal g2l e Gams 220 Jindll A (e ¢ Slall L 31 55 3330 5 (ge cai€as Al
sda Jid Ay gall Guanll (a1 I35 Y awall slinel puea e s @3 bl L slall (alill ae oSl )
Lpenill LA i/ 5 onmnl) Jail) dalail e 555 Alaiae chliDA] e (g skt o) (g elld g g huaale lde Liadll
il amy aaas O S Al e yall LIV e 535 (e Sl il (e il i) (g paad) (33U 3 Adnyadll
Caliall we oSl Aga ol gpudll jal ghall ISy AlalEl (o plall Cany Adbaal) )yl 23 gad Al o Uil (el
il (ol gadl 138 b Sl dlga ) asliy ¥ e 534558 63 jall dasdaa ) Juad s il sha ol il oLl (e (gle )
)yl SIS ¢ daliaall 4 soall Aliac] g anall 4 yia b ) sall 5 4 yie sl ol juail) (andy Ui celall (e (e yall
JEEY) 5 Apanill LA Tl oy Liad cdads 8 5l1 8 aIVL Gl Y1 5 S al) Laliall 5 GBI a5 cAlaiaall 4.8 5Ll
Ol sl (I cuanll (DA) (555 ypall 5 (BHT) (oo Sl suand) ¢Gadadly Jnaal) suianll (5 351 8Y) Laliall ) Adlaily
(OSC) w5 algall cani e ) gae Lol 481 o A (o ¢, sad Jaad 03 sl) 8 ol Ll & jelal el gl) 8
050 (8 i) Liailis < yelal cadl ) 8 gy 14 (saiae 8 aBlily oAl 5 il 7 die JasD J) 3 Y 3 il
Gosl) (B DAY sda i) Lag 14 (st b Bl (M5 ALl 7 dia Jaad0 J Y ) el sad aas
G sinall o gladll g pinadll y Jadall g 2 S 2 a5 cAiliaal) eliac ) ol ) sl (b e il yaaiy i Ul )
ALy sha il ) alga ) pe il g apdanll 301 8 daliaall Cilaal (e 2l g dpuanl) il Kall il o5 3S pal)
Aol Lpanll LA Adle JOA (e e Liall AiloaSl) Uil )2 i3S (138 5 (GFAP) (o5 a5 gl i 0 ¢
5 madll (5 s o Daanill WAL Gaaid) OVLT L 14 Sin et s elal (e e all (g0 il 7 8 Ty 5301
& Aaadiall dpaal) LSRN Jie JSLell sedali s AY) Agall LAY o (s &« OSC Jl_a) balis 8 e lis ) RF
Lali 5 dgpanl) L) 6 Ol s GUAY) 23 (et G Jaisall (e e saul 8 (alids) g asl g & sl b
Go IS (B liall e aaly g sl (B Cnigig el (3008 Cuant 8 Waliail U jelal il 5 ¢y 5i s el OSC
DRL. <adsill a3l o ymaaill Jajd 4 Llaa (21 3alll a6 3o Gaalysall (i je ey ) ALYl (TH) e
L sid) gladll (5 gisa: SNC 5 ATV 5 NRD. gmelsall amad) Jall & ClEUAY) o3 aalid o Jainall (3
il alad sl & celall (e Jashall Glaall Al 4 gen) (A il ) ALY i 55 pand) G 5a 08
el Lass ¥ 5 sl vasopressinergic (AVP) (e .o siwall (8 Laalias) Lilaa (53l AVP daala calgall cans
Ol 3 ) slaall 31 i 5 Ay yeadl (38 3 53 (5 s Ao (SON 5 PVN) @i colall o Jlasall (e sl 5 g sand (4
O sal amy gl V), 8 el Al elac Y1 IS g cuandl g ) Sleadl day 53U sedal il all oda IS (e
PR A REENAY
Dy 18 (8 Ame A8l il g s o (S (Al 5 ¢l aleal) L Al sleaY) cLalidel Lol
dapnall slme Y1 ¢ Ll g il ¢ Gpan g S ¢ Gpalasall ¢ Cigig paadl ¢ Aysha <l il elall e (laal) cilial)
G ST gLl ¢ Ao Liall A ol sined) eluasSll ¢ a1 @l o) ¢ RN ¢ S Al Tl ¢ iy ) Gl ¢ cpladly,

Hicham CHATOUI 24/09/2022



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

Dédicace

« Se réunir est un début ; rester ensemble est un progres ; travailler ensemble est la réussite. »

« Echouer ¢ ’est avoir la possibilité de recommencer de maniére plus intelligente.»
Henry Ford.

En reconnaissance envers tous ceux qui m’ont encouragé et aidé a effectuer ce travail de

recherche, je dédie ce manuscrit :

"A I'dme du Prof. Mr Mohamed Najimi, je vous ai connu a la fois comme un professeur,
collegue respectueux et comme un ami trés cher & moi. VVous avez servi vos coéquipiers, vos
étudiants, le Département de Biologie, la Faculté et I’Université de multiples fagons a réussir
car vous n'avez épargné aucun effort pour contribuer au domaine de la recherche scientifique

au Maroc et dans le monde. Pour les divers souvenirs, bons et mauvais moments que nous

avons partagés, je vous dis "Merci Infiniment". Repose en paix"

A mes trés chers parents Mustapha CHATOUI et Fatima CHETOUI, pour leur soutien moral,
et pour tous les sentiments d’affection et d’amour qui représentent pour moi le pilier de tous

mes efforts.

A mes chers fils Mohamed Taha et Saad et & ma trés chére femme Hayat BOUIGHAJD qui

n’ont cessé de me combler par leur amour et leur tendresse.

A mon cher frére Redouane CHATOUI, ma chére sceur Kaoutar CHATOUI et leurs petites

familles qui m’ont soutenu moralement et sentimentalement.

A mes trés chers tantes & oncles, ainsi que mes cousines et cousins et mes grands-parents,

tous les membres de ma famille et tous mes chers amis et chers collegues de travail.

Hicham CHATOUI 24/09/2022



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

Remerciements
Ce travail n’aurait jamais di voir le jour sans le soutien de plusieurs personnes.
Je tiens a remercier vivement et sincérement mes deux directeurs de thése : le Pr. Halima
Gamrani et le Pr. Mohamed Merzouki pour avoir cru a moi en m’acceptant au sein de leurs
laboratoires. Ce fut un énorme plaisir de travailler avec vous Madame et Monsieur. Je ne
pourrais jamais oublier également le réle que vous avez joué dans ma vie professionnelle, vous
m’avez aidé au début de thése en m’apprenant les principes d’une recherche rigoureuse.
Mes vifs remerciements vont également aux rapporteurs de cette thése et a Madame la
Présidente du Jury, Pr Fatiha Chigr, pour le temps et le privilege qu’ils m’ont accordé en
examinant ce travail, merci chers professeurs. Egalement, je remercie infiniment tous les
membres de jury de cette thése, ce f(t un énorme honneur d'avoir un tel prestigieux jury.
La contribution des collegues a ne pas négliger, et qui a contribué¢ sans doute a I’avancement
de ce travail de thése, je ne peux me permettre d’oublier tout ce que le Pr. Omar El Hiba a pu
faire pour moi, tout son soutien qu’il a apporté a moi et aux autres collégues sans bénéfice, c'est
sa gentillesse et sa serviabilité et sa bonne foi qui ’animent, merci infiniment cher ami fidel
Omar, avec qui j’ai passé les plus beaux moments de cette these.
Mes remerciements vont également a mes chers collegues de I’Equipe des Neurosciences,
Pharmacologie et environnement, au Laboratoire des Neursciences Expérimentales, Clinique et
de ’Environnement, a la Faculté des Sciences Semlalia, a savoir : le Pr. Abdeljalil ELGOT
Mme, le Pr. Abdellatif ABBAOUI le Dr. Hind BENAMMI, pour leur aide permanente et leur
bonne humeur qui animaient ce laboratoire depuis leur arrive, et le Dr. Wafae SANSAR qui
m’a beaucoup aidé dans mes débuts au laboratoire avec qui j’ai travaillé des années de plaisir
et de passion ce fut un grand honneur pour moi de vous connaitre, et le Dr. Wafae Laabbar, le
Dr Hasna Errazi et le Pr. My Mustapha Bouyattas également pour les bons moments que nous
avons passé au laboratoire.
Mes vifs remerciements vont également a mes chers amis et professeurs : le Pr. Abderrahman
Chait, le Pr. Abdessamad Tounsi, le Pr Nadia Zouhairi, le Pr. Hasna Lahouaoui, le Pr. Malika
Benlfakir, le Pr. Loubna Khalki, le Pr. Hanane Khalki, le Pr. Faical Isbain, le Pr. Zakaria Ouhaz,
le Pr. Aimrane Mohcine et le Pr. Ahmed Draoui qui m’ont beaucoup soutenu en fin de these.
Egalement je tiens a remercier le Pr. EL HIDAN My Abdelmounaim, le Dr. Mountassir
Maryame et le Dr. Chaib Samira pour leur soutien permanent.

Merci a vous et a tous ceux que je n'ai pas cites et qui ont di me soutenir de loin ou de prét.

Hicham CHATOUI 24/09/2022



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et

neurophysiologique

SOMMAIRE

Liste des illustrations
Liste des tableaux :

Liste des abréviations

I. Introduction générale

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

£

I. Importance de I’eau et de I’équilibre hydrominéral pour les étres vivants

Il. Stress hydrique et déséquilibre hydrominéral

1.1. Types de déshydratation

I1.2. Population a risque

1.3 Effets Physiologiques de la déshydratation

11.3.1. Effets sur la masse pondérale
11.3.2. Effets hématologiques et hormonaux

11.3.3. Effets sur le fonctionnement du systéme nerveux central

11.3.3.1.  Effets neurocomportementaux

a)  Effets sur la performance locomotrice
b) Effets sur I’état d’humeur : anxiété

c) Effets sur la perception de la douleur

d) Effets cognitifs

11.3.3.2.  Effets sur les systémes de neurotransmission
a) Stress hydrique et systeme a dopamine (DA)

i Biosynthése et régulation de la DA

ii.  Neuroanatomie et fonctions du systeme a DA

Réponses du systeme a DA au stress hydrique

b)  Stress hydrique et systeme a sérotonine (5HT)
i Biosynthése et régulation de la 5HT

e Biosynthése de la sérotonine

¢ Neuroanatomie et fonctions du systéeme a 5HT

ii. Réponses du systeme a 5HT au stress hydrique
11.3.3.3.  Effets sur le systeme neuropeptidergique

a) Stress hydrique et systeme a AVP

i Biosynthése et régulation de I’AVP

ii.  Neuroanatomie et fonctions du systeme a I'AVP

b) Stress hydrique et I'ocytocine (OT)
c) Autres systemes impliqués dans la réponse au stress hydrique

i Neurotransmetteurs classiques locaux interagissant avec les NMCs

ii.  Neuropeptides colocalisés avec I’AVP et I'OT dans les NMCs

Autres substances impliquées dans le processus de la déshydratation
11.3.3.4.  Effets sur le systeme glial

a) Classification et fonctions des cellules gliales

i Définition et roles

ii.  Types de cellules gliales
e Les ependymocytes

» Les épendymocytes classiques

» Les épendymocytes spécialisées

e Les tanicytes

Hicham CHATOUI

O N N U

13
14
14
15
15
15
16
17
18
18
20
20
21
22
22
22
23
24
25
26
26
26
27
35
36
36
36
39
40
40
40
41
41
41
41
41



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

e Les astrocytes 41
¢ La microglie 42
e Lesoligodendrocytes 42
* Les marqueurs gliaux 42
iii. .Role de I'astroglie dans la régulation de la balance hydrique centrale et le maintien de
I'intégrité neuronale 43
iv.  RoOle des organes circumventriculaires dans le controle du bilan hydrominéral : I'Organe
sous Commissural (OSC) et la Fibre de Reissner (RF) 45
v.  Réaction du systéme glial en réponse au stress hydrique et plasticité gliale ----------------- 47
MATERIELS ET METHODES 48
I.  Les animaux utilisés 49
Il.  Induction du stress hydrique chez les rats 49
1. Etude pondérale et morphométrique 50
III.L1.  Etude pondérale 50
IIl.2.  Etude morphométrique de quelques organes vitaux 50
Iv. Etude neurocomportementale 50
IV.1.  Etude de l'activité locomotrice: Test du champ ouvert "open field" 50
IV.2.  Etude de I'état d'anxiété: test chambre noire/obscure « Dark-Light Box » 51
IV.3.  Etude analgésique: test de la plaque chauffante « hot plate » 52
V. Etude immunohistochimique 53
V.1. Principe de la technique 53
V.2. Le protocole expérimental adopté 54
V.3. Quantification du marquage immunohistochimique 57
VI. Etude statistique 58
Résultats 59
I. Etude biométrique et morphométrique 60
1.1. Etude de I’évolution des réponses du poids corporel au stress hydrique 60
1.2. Etude de la variation des poids spécifiques de certains organes vitaux suite a la privation hydrique
prolongée 60
1.3. Etude de I'état d’anxiété des animaux soumis a une privation hydrique prolongée------------------- 62
1.4. Etude de I'activité locomotrice des animaux soumis a une privation hydrique prolongée----------- 63
1.5. Etude de la réponse a la douleur périphérique des animaux soumis a une privation hydrique
prolongée. 63
Il. Etude immunohistochimique 64
1.1 Etude immunohistochimique de I'expression de I’AQ2 au niveau de la zone médullaire du rein --64
11.2. Etude immunohistochimique de I'expression de I’hormone antidiurétique (arginine-vasopressine)
au niveau hypothalamique : noyau paraventriculaire (NPV) et supraoptique (NSO) 66
11.2.1. Etude du noyau paraventricualire (NPV) 66
11.2.2. Etude du noyau supraoptique (NSO) 68
1.3 Etude immunohistochimique des réponses du systeme dopaminergique au stress hydrique
prolongé chez le rat 69
11.3.1. Etude du locus dopaminergique de la substance noire pars compacta (SNc) et I'aire
tegmentale ventrale (ATV) 70
11.3.2. Etude du locus dopaminergique du noyau de Raphe Dorsal (DRN) et médian (MRN) --------- 71

Hicham CHATOUI 24/09/2022



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

11.4. Etude immunohistochimique des réponses du systéme sérotonergique au stress hydrique
prolongé chez le rat 73
1.4.1. innervation a 5HT du noyau de Raphe Dorsal (DRN) 73
11.4.2. Innervation a 5HT de 'organe sous commissural (OSC) 74
I.5. Etude immunohistochimique des réponses du systeme glial au stress hydrique prolongé chez le
rat 76
I1.5.1. Etude le la réponse de I'activité sécrétoire des ependymocytes de I'OSC 76
11.5.2. Etude le la réponse de I'astroglie 77
1.L5.2.1.  L’hippocampe 77
11.L5.2.2.  Etude de I'organe vasculaire de la lame terminale (OVTL) et éminence médiane (ME) ---78
Discussion 80
I.  Effet du stress hydrique sur les parameétres biométriques 81

Il. Implication de I’axe hypothalamo-rénal dans la réponse au stress hydrique chronique. ---- 83

1l. Effet du stress hydrique prolongé sur I’activité sécrétoire de I'organe sous-commissural 88

Iv. Effet du stress hydrique sur I'astroglie 89
V. Effet du stress hydrique sur le comportement animal 90
V.1. Effet sur I'activité locomotrice 91

V.2. Effet du stress hydrique de I'état d’anxiété 92

V.3. Effet du stress hydrique sur la sensation de la douleur 93
Conclusion Générale et Perspectives 94
Références Bibliographiques 98

Hicham CHATOUI 24/09/2022



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

Liste des illustrations

Figure 1: Les voies anaboliques et cataboliques de la dopamine 20

Figure 2: Schéma illustrant les principaux corps cellulaires dopaminergiques et leurs projections dans le

cerveau de rat 22
Figure 3: Les voies anaboliques et cataboliques de la sérotonine 24
Figure 4:Efférences des noyaux sérotoninergiques du Raphé 25
Figure 5: Structures chimiques de I'AVP et de I'OT 26
Figure 6:Schéma résumant les étapes de biosynthése, transport et libération de I'AVP ------------------ 27
Figure 7:Schéma illustrant la position des NSO et NPV chez le rat 28

Figure 8: Schéma montrant I'emplacement des neurones a AVP et a OT au niveau des NSO chez le rat
(en blanc les neurones a AVP et en noir ceux a OT) 28

Figure 9: Schéma montrant I'emplacement des neurones @ AVP et a OT au niveau des NPV (en blanc
les neurones a AVP et en noir ceux a OT) 29

Figure 10: Schéma illustrant 1’effet de la liaison de I’AVP sur son récepteur V2 au niveau des cellules

principales des tubes collecteurs et I’anse de Henlé, sur I’expression de 1’aquaporine 2 rénale -------- 30
Figure 11: : Schéma montrant la structure d'un monomeére d'aquaporine 31
Figure 12: Schéma montrant I'emplacement des organes circumventriculaires chez le rat -------------- 46
Figure 13: Le dispositif du champ ouvert "open field » 51
Figure 14: Le dispositif de la chambre claire-obscure (Dark-light box). 52
Figure 15: Dispositif de la plaque chauffante utilisé 53
Figure 16: Principe de la technique d'immunohistochimie adoptée 54
Figure 17: Le microtome utilisé pour les coupes des tissus 55

Figure 18: Le systeme de prise de photo utilisé: caméra connectée a un ordinateur et au microscope. 57
Figure 19: Evolution du poids corporel des rats des différents groupes au cours de 14 jours ----------- 60

Figure 20: Poids moyens de quelques organes vitaux (foie, rien, rate, cerveau, testicules) des rats des
différents groupes étudiés au cours de 14 jours 61

Figure 21: Histogramme montrant le temps passé dans la chambre obscure du test DLB des rats des
différents groupes étudiés 62

Figure 22: représentation graphique montrant I'activité locomotrice (nombre de cases parcourues
pendant 5 min d'observation) des rats des différents groupes étudiés 63




Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

Figure 23: Histogramme montrant le temps de latence des rats des différents groupes a étudier ------- 64

Figure 24: Etude de I’expression de I’AQ2 au niveau médullaire du rein. A, B et C : coupes sagittales
du rein (20 pm d’épaisseur) marquées a 1I’antiAQ2 65

Figure 25: Etude de I’expression de I’AVP au niveau du noyau paraventriculaire (NPV). A, B et C :
coupes frontales a travers I’hypothalamus (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-AVP----------------- 67

Figure 26: Etude de I’expression de I’AVP au niveau du noyau supraoptique (NSO). A, B et C : coupes
frontales a travers I’hypothalamus (20 pm d’épaisseur) marquées a 1’anti-AVP 69

Figure 27: Etude de I’expression de la Tyrosine Hydroxylase (TH) au niveau mésencéphalique. A, B et
C : coupes frontales (20 um d’épaisseur) a travers le méSencéphale marquées a I’antiTH ------------- 71

Figure 28: Etude de I’expression de la Tyrosine Hydroxylase (TH) au niveau du tronc cérébral. A, B et
C : coupes frontales (20 um d’épaisseur) a travers le noyau de Raphé dorsal (DRN) et médian (MRN)
marquées a I’antiTH 72

Figure 29: Etude de I’expression de la SHT au niveau du noyau de Raphe Dorsal (DRN). A, Bet C :
coupes frontales a travers le mésencephale (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-5HT ---------------- 74

Figure 30: Etude de I’expression de la SHT au niveau de 1’organe sous commissural (OSC). A, Bet C:
coupes frontales a travers le I’OSC (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-SHT 75

Figure 31: Etude de I’expression de la FR au niveau de 1’organe sous commissural (OSC). A, BetC:
coupes frontales a travers le I’OSC (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-FR 77

Figure 32: Etude de ’expression de la GFAP au niveau de d’hippocampe. A, B et C : coupes frontales

a travers I’hippocampe (20 um d’épaisseur) marquées a 1’anti-GFAP 78

Figure 33: Etude de I’expression de la GFAP au niveau de ’OVLT. A, B et C : coupes frontales a travers
I’hippocampe (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-GFAP 79

Liste des tableaux :

Tableau 1: Répartition moyenne de la masse hydrique totale corporelle entre les différents

compartiments cellulaires 6
Tableau 2: Causes possibles des trois types de déshydratation 9
Tableau 3: Situations de risque de déshydratation chez I’enfant 10
Tableau 4: Les différentes structures étudiées par immunohistochimie 55

Tableau 5: Résumé des différents anticorps utilisés, leurs dilutions et les antigénes ciblés ------------- 56



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

Liste des abréviations

5-HIAA : acide 5-hydroxyindole acétique
5HT: sérotonine

Ag: Aqueduc de Sylvius

ARC: noyau arqué

DA: dopamine

DM: le noyau dorso-Médian,

FR: fibre de Reissner

GABA: L'acide y-aminobutyrique
GFAP: glial fibrillary acidic protein (protéine gliofibrillaire acide)
IHC : immunohistochimie

LCR: liquide céphalorachidien

L-DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine
MAOQO: Monoamine oxydase.

NA: noradrénaline

NMDA : acide N-méthyl-D-aspartique
OSC: organe sous commissural

SNc: substantia nigra pars compacta (substance noire pars compacta)
ATV : aire tegmentale ventrale

NRD : noyau de raphé dorsal

NSO : noyau supraoptique

NPV : noyau paraventriculaire



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

I. Introduction générale

L’eau étant I’élément essentiel du corps humain dont elle assure de nombreuses fonctions
physiologiques, grace a ses propriétés chimiques presque uniques. L’cau agit comme un
constituant des cellules et du liquide extracellulaire, solvant, réactif, milieu de réactions
biochimiques, transporteur de nutriments et de produits de dégradation, thermorégulateur,
lubrifiant et amortisseur. C’est un nutriment indispensable, constituant de toutes les cellules,
avec des proportions atteignant jusqu’a 60% du poids corporel chez 1’adulte et 75% chez le
nouveau-né (Cheuvront et al., 2003 ; Dietary Reference Intakes, 2006 ; Ciobanu, 2010 ;
Courbebaisse, 2015 ; Collin, 2019). La teneur en eau totale du corps humain dépend de
plusieurs facteurs, entre autres : la corpulence, le sexe et I’age. Sa teneur varie d’un tissu a
’autre, entre 1% dans 1’ivoire des dents, a 90% dans le plasma sanguin, outre le sang, d’autres
organes sont bien hydratés, comme le cerveau et le cceur (Cheuvront et al., 2003 ; Dietary
Reference Intakes, 2006 ; Ciobanu, 2010).

Par conséquent, une hydratation adéquate est nécessaire pour le bon fonctionnement des
différents systémes vitaux de l’organisme. Il est important de pouvoir évaluer le degré
d’hydratation des sujets exposés a des conditions ambiantes qui favorisent la déshydratation
(Armstrong, 2005; Jiménez, 2013 ; Miserez et al., 2016). Les personnes agées sont
spéecifiquement les plus exposées au risque de déshydratation pendant 1’été car elles sont
sensibles & la soif et les mécanismes de filtration rénale sont moins efficaces que chez les
personnes les plus jeunes. Les nouveaux-nés et nourissons sont aussi sensibles au déficit
hydrique car ils ne peuvent pas réclamer leur sensation de soif. Selon des études réalisées en
Angleterre, en Allemagne et en France, les enfants ne boivent pas assez d’eau (Gregory and
Lowe, 2000 ; Sichert-Hellert et al., 2001 ; Duhamel and Brouard, 2010). Il existe plusieurs
méthodes pour évaluer 1’état d’hydratation d’un individu : mesure du poids corporel, méthode
des traceurs, impédance bioélectrique, osmolarité du plasma ou du sérum, mesures urinaires
(Bresson and Goudable, 2013).

Les conséquences du déficit hydrique ont été souvent étudiées sur le métabolisme de

I’eau et la répartition des liquides corporels, chez plusieurs espéces domestiques et sauvages

(Schmidt-Nielsen, 1964 ; More et Sahni, 1979 ; Boudah and Khouni, 2017).

La majorité des animaux domestiques ne peuvent supporter les pertes hydriques pouvant
dépasser 12 a 15 % du poids corporel (Yagil, 1985 ; Grech-Angelini, 2007 ; Savanovitch and

1
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Sauvant-Rochat, 2012 ; Jiménez, 2013) et les ruminants sauvages des zones arides n'atteignent
pas les performances du dromadaire (Wilson et al., 1989 ; Bengoumi and Faye, 2002 ; Faye,
2011 ; Bouaouda, 2015). En plus, la privation hydrique cause une déshydratation trois fois plus
importante chez le bovin que chez le dromadaire, qui peut provoquer des pertes de 6 % du poids
par jour chez le bovin contre 2 % du poids par jour chez le dromadaire (Siebert and Macfarlane,
1975 ; Bengoumi and Faye, 2002 ; Faye, 2011). Ces pertes sont réparties de maniére inégale
entre les différents secteurs hydriques corporels (Macfarlane et al., 1962 ; Bengoumi and Faye,
2002 ; Faye, 2011).

La plupart des especes désertiques ont développé un comportement spécifique réaction
aux conditions du climat aride et de la sécheresse. Le processus d'adaptation a la déshydratation
est tres complexe et il implique un ensemble de mécanismes physiologiques, ce qui rend ces
espéces des modeles biologiques remarquables en vue d’étude de leur adaptabilité et de leur
résistance aux conditions d’aridité. Deux espéces connues pour leur haute capacité a résister a
la déshydratation sont le dromadaire (Camelus dromedarius) (Yagil et al., 1994 ; Goumi et al.,
1996 ; Kataria et al., 2002 ; Ouajd and Kamel, 2009 ; Parker et al., 2003 ; Alim et al.,2019) et
la mérione (Meriones shawi) (Laalaoui et al., 2001 ; Elgot et al., 2009, Laalaoui et al., 2011 ;
Elgot et al., 2012 ; Elgot et al., 2018 ; Alim et al.,2019).

L’adaptation a la privation hydrique fait appel a un ensemble de mécanismes neuronaux
et hormonaux. Parmi ces mécanismes, les plus connus sont : I’hormone antidiurétique (ADH),
I’aldostérone, le peptide natriurétique atrial (ANP) (encore appelé facteur natriurétique
auriculaire (ANF)), le systéeme nerveux (SN) sympathique autonome et systéme rénine-
angiotensine. En effet, I’ADH, aussi connu sous le nom arginine-vasopressine (AVP), est
secretée par les neurones du SNC et agit au niveau rénal pour augmenter ensuite la perméabilité
des tubules distaux du néphron et des tubes collecteurs, au niveau du rein, et favorise la
réabsorption de l'eau grace a des protéines transmembranaires appelées aquaporines,
particulierement I’AQ-2 (Wilson et al., 2013 ; Elgot et al., 2018).

La régulation de la balance hydrique est essentielle pour le bon fonctionnement des
mécanismes vitaux de 1’organisme. En effet, il a été démontré qu’une déshydratation modérée
altere amplement les performances cognitives : 1’état de vigilance, I’attention, la concentration
et la mémoire a court terme (Szinnai et al., 2005 ; Jéquier and Constant, 2010 ; Adan, 2012 ;
Wittbrodt and Millard-Stafford, 2018 ; Zhang et al., 2019 ; Edmonds et al., 2021). De plus, chez

les enfants, une hydratation insuffisante peut avoir des conséquences sur leurs performances
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mentales (Bar-David et al., 2005; Fadda et al., 2008 ; Adan, 2012 ; Fadda et al., 2012 ;
Wittbrodt and Millard-Stafford, 2018 ; Zhang et al., 2019 ; Edmonds et al., 2021).

Notre étude vise ainsi, 1’évaluation des conséquences d’une privation hydrique

progressive et prolongée allant d’une a deux semaines sur le systéme nerveux central et la

physiologie du rat, en vue de déceler les mécanismes mis en jeu pour 1’adaptation a ce genre de

stress chez une espéce de laboratoire non résistante au stress hydrique a travers les aspects

suivants :

Les parameétres biométriques : comme le poids corporel et le poids relatif de certains
organes vitaux : le foie, le rein, la rate, les testicules et le cerveau
Le comportement animal en particulier : la performance locomotrice, 1’état d’anxiété et

I’analgésie via des tests et dispositifs appropriés

Nous visons également, a travers ce projet, I’évaluation des réponses progressives du

systeme glial et neuronal via une étude immunohistochimique par usage d’antisérums

approprieés :

Etude du systeme glial, qui comporte deux types: I’astrogliec via un marqueur
spécifique ; la protéine gliofibrillaire acide (GFAP) et les cellulaires épendymaires
spécialis¢ de 1’organe sous commissural (OSC), un des organes circumventriculaires,
par I’étude de ’activité sécrétoire de I’OSC en quantifiant le taux de la fibre de Reissner
(FR) libérée par les cellules épendymaires et hypendymaires de 1’organe.

Etude du systeme neuronal : dont nous allons nous focaliser sur deux principaux
systemes neuronaux : le systéme a dopamine, via 1'é¢tude de I’immunoréactivité a la
tyrosine hydroxylase (TH) et le systeme a sérotonine (5-HT), par la quantification de

I’immunoréactivité a la 5-HT.

Par ailleurs, et dont le but d’évaluer les mécanismes d’adaptation a la privation hydrique

surtout prolongée impliquant le systéme neuropeptidergique ; la vasopressine hypothalamique

et les protéines aquaporines renales, nous avons étudié par immunohistochimie 1I’expression de

la vasopressine au niveau des noyaux hypothalamiques ainsi que 1’aquaporine-2 au niveau des

tubules collecteurs du rein.
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|. Importance de I’eau et de I’équilibre hydrominéral pour les étres

vivants

L’eau est I’élément essentiel du corps humain, un principe de base qui est souvent oublié
dans les recommandations nutritionnelles. En effet, I’eau remplit de nombreuses fonctions
physiologiques, grace a ses propriétés uniques. Elle agit comme un constituant des cellules et
du liquide extracellulaire, solvant, réactif, milieu de reactions biochimiques, transporteur de
nutriments et de produits de dégradation, thermorégulateur, lubrifiant et amortisseur. C’est un
nutriment indispensable, présent dans toutes les cellules, avec des proportions atteignant
jusqu’a 60% du poids corporel chez 1’adulte (Tableau 1) et 75% chez le nouveau-né (Cheuvront
et al., 2003 ; Courbebaisse, 2015 ; Collin, 2019). De plus, grace a la compréhension des
fonctions de 1’ecau et des processus de régulation de la balance hydrique, une meilleure
estimation des besoins quotidiens en eau a été réalisée. En effet, un adulte sédentaire devrait
boire, en moyenne, 1.5 1 d’eau par jour. Ce qui indique réellement que I’cau est le seul liquide
de notre alimentation qui est indispensable pour I’hydratation corporelle. Les besoins en eau
varient selon les conditions environnementaux et 1’effort déployé lors d’une activité physique
(Jequier et Constant, 2009 ; Miserez et al., 2016).

L’eau est un excellent solvant pour les ions et les solutés, comme le glucose et les acides
aminés (Haussinger, 1996 ; Chen et al., 2012). En tant que molécule, elle interagit fortement en
diminuant les forces électrostatiques et les liaisons hydrogene entre les molécules polaires.
L’eau est impliquée dans les réactions hydrolytiques, par exemple, 1’hydrolyse des protéines,
des hydrates de carbone et des lipides. Cet élément vital est également un produit du
métabolisme oxydatif. La production d’eau est de 0,6, 1,12 et 0,37ml lors de I’oxydation d’un
gramme de glucose, d’acide palmitique et de protéine (albumine) respectivement (Jéquier et

Constant, 2009 ; Chen et al., 2012).

L’eau est nécessaire a I’homéostasie cellulaire pour assurer le transport des nutriments
aux cellules et emporter les produits de dégradation (Haussinger, 1996 ; Spector, 2009). C’est
un milieu qui maintient le déroulement des différents systemes de transport, permettant les
échanges entre les cellules, le liquide interstitiel et les capillaires (Grandjean and Campbell,
2004 ; Chang and Leung, 2014). L’eau maintient le volume vasculaire et assure la circulation
sanguine qui est indispensable au fonctionnement des organes et des tissus de I’organisme (Ritz

and Berrut, 2005 ; Chang and Leung, 2014). Ainsi, tous les systemes cardiovasculaire et
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respiratoire, 1’appareil digestif, ’appareil reproducteur, les reins, le foie, le cerveau et le
systéme nerveux périphérique, dépendent d’une hydratation adéquate pour leur bon
fonctionnement (Haussinger, 1996 ; Chang and Leung, 2014). Une déshydratation sévére
affecte, donc, la fonction de nombreux systemes et peut aussi menacer la vie du patient (Szinnai
et al., 2005 ; Courbebaisse, 2015) (Tableau 1).

Tableau 1: Répartition de la masse hydrique totale corporelle dans les différents compartiments
cellulaires (d’aprés European Food Safety Autority. Scientific Opinion on Dietary Reference
Values for Water. EFSA J 2010 ; 8 :1459-1469) (Courbebaisse, 2015)

Masse hydrique totale : environ 60 % du poids corporel

Liquide extracellulaire: 35 % de la
masse hydrique totale
Liquide
plasmatique: Liquide intracellulaire: 65 % de la
Liquide interstitiel: 28 % .
7% dela masse hydrique totale
de la masse hydrique
masse
) totale
hydrique
totale

L’eau est dotée d’une capacité thermique élevée, ce qui permet d’atténuer les
changements de la température du corps lors d’exposition au chaud ou au froid. L’évaporation
de I’eau au niveaux de la surface de la peau necessite beaucoup d’énergie ; il s’agit d’un
processus efficace permettant la perte de la chaleur méme lorsque la température corporelle est
inférieure a la température ambiante (Montain et al, 1999 ; Daikoku et al., 2007).

En association avec des molecules visqueuses, I’eau forme des fluides lubrifiants pour
les articulations, la salive, les sécrétions gastriques et intestinales, ainsi que des secrétions
muqueuses dans les voies respiratoires et les tractus génital et urinaire. En maintenant la forme
des cellules, I’eau absorbe les chocs lors de la marche et de la course afin de protéger le cerveau
et la moelle épiniére. Cette caractéristique est aussi trés importante pour le feetus qui bénéficie
d’un milieu hydrique environnant. Toutes ces fonctions hydriques essentielles dans le corps
justifient le besoin indispensable de maintenir un état d’hydratation corporelle approprié
(Chang and Leung, 2014).
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En conséquence, une hydratation adéquate est nécessaire pour le bon fonctionnement
des différents systemes vitaux de 1’organisme. Une personne est considérée comme hydratée
normalement losrqu’elle maintient sa balance hydrique. Il est nécessaire de pouvoir estimer le
degré d’hydratation des sujets exposés a des conditions d’environnement favorisant la
déshydratation (Armstrong, 2005). Les personnes agées sont, en particulier, les plus exposées
au risque de perte hydrique pendant 1’été car elles sont trés sensibles a la soif et les mécanismes
de filtration rénale sont moins efficaces. Les enfants trés jeunes sont aussi sensibles a la
déshydratation et ils ne communiquent leur sensation de soif (Bryant, 2007 ; Miserez et al.,
2016). Quant aux enfants, des études menées en Angleterre, en Allemagne et en France ont
montré qu’ils ne boivent pas assez d’eau (Gregory and Lowe, 2000 ; Sichert-Hellert et al.,
2001). Il existe plusieurs méthodes pour évaluer 1’état d’hydratation d’un individu : poids
corporel, méthode des traceurs, impédance bioélectrique, osmolarité du plasma ou du sérum,

mesures urinaires.

Plusieurs études ont été menées pour mesurer le degré d’hydratation corporelle. En effet,
les cliniciens et les médecins généralistes utilisent 1’échelle de couleurs de I’urine comme un
indicateur du degré d’hydratation (Mentes et al., 2006 ; Ozolina et al., 2013). Cette méthode
est trés simple et utilisée dans les établissements de prise en charge des personnes agées par
exemple. Cette technique est rapide, peu colteuse et peut étre utile pour 1’évaluation de 1’état
d’hydratation et aussi intervenir en cas de besoin rapidement. Néanmoins, une évaluation
approximative du degré d’hydratation peut étre également obtenue par la mesure de la sensation
de soif avec utilisation d’une simple échelle numérique (Mukunda et al., 2016). Cependant,
cette méthode n’est pas toujours appliquée chez les personnes agées souffrant d’une sensation

de soif et de déshydratation altérée.

I1. Stress hydrique et déséquilibre hydrominéral

I.1. Types de déshydratation

Il 'y existe trois types de déshydratation (EFSA, 2008 ; Thomas et al., 2008 ; EFSA
2010) : une déshydratation isotonique due a des pertes d’cau et de sel de fagon isotonique ; une
déshydratation hypertonique caractérisée par des pertes d’eau supérieures aux pertes de sel et
une deshydratation hypotonique causee par des pertes de sel supérieures aux pertes d’eau
(Tableau 2):
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Concernant la déshydratation isotonique, la perte de sel se fait d’une maniére isotonique
a partir du tube digestif, lors de diarrhées profuses par exemple (Grandjean and
Campbell, 2004 ; Urdampilleta and Gomez-Zorita, 2014 ; Cheuvront et al., 2018 ;
Taylor and Jones, 2021). La solution de réhydratation recommandée par I’OMS est
utilisée dans le traitement des diarrhées dans les pays en voie de développement qui
consiste en I’administration de solutions salées isotoniques;

Quant a la déshydratation hypertonique, les sujets concernés souffrent d’un apport
hydrique insuffisant, qui est di a des pertes d’eau excessive (Grandjean et Campbell,
2004 ; Cheuvront et al., 2018 ; Taylor and Jones, 2021). Un apport hydrique insuffisant
peut étre secondaire a une sensation de soif déficiente, a un état de conscience altéré ou
simplement a un manque d’eau. Certaines maladies peuvent provoquer des pertes d’eau
importantes, comme la diurese osmotique ou le diabéte insipide. Pendant les
vomissements, des pertes de HCI peuvent peuvent surevnir, ce qui équivaut a une perte
d’eau pure. La sudation est considérée comme une perte importante de liquide
hypotonique dans un environnement a température ambiante élevée et encore plus
pendant la pratique d’un exercice musculaire prolongé dans ces conditions;

Par ailleurs, la déshydratation hypotonique est induite quand les pertes de liquides
gastro-intestinaux sont remplacées par de I’eau ou par un liquide contenant moins d’ions
de sodium et de potassium que le liquide perdu. Dans ce cas, ces pertes sont soit
hypotoniques ou bien isotoniques par rapport au plasma (Ritz, 2001 ; Taylor and Jones,
2021). Quand I’osmolarité du liquide extracellulaire diminue 1’eau se déplace dans le
liquide intracellulaire pour rétablir 1’équilibre osmotique. Le volume cellulaire
augmente, donc, malgré une diminution du liquide extracellulaire. Le traitement de la
déshydratation hypotonique consiste en 1’administration d’une solution hypertonique
afin de rétablir I’osmolarité des liquides corporels et aussi d’une solution isotonique

pour remplacer la perte de liquide extracellulaire.
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Tableau 2: Causes possibles des trois types de déshydratation (EFSA 2010).

Type de déshydratation Causes possibles

» Pertes en liquide gastro-intestinal, vomissement,

. diarrhées
Isotonique

» Apports inadaptés en liquide et en sels

Transpiration sans remplacement liquidien
Diurese osmotique (par ex., diabéte sucre)

Hypertonique Médicaments diurétiques

YV V V V

Apports en eau inadaptés

» Transpiration avec teneur élevée en sodium (par ex.,

Hypotonique fibrose kystique)

» Parte en liquide gastro-intestinal

I11.2. Population a risque

Les populations les plus sensibles au risque de déshydratation sont les tres jeunes enfants
et les personnes &gées. En effet, les nourrissons ont un pourcentage d’eau supérieur a celui des
adultes (75 % du poids a la naissance) (D’Anei et al., 2006). Le nourrisson est plus vulnérable
au déséquilibre hydrique et €lectrolytique que I’adulte a cause de plusieurs facteurs : le rapport
surface corporelle-poids élevé, la capacité d’excréter les solutés et de concentrer I’urine est
limitée, la possibilité d’exprimer la sensation de soif est faible et le métabolisme énergétique
est élevé (Gorelick et al., 1997). Une insuffisance d’hydratation peut étre induite suite & une
fievre augmentant les pertes d’eau insensibles, a des vomissements, & des diarrhées ou a
I’utilisation de lait en poudre dilué de fagon erronée. L’apport recommandé en eau pour les
nouveaux-nés est de 0,7 | par jour (Gittelman et al., 2004 ; D’Anci et al., 2006). Bien que les
parents soient conscients de la gravité de la déshydratation, deux tiers a peine qui peuvent

identifier plus d’un signe de déshydratation (Gittelman et al., 2004).
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Tableau 3: Situations de risque de déshydratation chez I’enfant (Bernard, 1984).

Déshydratation Iégére

Déshydratation modérée

Déshydratation séveére

Parametres
(3a5%) (6 210 %) (>10%

Peau Normale, élastique Peu souple Pli cutané, froide
Couleur peau Rose, chaude Pale, froide Marbrée, cyanosée
Mugueuse orale Peu séche Séche Rétie
Larmes Diminution Absence Absence
Fontanelle Normale Déprimée Creusée
Fréquence cardiaque | Normale Tachycardie relative Tachycardie marquée
Pouls Normale Rapide Rapide, faible
Tension artérielle Normale Diminution limitée Diminution marquée
Urines Oligurie limitée Oligurie Oligo-anurie
Conscience Normale, adaptée Irritable, apathique Trouble de conscience

Par ailleurs, les personnes agées sont les plus exposées au risque de déshydratation plus
que les adultes. L augmentation des pertes de liquides et la diminution des apports hydriques
sont les facteurs responsables de la déshydratation chez les personnes agées (Phillips et al.,
1984). Certains facteurs contribuent essentiellement au risque de déshydratation, comme la
diminution de la sensation de soif, la capacité réduite de concentrer ’urine, la résistance relative
des reins a ’action de ’ADH, la diminution de 1’activité de la rénine et la faible sécrétion
d’adolstérone (Gittelman et al., 2004). En outre, les personnes &gées peuvent avoir des
difficultés d’acces a des boissons, difficultés liées a des altérations de 1’activité locomotrice, a
des troubles de la vision, a des difficultés au niveau de ’appareil digistif, & des altérations des
performances cognitives, a la prise de certains sédatifs et a la crainte d’incontinence urinaire
qui peut aussi conduire certaines personnes agées a limiter 1’apports hydriques. Le faible apport
calorique peut également diminuer la prise hydrique contenue dans les aliments et contribuer,
donc, au déficit hydrique. Certains médicaments, tels que les diurétiques et les laxatifs, peuvent
aussi accentuer les pertes d’eau. La déshydratation induit des signes cliniques qui se manifestent
par des symptdmes neurologiques et psychiques tels que la confusion mentale, des fonctions
cognitives altérées (Lieberman, 2007), la sécheresse des muqueuses, 1I’hypotension des globes
oculaires, I’hypotension orthostatique et la tachycardie (Sawka, 1992). La perte d’eau peut

augmenter le risque d’hyperthermie quand la température est eélevée dans le milieu environnant
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(Sawka, 1992). Les risques de calculs et d’infections urinaires sont également augmentés chez

les personnes agées déshydratées (Grandjean et Campbell, 2004).

Une hydratation normale est compatible avec une large gamme d’apports hydriques et
peut étre assurée grace aux mécanismes précis et efficaces de régulation de la balance hydrique
(Manz et al., 2002). En effet, les besoins de I’homme en eau ne sont pas basés sur des besoins
minimaux, car cela pourrait induire un déficit hydrique dii a de nombreux facteurs qui modifient
les besoins (métabolisme, climat, activité physique, alimentation). Les indications relatives aux
besoins en eau sont basées sur des apports obtenus par 1’expérience qui permettent de couvrir
de fagon adéquate les besoins nutritionnelles d’individus normaux; il s’agit des apports adéquats
déterminés pour les nourrissons, les enfants, les adolescents, les adultes et les personnes agées
(Sawka et al., 2005). Il existe plusieurs facteurs qui influencent de fagon importante les besoins
hydriques, comme la température ambiante, le degré d’humidité de 1’air et I’activité physique.
Ainsi, les apports adéquats recommandes en eau, évalués dans des conditions standard, ne
répondent pas parfaitement a ces besoins particuliers et les apports hydriques doivent étre
augmenteés relativement a ces conditions particuliéres. D’aprés un Conseil d’Alimentation et de
Nutrition (Dietary Reference Intakes, 2006), les apports recommandés pour I’cau provenant des
liquides sont (Tableau 2) : 0,7 | par jour pour les nouveaux-nés de zéro a six mois; 0,6 | par jour
pour les enfants de sept a 12 mois ; 0,9 | par jour pour les enfants d’un a trois ans; 1,2 | par jour
pour les enfants de quatre a huit ans. En outre, les besoins des adolescents masculins agés de
neuf a treize ans sont 1,8 | par jour et de 2,6 | par jour pour les adolescents agés de quatorze a
dix-huit a 18 ans. Les besoins des hommes adultes sont de 3,0 | par jour. Pour les adolescentes
agées de neuf a treize ans, les besoins en eau sont de 1,6 | par jour, de 14 a 18 ans, de 1,8 | par
jour etde 2,2 | par jour chez les femmes adultes. En revanche, I’European Food Safety Authority
(EFSA) a récemment suggéré de réaliser une révision des recommandations existantes des
substances essentielles ayant un effet physiologique en incluant 1’eau, en raison de I’importance
de ce nutriment a la santé et a la vie. Les besoins hydriques mentionnées dans le Tableau 3 sont

en accord avec les recommandations proposées par I’EFSA (EFSA, 2008).

En comparant les recommandations nutritionnelles pour I’eau publiées aux Etats-Unis
avec celles proposées en Europe, appelées valeurs de référence nutritionnelles, on note que les
principales différences concernent les enfants agés de neuf a treize ans et les adultes. 11 s’agit

d’un fait bien connu et confirmé, ou I’établissement de recommandations nutritionnelles est
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conditionne par les habitudes alimentaires des populations. Il est, donc, nécessaire d’établir des

recommandations spécifiques par continent ou par pays selon les données disponibles.

Au cours d’un exercice musculaire, les pertes sudorales peuvent atteindre 1 a 2 litres
par heure; ces pertes importantes de liquide peuvent étre difficiles a remplacer a court terme
(Montain et al., 1999 ; Murray, 2007). De longues périodes de récupération permettant de boire
ad libitum sont nécessaires pour équilibrer la balance hydrique avec un remplacement adéquat
d’électrolytes (Maughan et al., 2007). Malgré des besoins hydriques variables, des individus en
bonne sante régulent leur balance hydrique avec précision. Cependant, les jeunes enfants et les
sujets &gés ont un risque plus important de déshydratation que les adultes. Les parents et le
personnel soignant devraient étre informés des signes de déshydratation chez les enfants et chez
les personnes agées ; ils devraient encourager 1’ingestion d’eau chez les individus qui présentent

un risque de déshydratation.

L’eau est contenue dans les cellules, les tissus et les organes ; elle est essentielle pour la
vie (Lang et Waldegger, 1997). Malgré son rdle essentiel, I’eau est souvent ignorée au sein des
recommandations nutritionnelles et 1’importance d’une hydratation adéquate n’est pas
mentionnée. Il s’ensuit que les personnels de santé et les nutritionnistes n’ont pas d’idée claire
a ce syjet et ils s’interrogent sur la nécessité de boire de I’eau régulierement. Quelle quantité
d’eau un patient doit- il boire et comment reconnait-on la déshydratation modérée sont des
questions récurrentes. Le but de cet article est de décrire la balance hydrique journaliére et ses
mécanismes de régulation et les principales fonctions de I’eau. Ces données constituent les

bases physiologiques définissant les besoins journaliers en eau.

L’eau est le principal constituant du corps car environ 60 % du poids d’un adulte est
représenté par de 1’eau (Dietary Reference Intakes, 2006). Chez les nourrissons et les enfants,
le pourcentage de I’eau corporelle est plus élevé que chez les adultes. Cela est dil au contenu en
eau important du compartiment extracellulaire, alors que le contenu en eau du compartiment
intracellulaire est plus faible chez les nourrissons et les jeunes enfants que chez les adultes. La
composition corporelle change rapidement au cours de la premiere année de vie avec une
diminution du contenu en eau de la masse maigre et une augmentation de la concentration des

tissus en protéines.
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Chez I’adulte, environ deux tiers de 1’eau totale se trouve dans le compartiment
intracellulaire et un tiers dans le compartiment extracellulaire. Un homme de 70 kg a environ

42 1 d’eau totale, 28 1 d’eau intracellulaire et 14 1 d’eau extracellulaire (Wang et al., 1999).

Le milieu extracellulaire se compose de 3 1 d’eau dans le sang, 1 1 de liquide
transcellulaire (liquides céphalorachidien, intraoculaire, pleural, péritonéal et synovial) et 10 |
de liquide interstitiel, ce dernier incluant la lymphe qui constitue un milieu aqueux entourant

les cellules.

La constance de la quantité et de la composition du milieu extracellulaire est une
nécessité pour le fonctionnement des cellules. Cette constance est due a des mécanismes
homéostatiques qui contrdlent et qui régulent sa composition, sa pression osmotique, son pH et
sa température (Ganong, 2005). Ces mécanismes mettent en ceuvre tous les systémes de
I’organisme, tels les systémes respiratoire, circulatoire, gastro-intestinal et les reins. Le controle
et la régulation de ces systemes sont coordonnés par les systemes nerveux et endocrinien. La
composition du liquide intracellulaire est maintenue par des mouvements de solutés a travers la

membrane cellulaire par des transports passifs et actifs (Ganong, 2005).
11.3. Effets Physiologiques de la déshydratation

Certains étres vivants peuvent résister aux conditions de déshydratation pendant la
période de sécheresse. Toutefois, ces conditions conduisent a des perturbations physiologiques
qui se refletent par une réduction de la prise alimentaire, une perte de poids corporel, un faible

taux de reproduction et une faible résistance vis-a-vis de certaines maladies (Jaber et al., 2004).

Certains auteurs ont pu évaluer les effets physiologiques et biochimiques de la
déshydratation chez les ovins. Ces effets sont associés a une augmentation de I'hémoglobine,
du sodium (Na®) et des protéines plasmatiques (Jaber et al., 2004). En outre, I’organisme
s’adapte aux conditions de stress hydrique en réduisant les pertes d'eau dans les urines et dans
les matieres fécales (Ashour and Benlemlih, 2000). De plus, I'exposition a la déshydratation
peut altérer les réponse défensives du systéme immunitaire, notamment celles qui sont liées aux

glucocorticoides (Minton et Belcha, 1990).
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11.3.1. Effets sur la masse pondérale

Chez le mouton Awassi, une race originaire du Proche Orient et adaptée au climat semi-
aride, une diminution de poids corporel a été enregistrée aprés 4 et 2 jours de restriction
hydrique (Jaber et al., 2004).

11.3.2. Effets hématologiques et hormonaux

Chez le mouton Awassi, les mesures d’hématocrite et d'hémoglobine effectuées au
cours des périodes de privation hydrique n’ont montré aucune variation significative (Jaber et
al., 2004). Des résultats similaires ont été obtenus chez les moutons de la race Yankasa, apres
une privation hydrique de 5 jours (Igbokwe, 1993). Par consequent, autres parametres sériques,
a savoir les protéines, peuvent étre les meilleurs indicateurs de I'état de déshydratation des
animaux (Jaber et al., 2004).

La privation hydrique n'a eu aucun effet significatif sur le taux de glucose sanguin
(Igbokwe, 1993; Jaber et al., 2004). Cependant, le taux élevé de cholestérol enregistré chez les
moutons déshydratés indique que ces animaux ont, peut-étre, mobilisé leurs réserves de graisse
(Jaber et al., 2004).

Les taux d’urée et de créatinine sanguine ont tendance a augmenter progressivement
avec la restriction hydrique de 2 a 4 jours (MacFarlane et al, 1961). Des tests ont été effectués
chez deux races de mouton, Merino (MacFarlane et al., 1961) et Yankasa (Aganga et al., 1989;
Igbokwe, 1993) ont montré des résultats similaires. En effet, le déficit en hydrique entraine une
augmentation de la réabsorption de I'eau dans le tubule distal et en particulier dans les canaux
collecteurs du néphron, par conséquent, la réabsorption de I’urée augmente. En outre,
I’hypovolémie due au manque d’eau provoque une diminution du débit sanguin rénal, ce qui

conduit, ainsi, a une diminution du débit de filtration (Osbaldilston, 1971).

Les concentrations des protéines et des globuline deviennent plus élevées chez les
animaux privés d’eau : yankasa (Igbokwe, 1993), et Mérinos (MacFarlane et al., 1961). Cette
augmentation en protéines plasmatiques pourrait étre attribuée a la perte d'eau, survenue suite
au stress hydrique, conduisant a une hyperconcentration du sang (Schalm et al., 1975). La

concentration de I'albumine sanguine était diminuée chez le groupe d’animaux déshydratés.
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La privation hydrique de 4 jours a provoque une augmentation significative du pH, ainsi
que du Na' sanguin. Des tendances similaires ont été observées les mouton de race Merino
(MacFarlane et al., 1961) et Yankasa (Aganga et al., 1989; Ighokwe, 1993 ; Jaber et al., 2004)
sous différents régimes de restriction d’eau. Cette augmentation peut étre due a une
augmentation de la rétention rénale sous 1’action de I'aldostérone (Ashour et Benlemlih, 2000 ;
Jaber et al., 2004), sans oublier I’effet de I'hypovolémie. D'autre part, K* plasmatique a diminué
sous I’effet de la déshydratation (MacFarlane et al, 1961; Ghosh et al., 1976 ; Jaber et al., 2004).

La concentration de cortisol sérique est un indicateur physiologique utile pour
I’évaluation des réponses au stress aigu chez les moutons déshydratés (Fell et al., 1991). Par
ailleurs, Parrot et al. (1996) ont constaté que dans les conditions de laboratoire, la privation
hydrique pendant 48 heures ne provoque pas la libération de cortisol chez le mouton, puisque
cette hormone n’est pas un indicateur efficace qui peut étre utilisé dans 1’évaluation du stress
chronique (Fell et al., 1991 ; Jaber et al., 2004) .

11.3.3. Effets sur le fonctionnement du systéeme nerveux central

11.3.3.1. Effets neurocomportementaux

L'étude du comportement chez les animaux déshydratés nous permet de comprendre les
principaux mécanismes leur permettant le maintien de la balance hydrique et de leur résistance
a la déshydratation et a saisir le processus de certains effets comportementaux qui sont souvent
associés a la soif, notamment ceux liés a la recherche d'eau et de nourriture en modulant leur

activité locomotrice.
a) Effets sur la performance locomotrice

L’état d'hydratation et la température de I'environnement ont une influence significative
sur la physiologie et le comportement des étre vivant. Ainsi, I'effet de la privation hydrique sur
I'activité locomotrice a été largement étudié par les chercheurs a travers le monde. A cet effet,
la plupart des anoures, sauf certaines grenouilles étanches, ont peu de résistance cutanée a la
perte d'eau. Par conséquent, I'eau du corps est rapidement perdu lors de I'exposition a l'air sec
(Spotila and Berman, 1976; Wygoda, 1988). Les réponses physiologiques a la déshydratation
incluent des changements ioniques et osmotiques dans les fluides corporels, et affectent par la
suite la fonction cardiovasculaire et la filtration glomerulaire (Shoemaker et al., 1992). Ensuite,

la déshydratation se manifeste par une augmentation accrue de la viscosité sanguine et de
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I'nématocrite (Shoemaker 1964; Hillman and Withers, 1988), elle se caractérise aussi par une
diminution du flux sanguin, du volume systolique et du transport de I'oxygéne (Hillman and
Withers, 1988), la capacité métabolique aérobique baisse aussi dans les conditions de
déshydratation (Hillman and Withers, 1988; Pough et al 1983; Gatten, 1987). La perte d'eau
affecte aussi les taux d'ATP, de lactate et de glucose (Churchill et Storey 1994, 1995).
Cependant, certaines réponses comportementales limitent la perte de 1’eau et diminuent le seuil
de déshydratation. De ce fait, la majorité des especes animales qui vivent dans les conditions
de stress hydrique essayent de conserver leur état d’hydratation soit en diminuant leur activité
et mouvements, ou en prenant des positions leur permettant d’améliorer une absorption

optimale d'eau (Stille, 1958) ou bien en limitant le taux de perte d'eau (Heatwole et al., 1969).

Par conséquent, certains auteurs ont rapporté que les effets de la déshydratation sur les
performances locomotrices, chez deux espéces de grenouille : Eleutherodactylus coqui et
Eleutherodactylus cooki (E. coqui et E. cooki), peuvent avoir des conséquences écologiques
potentiellement importantes, par exemple, la capacité a capturer des proies ou échapper aux
prédateurs. En effet, chez les grenouilles, une diminution de la masse hydratée a été démontrée,
en moyenne de 3 £ 8% pendant une période de 30 min, par Rogowitz et collaborateurs (1999).
Chez E. coqui et E. cooki, les performances de saut ont connu une baisse considérable apres 90
min ou 120 min de déshydratation, avec une moyenne de 17 + 29% de perte d'eau (Rogowitz
et al., 1999). Cependant, les différences spécifiques des effets de la déshydratation sur la
locomotion peuvent étre notées dans le cas ou les conditions de déshydratation ne sont pas
extrémes. A titre d’exemple, une baisse de 20% de la masse hydratée (& 25 ° C) diminue
significativement la distance du saut chez les amphibiens : Rana pipiens et Rana clamitans
(Moore and Gatten, 1989).

b) Effets sur I’état d’humeur : anxiété

Les mécanismes par lesquels le stress peut affecter la santé sont complexes et
nombreuses. Il existe des preuves considérables montrant que les réactions physiologiques au
stress peuvent altérer les systémes corporels au fil du temps (Evans et al., 1989). Pendant la
saison d’été, les accidents de travail s’augmentent en nombre, ou la consommation de liquides
devient plus élevée et les employés deviennent plus susceptibles de devenir hypo-hydratés
(Vernon, 1928; Kenefick and Sawka, 2007). Cependant, les facteurs physiologiques ou
psychologiques qui contribuent a cette augmentation n‘ont pas été pleinement explorés. Il est

possible que le stress thermique et / ou I'état d'hydratation pourraient altérer la fonction
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cognitive, les habiletés de prise de décision, ou I'équilibre postural, il peut affecter ainsi la
capacité d'effectuer des taches et peut étre I’origine des accidents et blessures en milieu de
travail. Les troubles potentiels de I'équilibre cognitif et postural peuvent étre liées a certains
facteurs physiologiques tels que I'augmentation de 1I’effort physique, de la soif désagréable, des
troubles de I'humeur et de I'inconfort général, communément liés a la déshydratation et / ou
I'exposition a des conditions de sécheresse (Gagge et al 1969; Gopinathan et al., 1988;
Lieberman et al 2009 ; Ganio et al., 2011). En plus, la plupart des études portant sur I'impact de
la déshydratation sur la fonction cognitive ont rapporté des altérations significatives des
performances cognitives avec des pertes de la masse corporelle (Gopinathan et al 1988 ; Cian
et al 2001; Lieberman, 2007; Ganio et al., 2011). Certains chercheurs suggerent que les futurs
projets de recherche devraient examiner les confusions et les effets d'interaction des procédures
de déshydratation ; pendant les exercices sportifs et au cours des périodes de travail (Grandjean
and Grandjean, 2007; Lieberman, 2007). En outre, Ely et collaborateurs (2013) ont confirmé
une augmentation de la perturbation totale de I'numeur, de la fatigue, de la confusion, de la
colére et de la dépression lors de la déshydratation induite par un exercice d’exposition aigué a
une gamme de températures ambiantes (10, 20, 30, 40 °C) (Ely et al., 2013).

c) Effets sur la perception de la douleur

L'effet de I'nyperosmolalité sur la perception de la douleur thermique a été évalué
récemment par Tokizawa et ses collaborateurs en 2016. En effet, un exercice prolongé et intense
en chaleur est susceptible d'induire une hypohydratation due a une augmentation de la
transpiration et & un apport hydrique insuffisant. A son tour, I'hypohydratation altére la
thermorégulation autonome comme la vasodilatation de la peau et la transpiration, ce qui
entraine une hyperthermie (Fortney et al., 1981 ; Fortney et al., 1984 ; Takama et al., 1997).
Les réponses thermorégulatrices autonomes altérées sont importantes pour la préservation du
fluide dans le corps et / ou pour maintenir un volume sanguin central plus important. Le
mécanisme sous-jacent est considéré comme incluant les deux facteurs de réduction du volume
sanguin et d'augmentation de I'osmolalité plasmatique (hyperosmolalité) (Fortney et al., 1981 ;
Fortney et al., 1984 ; Takama et al., 1997).

Chez I'Homme, la déshydratation diminue également la perception de la douleur induite

par la chaleur. Effectivement, il est bien connu que l'exercice physique dans les conditions de
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climat chaud module fortement le processus de la thermorégulation autonome. Ainsi, une
transpiration excessive induit une hypohydratation qui altére ensuite la thermorégulation
autonome chez I'étre humain ; c'est-a-dire la diminution du taux de sudation et du flux sanguin
cutané dans la chaleur. Ces réponses sont importantes pour la préservation des niveaux de
liquides corporels et pour I'approvisionnement en sang central, en particulier pendant I'exercice
physique a la chaleur. Cependant, ils peuvent également augmenter le risque de coup de chaleur.
Deux facteurs au cours de I'nypohydratation sont supposés étre impliqués dans l'atténuation des
réponses thermorégulatrices chez I'homme, une réduction du volume sanguin et une
augmentation de I'osmolalité plasmatique (Fortney at el., 1981 ; Fortney at el., 1984 ; Takamata
etal., 1997 ; Tokizawa et al., 2016).

Une sensation thermique inconfortable est considérée comme le déclencheur des
réactions thermorégulatrices comportementales, telles que s'échapper de la chaleur, enlever les
vétements et allumer un climatiseur (Schlader et al., 2011). En outre, Il a été rapporté que
I'nyperosmolalité plasmatique, chez la souris, diminue les comportements de retrait des pattes
lors de la sensation de la chaleur (Lin et al., 2012). Ainsi, I'osmolalité plasmatique pourrait étre
un facteur modulant les réponses thermorégulatrices comportementales chez I'Homme
(Tokizawa et al., 2016).

d) Effets cognitifs

L'hydratation corporelle joue un role essentiel dans le maintien du bien-étre physique,
psychique et social de I’organisme, ainsi que des performances cognitives et psychologiques
(Benton and Young, 2014). Effectivement, la régulation de la balance hydrique est essentielle
pour le fonctionnement optimal de notre organisme. Il a été démontré qu’une déshydratation
modérée peut altérer considérablement les fonctions cognitives : 1’état de vigilance, I’attention,
la concentration et la mémoire a court terme (Jéquier and Constant, 2010). De plus, chez les
enfants, bien que peu d’études aient été menées, il semblerait qu’une hydratation insuffisante
puisse avoir des répercussions sur leurs performances mentales (Bar-David et al., 2005; Fadda
et al., 2008).

11.3.3.2. Effets sur les systemes de neurotransmission

Face aux facteurs de stress, physiques ou psychologiques, les plus récurrents tels que la

déshydratation et I’hémorragie, chaque organisme cherche a préserver 1’équilibre et la stabilité
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de son milieu intérieur grace au phénomeéne de I’homéostasie. Cette notion est connue comme
étant la capacité que peut avoir un systeme quelconque a conserver son équilibre de
fonctionnement en dépit des contraintes extérieures, elle regroupe, donc, les mécanismes
physiologiques permettant la maintenance de I'ensemble des parameétres physico-chimiques de
I'organisme : glycémie, température, natrémie, kaliémie, ...etc.). Dans ce cas, ['état
physiologique stable est maintenu par une série de réponses coordonnées : neuroendocrines,
immunitaires et comportementales. Une réponse typique a une condition de stress comprend
trois parties essentielles: (1) I’influx nerveux sensoriel « sensory input », détecté par des
récepteurs périphériques spécifiques, (2) les systémes de traitement centraux, qui intégrent le
signal sensitif entrant, et (3) I’efflux nerveux moteur « motor Output », qui est en relation avec
les organes effecteurs. L’axe hypothalamo-pituito-adrénocorticale (HPA) en est le centre de
traitement, puisqu’il il est stimulé lors des situations de stress qui sont liées a des facteurs
endogenes et/ou exogénes (Van de Kar et Blair, 1999; Watts, 2001; Pacak et Palkovits, 2001;
Herman et al., 2003).

L’homéostasie hydrominérale maintient et régule 1’équilibre hydrique corporel et la
concentration osmotique, et aussi elle fait face aux variations physiologiques en termes de
consommation et de pertes, pouvant étre d’origine environnementale (température ambiante
excessive) ou endogene (insuffisance rénale), jusqu’a atteindre les conditions optimales. De ce
fait, la déshydratation par privation hydriqgue provoque des changements du liquide
intracellulaire (LIC), du liquide extracellulaire (LEC) et de la natrémie (concentration de
sodium dans le plasma). Ces changements sont détectés par les osmorécepteurs et les
barorécepteurs, au niveau périphérique et central, qui activent ou inhibent les réactions
comportementales et physiologiques, tels que la recherche d’eau, la consommation d'eau et
I'appétit au sel, tout en mettant en veille le feed-back négatif afin de maintenir I’homéostasie.
Au cours des deux derniéres décennies, les principaux mécanismes neurophysiologiques qui
sous-tendent la regulation de la balance hydrique ont été révelés, néanmoins, les centres de
recherche s’investissent encore, partout dans le monde pour éclaircir ce phénomene (Johnson
et Thunhorst, 1997; Watts, 2001; Antunes-Rodrigues et al., 2004).
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a) Stress hydrique et systeme a dopamine (DA)
i.  Biosynthese et régulation de la DA
Biosynthése de la dopamine

La dopamine est une catécholamine qui a été considerée avant les travaux de Carlsson

(Carlsson et al., 1957) comme un intermédiaire métabolique de la synthése de la noradrénaline.

Cette molécule est incapable de franchir la barriere hémato-encéphalique. Sa
biosynthese exige un précurseur: la L- tyrosine (L-Tyr). Une fois captée par les neurones, cette
derniére est transformée en L-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine) par la tyrosine hydroxylase
(TH): I'enzyme limitant de cette voie de synthése, puis en dopamine par la DOPA décarboxylase
(DOPA DEC). La dopamine est concentrée dans les vésicules présynaptiques des terminaisons
neuronales grace au transporteur vésiculaire des monoamines: CMAT-2. Ce stockage protege

la DA de la dégradation enzymatique intracellulaire par les monoamines-oxydases (MAOS).

Une fois son effet post-synaptique induit, la DA est soit recaptée par les terminaisons
nerveuses via le transporteur de la DA: DAT, ou captée par les cellules gliales avoisinantes ou
dégradée par une enzyme gliale la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) et par la MAO,
aboutissant aux métabolites finaux: acide 3,4-dihydrophénylacétique (DOPAC), 3-
méthoxytyramine (3-MT) et acide homovalinique (HVA) (figure 1) (Bouvrais-Veret, 2006).

DA
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[ TH
L-DOPA
AOPA DEC
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: COMT_ 3.MT '/MA
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Figure 1: Les voies anaboliques et cataboliques de la dopamine: (modifié d'apres Bouvrais-
Veret, 2006). Tyr: tyrosine, TH: tyrosine hydroxylase, DA: dopamine, DOPAC: acide 3,4-
dihydrophénylacétique, COMT: catéchol-O-méthyltransférase, HVA: acide homovalinique,
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MAO: monoamine oxydase, 3-MT: 3-méthoxytyramine, DAT: transporteur de la DA
(Bouvrais-Veret, 2006).

ii.  Neuroanatomie et fonctions du systéme a DA
Localisation cérébrale et fonctions de la dopamine

Les techniques d'immunofluorescence de la dopamine ont révélé les différentes voies
dopaminergiques neuronales qui sont subdivisées en plusieurs noyaux constituants des
systemes anatomiques distincts, dont le systeme tubéro-infundibulaire et mésencéphalique
(Lindvall et al., 1984).

Le premier (tubéro-infundibulaire) régule la sécrétion des hormones hypophysaires,
comprenant différents noyaux hypothalamiques projetant dans I'éminence médiane et le
systeme porte du lobe intermédiaire de I'hypophyse (Lindvall et al., 1984).

Le second systéme contenant la majorité des neurones & DA est a longues projections.
Il se divise en 3 noyaux (figure 2):

v L'extension postéro-latérale de la substance noire (SN) projetant dans le striatum
ventral.

v La substance noire compacte (SNc) projetant majoritairement dans le striatum dorsal
(Anden et al., 1955), constituant la voie nigro-striée impliquée surtout dans le contrdle
de la motricité. La dégénérescence de ses neurones est l'origine de la maladie de
Parkinson (Hornykiewicz, 1966).

v L'aire tegmentale ventrale (ATV) projetant:

e Dans les aires frontales du cortex cingulaire et entorhinal (Emson et Koob, 1998) c'est
la voie méso-corticale.

e Dans le noyau accumbens et les tubercules olfactifs, et d'autres structures limbiques tels
que: le septum, I'amygdale, I'hippocampe et le cortex piriforme (Swanson, 1982),
formant ainsi, la voie méso-limbique. Ces deux voies sont impliquées dans le contréle
des fonctions cognitives des émotions et des processus de dépendance aux drogues
(Koob, 1996).
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Figure 2: Schéma illustrant les principaux corps cellulaires dopaminergiques et leurs
projections dans le cerveau de rat. ARC: noyau arqué (Bouvrais-Veret, 2006).

iii.  Réponses du systeme a DA au stress hydrique

Il est bien connu que la dopamine joue un role important en tant que modulateur des
fonctions physiologiques périphériques et centrales chez les humains et les animaux.
L'implication de la voie dopaminergique nigro-striatale dans le -contrdle de I'activité motrice a
bien été rapportée (Crocker et al., 2001). Ainsi, au niveau du systéme nerveux central, en plus
de son réle dans la locomotion, la dopamine joue un role essentiel dans la régulation de
I'équilibre hydrique, dans plusieurs régions du cerveau (Frankmann et al., 1994; Sulyok, 1988).
Des travaux antérieurs ont montré une augmentation du taux de la dopamine au niveau de la
SNc et de I’ATV, associée a une hyperactivité chez un rongeur spécial: Meriones shawi, un

rongeur du désert caractérisé par sa résistance aux longues périodes de soif (Elgot et al., 2012).
b) Stress hydrique et systéme a sérotonine (5HT)
i.  Biosynthese et régulation de la 5SHT

La sérotonine (5-hydroxytryptamine: 5-HT) est une molécule conservée chez une trés
vaste diversit¢ d’organismes vivants (Csaba, 1993). Cette molécule est impliquée dans la
régulation de nombreuses fonctions entre autres: le cycle veille-sommeil (cycle circadien), les
comportements alimentaires et sexuels, la thermorégulation, le contr6le moteur, les troubles
fonctionnels intestinaux, la dépression, la schizophrénie, la douleur, I’anxiété, la phobie sociale,
la dysphorie prémenstruelle et d'autres (Jones et Blackburn, 2002). La 5-HT a été découverte
par Erparmer en 1937, I'ayant décrit comme substance capable de causer la contraction des

muscles lisses de ’utérus de rat, et qu’il appelle Entéramine. (Erspamer et Vialli, 1937). Une
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dizaine d’années plus tard, une autre équipe américaine a réussit a l'isoler du sérum bovin
(Colowick, 1958). Ainsi, elle sera nommee sérotonine du "ser": sérum et "tonin™ pour sa

capacité d’augmenter ou de baisser le tonus (Rapport et al., 1948).

« Biosynthése de la sérotonine

Chez les mammiferes, la 5-HT est biosynthétisée a partir de I'acide amine essentiel L-
tryptophane, capable de franchir la barriere hémato-encéphalique contrairement a la 5-HT. La
biosynthése de la sérotonine a lieu exclusivement dans les neurones sérotoninergiques et se fait

en deux étapes effectuées sous catalyse enzymatique:

1. La premiére étape est ’hydroxylation du tryptophane par la tryptophane- hydroxylase et
constitue 1’étape limitante de biosynthése (Fitzpatrick, 1999), pour former le 5-

hydroxytryptophane (5-HTP).

2. En deuxiéme étape, le 5-HTP est décarboxylé par une enzyme: la décarboxylase des L-acides

aminés aromatiques (AADC), pour donner enfin la 5-Hydroxytryptamine (5-HT: la sérotonine).

Dans le systéeme nerveux central, la 5-HT est stockée dans des vésicules situées au
niveau des terminaisons présynaptiques des neurones sérotoninergiques. La sérotonine stockée
est associée a I’ATP et aussi a une protéine de liaison spécifique (SBP: specific binding protein)
pour conduire a un complexe trés stable: 5-HT/SBP. Suite au potentiel d'action, I'exocytose se
produit, et le complexe 5-HT/SBP se dissocie dans la fente synaptique pour donner la sérotonine
libre (Gershon and Tamir, 1984). Une fois dans la synapse, la 5-HT peut se liée aux récepteurs
sérotoninergiques postsynaptiques couplés a la protéine G et ainsi activer des voies de
transduction spécifiques.

Par la suite, La 5-HT est soit captée par les terminaisons présynaptiques, par un systéme
de recapture médié par un transporteur spécifique de la 5-HT (SERT) (Dawson and Wamsley,
1983) ou dégradée par des enzymes spécifiques: la monoamine oxydase (MAO).
Principalement 1’isoforme MAO-A, qui métabolise la 5-HT en 5-hydroxyindole-acétaldéhyde
(5-HIAC) (Shih et al., 1999), Le 5-HIAC est ensuite transformé, par une aldéhyde-
déshydrogénase, en acide 5-hydroxyindole acétique (5-HIAA), qui sera excrété par la voie

urinaire.
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Il existe aussi une autre voie métabolique tres peut représentée, transformant le 5- HIAC

en 5-hydroxytryptophol (5-HTOL) par une aldéhyderéductase (figure 3).
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Figure 3: Les voies anaboliques et cataboliques de la sérotonine (Badarau, 2009).
« Neuroanatomie et fonctions du systeme a 5SHT

Grace aux techniques d'immunofluorescence et d’immunohistochimie, on a pu mettre
en évidence les différentes voies sérotoninergiques (Dahlstroem et al., 1964) et de leurs
projections (Steinbusch, 1981). En effet, la majorité des neurones a 5-HT est concentrée autour
de la ligne du pont dans le tronc cérébral correspondant aux noyaux du Raphé (Descarries et
al., 1982). Les groupes de cellules du Raphé le plus caudal projettent majoritairement dans la
moelle épiniere par voies descendantes, tandis que le Raphé dorsal et médian projettent dans

les structures limbiques comme 1”hippocampe et la cortex par voies ascendantes (figure 4).

La sérotonine régule un large spectre de fonctions et de comportements humains chez
I’adulte (Leonard, 1994). Elle est en effet I’un des principaux neurotransmetteurs impliqués
dans des effets physiologiques aussi diversifiés que la régulation des états de veille/sommeil, le
comportement alimentaire (Leibowitz, 1990), la régulation de ’activité nerveuse sympathique
et parasympathique des vaisseaux du coeur (Vanhoutte, 1987). Par ailleurs, elle contribue au

développement du cerveau (Lauder et Krebs 1978 ; Gaspar et al., 2003).

Des dysfonctionnements du systeme sérotoninergique sont impliqués dans de nombreux

troubles comme 1’anxiété (Gross et al., 2002), la maladie d’Alzheimer (Buhot et al., 2000), la
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dépression (Fava, 2003, Lanfumey et Hamon, 2004), la schizophrénie (Igbal et van Praag,

1995), I’autisme infantile et I’épilepsie (Chugani, 2002).
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Figure 4:Efférences des noyaux sérotoninergiques du Raphé (modifié d'aprés Dahlstrom et
Fuxe, 1964). Les neurones sérotoninergiques du SNC sont regroupés en 9 noyaux, dénommes
B1 a B9, ces noyaux du Raphé innervent toutes les régions du SNC, depuis le bulbe olfactif.

ii.  Réponses du systeme a 5HT au stress hydrique

L'implication de la sérotonine dans le comportement dipsique a été bien décrite (Reis et
al., 1992 ; Cedraz-Mercez et al., 2007). Chez le rat, la privation hydrique pendant 5 jours
provoque une diminution sélective des concentrations de sérotonine dans le lobe neural et le
intermédiaire (Piezzi and Wurtman ; 1970). Chez M. shawi, soumis a une privation prolongée
d'eau, I'expression de la sérotonine dans le DRN, le plexus supra-épendymaire et I'organe
subcommissural a diminué significativement (El Got et al., 2009). Alors que chez les tortues a
carapace molle adultes exposées a un stress hyperosmotique, soit avec une déshydratation
chronique de 7 jours ou avec une injection intramusculaire de chlorure de sodium (3,6%,
pendant 7 jours quotidiennement 0,5 ml) ou le traitement aigu de 0,5, 1 ou 2 h avec du chlorure
de sodium (3,6 %, injection intramusculaire unique) réduit la sérotonine pinéale (Mahapatra et
al., 1991). En outre, certaines expériences de Iésions électrolytiques ou exitotoxiques du DRN
ont réduit les taux plasmatiques basaux et stimulés le peptide natriurétique auriculaire (Reis et
al., 1994), et augmenté I'apport en sel basal chez plusieurs modeles experimentaux (Reis et al.,
1992 ; Olivares et al., 2003 ; Cavalcante-Lima et al., 2005).
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11.3.3.3. Effets sur le systeme neuropeptidergique

a) Stress hydrique et systeme & AVP

i.  Biosynthése et régulation de I’AVP

L'AVP a été découverte et isolée dans les années 1950 pour ses propriétés
antidiurétiques (Simon, 2008), c'est ainsi qu'elle a porté le nom d’Hormone Anti-Diurétique
(ADH). Depuis, de nombreuses autres fonctions ont été attribuées a cette hormone. Certains de

ses mécanismes d’action sont bien élucidés, alors que d’autres restent encore a préciser.

C'est un nanopeptide cyclisé par un pont dissulfure avec une structure trés proche de 1I’ocytocine

(figure 5).

Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-(NH2) Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-(NH2)

L

AVP

oT SS

Figure 5: Structures chimiques de I'AVP et de I'OT (Simon, 1982).

Le précurseur de I’AVP (prépro- AVP) est converti en pro-AVP dans le réticulum
endoplasmique rugueux par excision du peptide signal et addition de chaines carbohydratées.
Ainsi, au niveau du Golgi, Les précurseurs de I’AVP recoivent des radicaux glycosylés, qui,
par la suite, sont empaquetés dans des vésicules neuro-sécrétoires qui sont tractées sur des
microtubules lors du transport axonal antérograde. Une stimulation osmotique déclenche un
potentiel d’action le long de ’axone et I'entrée de Ca?* via les canaux calciques, déclenche ainsi
la neuro-sécrétion par exocytose. Les vésicules neurosecrétoires peuvent étre récupérées par
endocytose et rétrotransportées le long de 1’axone pour une réutilisation ou une dégradation
dans les lysosomes (figure 6) (Burbach et al., 2001). La destinée de ce neuropeptide est soit la
circulation porte via les neurones parvocellulaires, soit la circulation sanguine via les neurones
magnocellulaires. Lors d’une stimulation physiologique (déshydratation ou lactation),
seulement 10 a 20 % de la quantité de vasopressine accumulée dans la neurohypophyse est

sécrétée dans la circulation sanguine (Sklar et Schrier, 1983).
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Figure 6: Schéma résumant les étapes de biosynthése, transport et libération de I'AVP (Burbach
etal., 2001).

ii.  Neuroanatomie et fonctions du systéme a I’AVP
Neuroanatomie du systéme a ’AVP
Les noyaux supraoptiques (NSO)
Ils sont situés de part et d’autre du chiasma optique (figure 7), et sont constitués par:

¢ Des péricaryons des neurones magnocellulaires (20 a 40 pm de diamétre possédant un a
trois prolongements dendritiques).
¢ De fibres et terminaisons axonales.

¢ Des cellules gliales.

La majorité de ces neurones s’étale ventralement dans une couche gliale formant un plexus
susceptible de recevoir des afférences axoniques (Armstrong et al., 1982). Ces noyaux sont

composés de deux populations neuronales distinctes :

L’une exprimant I’ocytocine (OT), répartie de fagon antérodorsale et I’autre la vasopressine

(AVP), préférentiellement répartie de fagon postérieure et ventrale (figure 8).
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Figure 7:Schéma illustrant la position des NSO et NPV chez le rat (Hatton, 2002).
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Figure 8: Schéma montrant I'emplacement des neurones a AVP et a OT au niveau des NSO

chez le rat (en blanc les neurones & AVP et en noir ceux a OT) (Hou-YU et al., 1986).
Les noyaux paraventriculaires (NPV)

IIs sont situes de chaque coté du troisieme ventricule (figure 9), et sont constitués de deux types

de neurones:

¢ Les magnocellulaires (ressemblant a ceux déja décrits), occupent les parties médianes
(contenant principalement des neurones a AVP) et latérales (a OT) (figure 9). Ces neurones
projettent ventralement vers le troisieme ventricule et innervent la posthypophyse (Alonso and
Assenmacher, 1981).
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¢ Les parvocellulaires (10-15um de diameétre) qui innervent différentes régions
extrahypothalamiques tels que les noyaux du raphé dorsal, du tractus solitaire, le noyau dorsal
du vague ou la moelle épiniére (Swanson et al., 1980). D’autres neurones parvocellulaires de

type endocrine innervent la zone externe de I’éminence médiane (Wiegand et Price, 1980).

Figure 9: Schéma montrant I'emplacement des neurones a AVP et a OT au niveau des NPV (en

blanc les neurones a AVP et en noir ceux a OT) (Hou-YU et al., 1986).
Fonctions du systeme a ’AVP
L'arginine vasopressine et I'antidiuréese

La vasopressine (AVP) est une hormone anti-diurétique. Elle agit directement sur le rein
permettant ainsi la réabsorption d’eau. Chez le rat, son injection permet la concentration de
l'urine (Thorn, 1957). Elle agit sur ’anse de Henlé¢ et les tubes collecteurs via les récepteurs V2
(Knepper et al., 1994), dont l'activation provoque une augmentation du taux d'AMPc
intracellulaire qui, par l'intermédiaire de la protéine kinase A, induit la fusion des vésicules
contenant lI'aquaporine 2 avec la membrane apicale des cellules cibles (figure 10). Ces canaux
permettent la diffusion passive de I'eau grace au gradient osmotique existant naturellement entre
le filtrat (hypo osmotique) présent dans la lumiére du tubule et I’insterstitium médullaire
(hyperosmotique). L'AVP augmente aussi la perméabilité a I'urée du tube collecteur papillaire
rénal en agissant sur une protéine transporteuse d'urée, ce qui permet a ce dernier de mieux se
concentrer dans la medulla rénale et donc augmenter I'osmolarité médullaire; ce phénomeéne
augmente la capacité du rein a réabsorber I'eau contenue dans les canaux collecteurs (klein et
al., 2006).
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Figure 10: Schéma illustrant 1’effet de la liaison de I’AVP sur son récepteur V2 au niveau des
cellules principales des tubes collecteurs et I’anse de Henlé, sur 1’expression de 1’aquaporine 2

rénale (Knepper et al., 1994).
Les aquaporines

Ce sont des protéines canaux a eau, de structure tétramerique, dont chaque monomere est
formé par six segments transmembranaires en hélice a qui forment un canal & eau (figure 11),
le poids moléculaire de la protéine est entre 26 et 34 KDa (Agre, 2002). Ces protéines sont
classées en deux groupes selon la nature des éléments auxquels sont perméables: les
aquaporines (AQP 0,1,2,4,5,6 et 8) perméables uniquement a I'eau, et les aquaglycéroporines
(AQP 3,7,9 et 10) qui en plus de I'eau, laissent diffuser d'autres solutés tels que le glycérol,
l'urée et les monocarboxylates (le lactate). Elles sont présentes dans divers organes comme I'ceil,
I'oreille, les reins, le cerveau, les poumons, le tube digestif, les testicules, et le foie...) (Celine,

2005).
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Figure 11: : Schéma montrant la structure d'un monomere d'aquaporine (Celine, 2005).
Le rein

C'est un organe paire rétro-péritonéal situé de part et d'autre de la colonne vertébrale,
composé de deux régions distinctes : le cortex et la médulla, celle-ci est subdivisée en deux
zones interne et externe. Ces régions sont parcourues par les unités fonctionnelles du rein

appelées néphrons dont chacun est composé des éléments suivants:

¢ Le glomérule: exclusivement dans le cortex, composé de vaisseaux capillaires dont
I'endothélium est fenéstré, d'un mésangium contenant les cellules mésangiales, de la
matrice, d'un épithélium viscéral (ou podocyte), de sa membrane basale et de la capsule de
Bowmann et sa membrane basale. Le glomérule est responsable de la production de
l'ultrafiltrat de plasma formant l'urine primitive.

¢ Le tubule proximal : (tube contourné proximal), situé au niveau du cortex et de la pars
recta au niveau de la zone externe de la médullaire externe. 1l se compose de trois segments
: S1, S2 et S3), et joue un réle important dans la réabsorption hydrique, ionique et des solutés
organiques.

¢ L'anse descendante gréle de Henlé: située dans la médulla et perméable a I'eau, elle joue
un réle important dans la réabsorption hydrique, permettant a celle-ci d'étre réabsorbée de
maniere passive suivant le gradient osmotique entre la lumiére tubulaire et l'interstitium.

¢ L'anse ascendante de Henlé: située au niveau de la médulla et du cortex, elle est
imperméable a I'eau, et composée d'une partie large et d'une partie fine, elle permet au NaCl

d'étre réabsorbé de maniére active.

31



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

¢ Le tube contourné distal: localisé au niveau cortical, imperméable a l'eau, au niveau
duquel se fait une modeste réabsorption d'eau mais permettant une dilution maximale de
I'urine.

¢ Le tube collecteur: étant bordé d'un épithelium constitué de deux types cellulaires :
principales et intercalaires qui sont relativement imperméables a I'eau en I'absence de la
vasopressine. Il joue un réle essentiel dans I'équilibre hydrique de I'organisme, sa
perméabilité a I'eau étant régulée par la vasopressine via les cellules principales (Laurent,
2005).

L'arginine vasopressine et la pression sanguine

Depuis 1927, Anrep et Stacey ont montré que la vasopressine permet la contraction des
artéres coronaires. Par ailleurs Oliver et Schafer ont prouvé vers 1995 que I’injection d’extraits
hypophysaires provoque une augmentation lente, mais durable de la pression sanguine (Simon,
2008). Cette action a été par la suite attribuée a la vasopressine qui agit sur les récepteurs V1
situés a la surface des fibres musculaires lisses, dont la liaison a la I'AVP induit une

vasoconstriction permettant ainsi une augmentation de la pression sanguine.
L'arginine vasopressine et le tube digestif

Des ¢études ont montré que I’AVP controle la sécrétion acide de I'estomac en la diminuant.
Lors d’un défaut de sa sécrétion, il a été constaté que le pH de I'estomac diminue. Chez le chien,
l'action des extraits hypophysaires sur 1’intestin gréle est variable, et peuvent méme inhiber

I’activité péristaltique (Lee, 1966).
Réponses du systeme a AVP au stress hydrique : réle des aquaporines 2 (AQ2)
Réponses du systeme a I’AVP au stress hydrique

Chez la Mériones Shawi, rongeur semi-désertique, soumise a une privation hydrique a
des durees variables, les résultats obtenus par immunohistochimie de 1’expression de I’AVP au
niveau des NSO et NPV hypothalamiques, montrent que 1’intensité de I’immunomarquage des
neurones magnocellulaires augmente en allant de 1 a 2 mois de privation hydrigque totale. Ce
résultat refléte un état d’activation de ces neurones en réponse au stress de déshydratation
constituant ainsi un fort stimulus osmotique permettant la libération de I’AVP hypothalamique

dans la circulation générale (Gamrani et al., 2011).
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Cette réponse neurohormonale a la déshydratation et aux stimuli osmotiques a été
également décrite par plusieurs auteurs. En effet, I’administration intrapéritonéale d’une
solution saline hypertonique chez le rat, induit D’activation électrique des neurones
vasopressinérgiques parallélement a une augmentation du niveau d’ARNm codant pour 'AVP
(Ciosek, 2002; Pirnik et al., 2004). De méme, chez la souris soumise a une stimulation
osmotique par privation d’eau ou par administration d’eau salée en boisson, les taux d’ARNm
codant pour I’AVP dans les NSO et NPV augmentent également, ainsi que sa libération dans la
circulation sanguine (Uhl et al., 1985; Lightman et Young, 1987; Landgraf et al., 1988; Meister
etal., 1990; Verbalis et al., 1991; Kondo et al., 2004). Au niveau plasmatique, la concentration
d’AVP augmente également en réponse a la déshydratation. En effet, chez le rat soumis a une
privation hydrique chronique de trois jours sur quatre pendant 4 cycles, I'étude du taux d'AVP
circulante par radioimmunologie, montre que la stimulation osmotique par privation hydrique
provoque une ¢lévation significative du taux d’AVP circulante (Gharbi et al., 2004). Par
ailleurs, chez le rat soumis a une restriction hydrique et/ou alimentaire de 3 jours, le taux
plasmatique d'AVP chez les rats déshydratés et/ou dénutris, augmente significativement par
rapport aux rats contréles, contrairement aux dénutris qui ne présentent pas de différence
significative par rapport aux témoins (Kasdallah et al., 2005). Dans le cas d’hypo-osmolarité,

la synthése et la libération d’AVP dans la circulation diminue (Antunes-Rodrigues et al., 2004).

Une étude comparative entre la mérione (Meriones shawi shawi) et le rat (Rattus
norvegicus), concernant leurs réponses hormonales a une déshydratation de 2, 8 et 30 jours, a
montré que chez la mérione, & partir du 8™ jour de privation hydrique, le taux d'’AVP circulante
augmente comparativement aux témoins, tandis que chez le rat placé dans les mémes
conditions, I'élévation est significative depuis le 2°™ jour de privation hydrique (Sellami et al.,
2005).

L’hypertrophie constatée des péricaryons des neurones magnocellulaires a AVP
hypothalamiques a été également décrite par d’autres auteurs (Theodosis et Poulain 1993;
Theodosis, 2002). En 1992, Marzban et al. ont étudié chez le rat, la réponse des neurones
magnocellulaires vasopressinérgiques a une stimulation osmotique chronique par substitution
d’eau de boisson par de I’eau saline a 2% pendant 10 jours, ils ont montré que ces neurones
s’¢élargissent significativement par rapport aux témoins. Par ailleurs, Lin et al. en 1996, ont
étudié par immunohistochimie, la taille des neurones magnocellulaires vasopressinérgiques du

NSO chez le rat soumis a une déshydratation chronique, ils ont observé une hypertrophie de
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ces cellules. De méme, pour les neurones magnocellulaires a OT du NSO, cette hypertrophie
est également observée lors de la déshydratation et la lactation (Marzban et al., 1992 ; Lin et
al., 1996).

Cette hypertrophie refléete de profondes modifications au niveau la machinerie cellulaire,
rejoignant les effets observés chez les deux types de neurones (a AVP et a OT) déja décrits
précédemment en réponse a la déshydratation. Ces modifications cytologiques de ces neurones
notamment les vasopressinérgiques, auront des répercussions sur d'autres structures du cerveau

entre autres le systeme glial (les astrocytes).
Effet du stress hydrique sur I’AQ2 au niveau du rein

L’¢étude immunohistochimique de I’expression de I’AQ 2 au niveau du rein de mériones
déshydratées par une privation hydrique prolongée d’un, 2 et 3 mois montre que I’expression
de cette protéine canal hydrique augmente progressivement au niveau médullaire a partir du
premier mois de déshydratation et s’accentue vers le deuxieme et le troisiéme mois (Elgot et
al., 2017). Cette expression protéique au niveau du rein étant régulée par I’AVP circulante,
celle-ci augmente en réponse aux conditions du stress hydrique (Uhl et al., 1985 ; Landgraf et
al.,1988 ; Verbalis et al.,. 1991 ; Theodosis et Poulain 1993 ; Pirnik et al., 2004 ; Sellami et
al., 2005). En effet, chez le rat traité pendant 60 h par I’OPC-31260 : un antagoniste spécifique
du récepteur V2 de I’AVP au niveau des tubes collecteurs du rein, 1’étude par
immunohistochimie, Western blot et par Northern blot a montré que 1’expression d’ARNm
codant pour I’AQ?2 et le taux de cette protéine au niveau médullaire, diminuent parallélement a
une augmentation de la diurése (Marples et al., 1998). De plus, 1’étude par Western blot du taux
d’AQ2 rénale, chez le rat soumis a une déshydratation chronique par réduction progressive de
I’apport d’eau (10 ml d’eau pendant les 3 premiers jours, 5 ml pendant les deux jours suivants
puis privation hydrique compléte pendant les 24 h précédant le sacrifice), a montré une
augmentation de 1’expression de I’AQ2 au niveau de la zone profonde de la médullaire externe

rénale (Laurent, 2005).

En plus du role de I’AVP dans la régulation de I’expression de I’AQ2 au niveau du rein,
d’autres mécanismes « AVP-non dépendants » y interviennent aussi. En effet, chez des rats
méme traités par un antagoniste des récepteurs V2 de ’AVP puis soumis a une restriction

hydrique, le taux d’AQ2 augmente (Marples et al., 1998 ; Murillo-Carretero et al., 1999).
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Réciproquement, on assiste a une diminution de 1’expression de I’AQ2 chez des rats ayant regu

une charge hydrique simultanément avec une administration d’AVP (Ecelbarger et al., 1997).

La combinaison des deux mécanismes « AVP-dépendants » et « non dépendants »,
peuvent expliquer en partie 1’augmentation tres nette de I’expression de 1’AQ2 donnée par nos
résultats, observée au niveau médullaire, chez la mérione déshydratée 3 mois par rapport a 2

et a 1 mois.

b) Stress hydrique et I’ocytocine (OT)

La proximité anatomique entre les structures sécrétoires de la vasopressine et de
I'ocytocine, ainsi que d'autres similitudes, laissent a supposer une nature similaire des
modifications de la vasopressine et de I'ocytocine induites par le stress. L’ocytocine joue un
role majeur dans I’accouchement, la lactation, la contraction utérine, I’amour, et la suppression
de la peur (Williams and Pettibone, 1996 ; Freidinger et Pettibone, 1997). Lorsqu’une
augmentation de lI'osmolarité plasmatique est détectée par les osmorécepteurs spécifiques des
neurones situés au niveau des OCVs, dont les axones projettent vers les NSOs et les NPVs, ou
par les osmorécepteurs intrinséques des NMCs dont les axones parcourent de haut en bas la
tige pituitaire pour venir se terminer dans le lobe postérieur de 1I’hypophyse au niveau duquel

ils déversent I’AVP et I’OT dans les capillaires sanguins (Zhu et al., 2011).

L'injection de solution saline hypertonique a entrainé une augmentation extréme de
I'ocytocine plasmatique, en particulier aprés 30 minutes (Whitnall, 1993). En effet, la libération
d'ocytocine s'est révélée augmentée en réponse a divers autres types de contention ou
d'immobilisation, éther, hypoglycémie, nageant chez le rat (Lang et al., 1983) en réponse a
I'nypoglycémie induite par I'insuline. d'autres stimuli de stress chez les humains (Fisher et al.,
1987; Nussey et al., 1988; Chiodera et al., 1992).

Par ailleurs, I'augmentation de I'ocytocine plasmatique s'est révelée étre potentialisée chez des
rats privés d'eau pendant 48 h. Il a été également observé que chez les rats la libération
d'ocytocine induite par le stress n'était pas différente de celle des témoins nourris, mais une
déshydratation supplémentaire entrainait a nouveau une libération prononcée d'’hormones
(Jezova et al., 1995).
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c) Autres systemes impliqués dans la réponse au stress hydrique
i.  Neurotransmetteurs classiques locaux interagissant avec les NMCs

Les NMCs recoivent de nombreuses afférences provenant des neurones
glutamatergiques, GABAergiques, catécholaminergiques, cholinergiques, sérotoninergique et
histaminergiques. L'administration d'agonistes et d'antagonistes des récepteurs pour ces divers
neurotransmetteurs induit une diversification des réponses hormonales neurohypophysaires a
la déshydratation. Par conséquent, ces neurotransmetteurs classiques sont susceptibles d'étre
impliqués dans la régulation de la synthése de 'AVP et de I’OT (Johnson and Thunhorst, 1997,
Van de Kar et Blair, 1999). Ainsi, une étude a démontré que la déshydratation conduit a une
augmentation de la libération du glutamate et du GABA dans le NSO et aussi une augmentation

de la synthése de la norépinephrine (Di and Tasker, 2004).

Par ailleurs, des chercheurs ont montré que I'oxyde nitrique (NO) peut aussi jouer un
role important dans 1'équilibre des fluides corporels en modulant la sécrétion d’AVP et d’OT
dans le Systéme Hypothalamo-Neurohypophysaire (SHN). En effet, les taux de NO synthase
(NOS) augmentent dans 1I’ensemble du SHN pendant stimulation osmotique aigue ou chronique
ou durant une privation hydrique (Kadekaro, 2004). La cascade de signalisation NO peut
réguler la libération de I'AVP et de I’OT soit en renforgant I'expression des nacaux Ca2* et K*
(BK channels) (Kadekaro et al., 2006), ou en facilitant, en partie, la libération locale de
glutamate et d’aspartate apres une privation hydrique (Gillard et al., 2007). Face a cette situation
de stress hydrique, I’organisme fait recours au comportement dipsique, ou de prise de 1’eau,
dans la mesure ou il concourt a maintenir constante la masse liquidienne de son corps pour
compenser le déficit hydrique. La sensation de soif peut étre annulée par injection intra-cérébro-
ventricular (i.c.v) de l-arginine qui inhibe Angll (Kadekaro, 2004).

Ii.  Neuropeptides colocalisés avec I’AVP et I’OT dans les NMCs

Les techniques immunocytologiques, particulierement a double marquage, demontrent
la présence de nombreux neuropeptides qui colocalisent avec I’AVP et I’OT dans les NMCs.
Certaines de ces substances sont impliquées dans la fonction osmotique, tels que I’Angll, la
corticolibérine (CRH), I'apéline (APL), la galanine (GAL) et le neuropeptide Y (NPY).

Angll : I’ AnglI et son récepteur de type | (AT-I) sont colocalisés dans les OCVs. Elle

est localisable également au niveau des corps cellulaires situés dans certaines régions
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cérébrales, incluant le NSO et le NPV, ou I’Angll est colocalisée avec I’AVP. De plus, des
Iésions de I’aire antéroventrale du troisiéme ventricule (AV3V) et une injection i.c.v de I’Angll
indique que ce peptide joue un role primordial dans le systéme rénine-angiotensine-aldostérone,
larégulation de la balance hydrominérale et la maintenance du volume et de la tension artérielle.
Cela se produit a travers ses effets sur son récepteur AT-1 ou par interaction avec d'autres
hormones telles que I'ANP et le NO en régulant la libération de I'AVP et de I’OT (Johnson et
Thunhorst, 1997; Antunes-Rodrigues et al., 2004; Bundzikova et al., 2008).

CRH : elle est exprimée dans plusieurs régions cérébrales chez le rat adulte, mais le
plus souvent dans les neurones parvocellulaires du NPV. CRH est connue pour son implication
dans lors de la réponse au stress, il régule certains mécanismes endocriniens, comportementaux
et immunitaires. Pendant la stimulation osmotique, une augmentation de I’immunoréactivité a
CRH a été observé dans les NMCs oxytocinergiques, le NPV et le NSO, avec une forte
expression significative de I’ARNm codant pour le récepteur-1 de la CRH, ce qui indique qu’il
existe une implication directe de cette neurohormone dans la régulation des deux neuropeptides
AVP et OT (Arima and Aguilera, 2000). Une étude menée par Lauand et ses collaborateurs a
démontré qu’une augmentation significative des taux de 'ANP, de ’OT, de ’AVP et de la
corticostérone plasmatiques a été observée aprés micro-injections i.c.v d’une solution
hypertonique de NaCl, d’Angll ou de carbachol. De plus, un prétraitement avec la
dexaméthasone a diminué les taux de corticostérone et de I’OT plasmatiques, sans aucun
changement dans la sécrétion de I’AVP. En outre, une augmentation significative de I’IR -Fos
a été enregistrée au niveau du MnPO, du PVN et du NSO aprés une stimulation i.c.v. Ces
réponses peuvent étre modulées par les glucocorticoides, ce qui implique que la CRH peut

¢galement réguler indirectement la sécrétion de 'AVP et de I’OT (Lauand et al., 2007).

Apéline (APL): C’est un ligand endogéne du récepteur membranaire couplé aux
protéines G, appelé APJ. Il a été identifi¢ par Tatemoto et ses collaborateurs en 1998 a partir
d’extraits d’estomac de beeuf lors de la recherche du ligand endogene d’un récepteur orphelin ;
le récepteur APJ (Tatemoto et al., 1998). Il existe plusieurs isoformes de ce peptide, comme
I’apéline-36 et I’apéline-13. L’APL et I’APJ sont exprimés dans le SNC, spécifiquement dans
I’hypothalamus et dans de nombreux tissus périphériques, comme le cceur, les poumons, les
cellules de I’endothélium capillaire, le adipocytes et les muscles squelettiques. Ce peptide est
impliqué essentiellement dans la régulation de la prise hydrique par ses effets diurétiques, des

fonctions cardiovasculaires, de la prise alimentaire, de la prolifération cellulaire, 1’angiogenése
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et des réponses immunitaures (Reaux et al., 2001 ; Dray et al., 2010). L’APL est colocalisée
avec I’AVP et I’OT dans les NMCs du NSO et du NPV, ou il agit pour réguler le systéme
vasculaire. En effet, une étude, menée par Reaux et al. a démontré qu’une administration de
I’APL par voie i.c.v réduit significativement la prise de 1’eau, avec une diminution significative
des taux de I’AVP circulant chez des souris privées d'eau (Reaux et al. 2001). En outre, une
autre étude a montré que les neurones immunoréactives a I’APL (IR-APL), du NSO et du NPV,
expriment également I’AVP. De ce fait, I’'IR-APL augmente significativement, dans les cellules
magnocellulaires, apres 24 ou 48 heures de déshydratation, alors que I’'IR-AVP diminue d’une
manicre significative dans les neurones exprimant ’AVP. La déshydratation induit une
augmentation de I’IR-APL, aprés une injection centrale d’un antagoniste du récepteur AVP-1,
ceci constitue une preuve complémentaire, prouvant que le neuropeptide APL est impliqué dans
la régulation de I'homéostasie des fluides corporels par I'intermédiaire de la régulation croisée
(cross-regulation) de la libération AVP (De Mota et al., 2004 ; Llorens-Cortes and Moos,
2008).

GAL : La galanine est un peptide composé de 29 acides aminés (30 chez I’homme),
isolé en 1983 a partir de I’intestin de porc et il est largement distribu¢ dans le SNC du rat. 11
joue un rdle dans de nombreuses fonctions physiologiques, il est impliqué dans la régulation du
sommeil et d’éveil, de la reproduction, de la nociception, de la cognition et de 1’homéostasie
énergétique et osmotique. Au niveau de I’hypothalamus, la GAL se localise particuliérement
dans I’aire préoptique, le NSO, le NPV, le noyau arqué et ’EM. L immunoréactivité a la GAL
et a son ARNm a été évaluée au niveau des NMCs du NSO et du NPV. La galanine est
cosynthétisée avec I’AVP dans ces deux noyaux. De ce fait, durant la déshydratation, I’ARNm
de la GAL est surexprimé dans les neurones magnocellulaires des NSO et des NPV, alors que
I’expression de la protéine galanine diminue au niveau des NSO, des NPV et de la
posthypophyse. Par ailleurs, Chez le rat hydraté normalement, une injection i.c.v de cette
protéine les taux de I’OT hypothalamiques et neurohypophysaires, mais elle conduit, plutét, a
une augmentation nette de sa concentration plasmatique. En outre, la galanine a provoqué une
diminution de I’AVP dans [’hypothalamus, sans aucun effet sur sa concentration
neurohypophysaire. En revanche, chez le rat privé d’eau, I’administration i.c.v de la GAL a
induit une inhibition significative du relargage de I’AVP et de I’OT a partir du SHN, en
conduisant a une diminution significative des concentrations plasmatiques de I'AVP et de I’OT.
Ces résultats suggerent que I'effet modulateur de la GAL sur la libération de I’AVP et de I’'OT

dépend de I'état d’hydratation des animaux expérimentés. Cette protéine agit comme un
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neuromodulateur inhibiteur de la sécrétion d'AVP et d’OT dans les conditions du stress
hydrique et de déshydratation (Ciosek and Cisowska, 2003; Kozoriz et al. 2006; Lang et al.
2007).

Neuropeptide Y (NPY): c’est un neuropeptide de 36 acides aminés qui agit,
physiologiquement, comme un neurotransmetteur dans le SNC et le systéme nerveux autonome
humain, de légeres variations de ce peptide se trouvent chez les animaux (Tatemoto, 2004).
Dans le systeme nerveux autonome, il est produit principalement par les neurones du systeme
nerveux sympathique et sert comme un vasoconstricteur puissant et provogue également la
croissance de tissu adipeux (Kuo et al., 2007). Dans le SNC, il est synthétisé par plusieurs
régions cérébrales, y compris I'hypothalamus. Il est colocalisé avec I’AVP et I’OT dans les
NMCs du NSO et du NPV, ou il est impliqué dans I’augmentation de la prise alimentaire et du
stockage d'énergie sous forme de graisse, la réduction de I'anxiété, du stress et de la nociception,
la modulation du rythme circadien, la réduction volontaire de la prise d’alcool, le contréle de
crises épilepsie, la neuroprotection, la neurogenése, I’abaissement de la tension artérielle et la
régulation de I’homéostasie hydrique (Larsen et al., 1993; Urban et al. 2006 ; Urban and
Guillemot, 2014). Sous les conditions basales, 1’expression de I’'IR au NPY se manifeste
principalement dans les fibres du NPV et du NSO. En soumettant les animaux & des facteurs
engendrant le stress osmotique, soit la privation hydrique ou le remplacement de I'eau potable
par une solution saline hypertonique, augmente de maniére significative de 1’expression du
NPY et de I’ARNm correspondant a son récepteur Y1 dans le NPV et le NSO (Larsen et al.
1993; Urban et al. 2006 ; Urban and Guillemot, 2014).

iii.  Autres substances impliquées dans le processus de la déshydratation

(Estrogenes (Es) . Diverses études ont démontré I’influence de ce groupe de stéroides
influence I'équilibre des fluides corporels, mais le mécanisme et le lieu de leur action précis,
leur permettent de mener a bien ce role, ont été récemment révélés. L’interprétation de
I’existence de récepteurs des Es (ER) dans les tissus neuronaux, n’ayant aucune relation directe
avec la reproduction, a conduit a I'hypothése que I'expression des ERs dans les noyaux
cérebraux est essentielle pour le maintien de 1'osmolarité. En effet, dans le cerveau du rat I’ERf
a été mis en évidence dans les NMCs exprimant I’AVP, alors que I’ERa. est densément exprimé
dans les neurones sensoriels de I'OCV dans le cerveau antérieur basal. Durant les conditions de

repos, ’ERP est fortement exprimé par les NMCs produisant I’AVP, tandis que pendant un
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stress d’hyperosmolarité, 1’expression de ce récepteur est significativement réduite (Sladek et

Somponpun, 2008).

Obestatine: Samson et ses collaborateurs ont démontre, en 2007, que la secrétion de
I’ AVP, induite par déshydratation, a été inhibé par 1’ obestatine d’une maniére dose-dépendante,
sans aucun effet sur les concentrations plasmatiques d’OT. L’injection centrale d’anticorps anti-
obestatine provoque une surexpression de I’AVP pendant la privation hydrique. L’obestatine
peut étre, donc, un facteur important pour le maintien de I'hnoméostasie hydrominérale (Samson
et al., 2007).

Autres protéines : en 2007, Gouraud et ses collaborateurs ont essayé¢ d’étudier les effets
de la déshydratation sur 70 protéines au niveau du NSO et du lobe neurointermédiaire (LNI)
pituitaire, y compris 45 protéines produites dans le LNI, en utilisant la technique
d’électrophorése bidimensionnelle différentielle. En outre, dans le contexte de la méme étude
en utilisant la technique de spectrométrie de masse MALDI (en anglais Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation), certaines de ces protéines ont été identifié avec succés. Ainsi, ces
protéines peuvent jouer un réle de régulateur du SHN lors de la déshydratation (Gouraud et al.,
2007).

Briévement, ces études indiquent que le SHN est soumis a 1’action de plusieurs facteurs
dont la fonction est intimement liée a la plasticité cérébrale apres déshydratation. En plus de
leur activation directe suite d’une déshydratation induite par privation hydrique ou la prise
d’une solution hypertonique saline, la libération de I'AVP et de I’OT est également modulée
par de nombreux autres facteurs, pouvant étre glutamatergiques, GABAergigues,

noradrénergiques angiotensinogenes, la CRH, I’APL, la GAL, 1’obestatin, et les Es.
11.3.3.4. Effets sur le systeme glial
a) Classification et fonctions des cellules gliales
i.  Définition et réles

Les cellules gliales (du latin "gloios: glu™) étaient considérées depuis jadis comme la colle
qui retenait le tissu nerveux, elles sont tres nombreuses et occupent jusqu'a la moitié du volume
nerveux. Ce sont de petites cellules par rapport aux neurones, et 5 a 50 fois plus nombreuses.

Etant incapables de générer un potentiel d'action ni méme de le transporter. Elles ont
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le pouvoir de se diviser méme chez I'adulte (Gerard et al., 1999 ; Gerard and Grabowski, 2002).
Ces cellules possédent plusieurs fonctions, entre autres ; I'édification du systéme nerveux,
faisant appel a la glie radiale (éphémére) (Rakic, 1982), la nutrition et la préservation du
fonctionnement des neurones, influencant ainsi leur morphologie et leur différenciation
(Hunter-Shaedle, 1997) et la réorganisation synaptique en réponse au stress, surtout le stress
osmotique (Hawrylak et al., 1998; Hatton, 1999; Gamrani et al., 2003).

ii.  Types de cellules gliales

» Les ependymocytes

» Les épendymocytes classiques

Elles constituent la majeure partie de I'épendyme séparant le parenchyme cérébral du
liquide céphalorachidien, au niveau de cette structure elles sont en association avec les

tanicytes.

» Les épendymocytes spécialisees

Ce sont des épendymocytes classiques ayant subi au cours du développement, une
différenciation particuliere édifiant ainsi des structures individualisées : les organes

circumventriculaires.

« Les tanicytes

Présentes au niveau de I’ependyme, elles sont co-localisées avec les ependymocytes. Les
tanicytes différent des ependymocytes par leurs structures, leurs localisations, leur contenu
enzymatique et aussi leurs fonctions. Elles etablissent des contacts entre le liquide
cephalorachidien et le systeme porte hypothalamique (Bruni, 1998) ce qui laisse supposer leur

implication dans des fonctions neuroendocriniennes.
» Les astrocytes

Elles sont de grande taille et de forme arrondie ou a symétrie radiale. Ces cellules entourent
les neurones et se trouvent en contact étroit avec les vaisseaux sanguins du neuropile. Grace
aux pieds astrocytaires, elles régulent les échanges entre circulation sanguine et tissu nerveux,

jouant ainsi le role de barriere : c'est la barriére hématoencéphalique (Michael et al., 2000).
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« Lamicroglie

Elle est constituée par des cellules de petite taille et de forme irréguliere, elle intervient lors
d'une Iésion du tissu nerveux. Par analyse microscopique il a été montré que ce type de cellules
envahit le tissu 1ésé. Elle a aussi un role phagocytaire des débris des autres cellules, de méme
que les astrocytes, elle est capable de proliférer chez I'adulte (Michael et al., 2000).

« Lesoligodendrocytes

Sont de grandes cellules, dont le réle est la synthése de la myéline par enroulement de leurs
membranes plasmiques autour des axones des neurones, ainsi un seul oligodendrocyte peut

myeéliniser plusieurs axones a la fois (Michael et al., 2000).
« Les marqueurs gliaux

Le maintien et la stabilisation de I'architecture cellulaire sont assurés par les filaments

intermédiaires (Hertz, 1992). lls sont nombreux et de fonctions variables:

o Lavimentine (Vim): étant le premier type de filaments intermédiaires synthétisés au cours
du développement (Sarnat, 1992). Chez I'adulte son taux diminue au dépend de la protéine
gliofibrillaire acide (GFAP) au niveau des astrocytes (Pixley et De Vellis, 1984).
Cependant, certaines structures gardent toujours cette expression a savoir les
ependymocytes specialisées de I'organe sous commissural (Laalaoui et al., 1996).

o La protéine S100 (PS100): elle prend son nom de sa solubilité dans le sulfate
d'ammonium a 100%. C'est une protéine cytoplasmique localisée dans les ependymocytes
classiques, oligodendrocytes et les cellules de Schwann. Son expression varie entre les
especes en fonction de la présence ou l'absence de l'innervation sérotoninérgique, il
semble que cette protéine joue un role dans la croissance neuritique des neurones a
sérotonine (Zhou et al., 1995).

o La protéine gliofibrillaire acide (GFAP): c'est une protéine acide, généralement
polymérisée dans les cellule. C'est le filament intermédiaire spécifique des astrocytes
matures (Bignami et Dahl, 1977). Elle intervient dans la croissance des astrocytes, la
modulation de I'efficacité synaptique (Mc Call et al., 1996) et dans les processus de

régulation de la croissance des cellules gliales (Toda et al., 1994).
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ili.  .Réle de ’astroglie dans la régulation de la balance hydrique centrale et le maintien

de ’intégrité neuronale

Dans le cerveau des mammifeéres, le maintien de I'homéostasie hydrique corporelle est
une fonction essentielle et critique, celle-ci est maintenue par l'interaction dynamique entre les
systemes neuronaux et gliaux. Afin de comprendre de cette interaction, plusieurs équipes de
recherche ont essayé d'étudier I'effet du stress osmotique, induit par déshydratation, sur les

systémes neuronaux et gliaux dans le SON et le PVN de I'hnypothalamus.

En effet, une étude menée par notre équipe de recherche montre que I'immunoréactivité
de I'AVP dans le SON et le PVN de Meriones était significativement augmentée apres 1 et 2
mois de privation hydrique et cette augmentation d'immunoréactivité est positivement corrélée
au temps de privation hydrique (Gamrani et al., 2011). Cette découverte peut étre due a une
augmentation de la synthése d'AVP dans le SON et le PVN et / ou a une diminution de la
libération d’AVP dans ces noyaux, suggérant que I'AVP est stockée pour étre libérée dans le
sang (Ciosek, 2002). D’autres chercheurs ont montré une augmentation de la biosynthese des
hormones neurohypophysaires, du transport axonal et de la libération (Ciosek, 2002) ainsi
qu'une augmentation de la décharge bioélectrique des neurones vasopressinergiques des noyaux
hypothalamiques magnocellulaires lors d’une déshydratation progressive (Poulain et Wakerley,
1982). Ces résultats sont accompagnés d'une élévation de la concentration plasmatique d'AVP
(Ciosek et al., 1993, Windle et al., 1993) et d'urine (Lacas-Gervais et al., 2003). Ces données
pourraient expliquer et confirmer que l'immunoréactivité accrue de I'AVP est due a une
augmentation de la synthése. De plus, il est bien connu que dans des conditions
d'’hyperosmolarité ou de déshydratation du liquide extracellulaire, la libération d'AVP dans le
sang (Bourque, 1999; Van de Heijning et al., 1991, ; Jarvis et al.,, 1995) et le liquide
céphalorachidien (lvanyi et al., 1995) est augmentee. En effet, chez les rats de laboratoire, la
privation hydrique augmente la concentration d'AVP dans le SON et le PVN et la libération
d'AVP dans le sang, diminuant ainsi les taux d'AVP dans I'hypothalamus et I'hypophyse
(Meister et al., 1990, Carter and Murphy, 1991). En outre, des résultats de recherche issus de
notre laboratoire ont pu montrer deux changements structurels majeurs en réponse aux
differents états de déshydratation: premierement, il a été constaté une augmentation des
projections d’AVP reliant le SON et le PVN qui forment un véritable réseau entre ces noyaux ;
un phénoméne qui reste obscur, ce qui laisse a penser en I’existence d’une sorte de

neuromodulation qui peut étre exercée entre les populations vasopressinergiques a la fois sur le
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SON et le PVN (Gamrani et al., 2011). Ludwig et al. (2005), montrent une population de
neurones hypothalamiques magnocellulaires libérant I'AVP de leurs dendrites et soma. Ce
mode de libération et de communication interneuronale permet aux molécules AVP d'agir
comme neuromodulateurs sur les récepteurs a une certaine distance de leur site de libération
(Ludwig et al., 2005). Les neurones magnocellulaires sont, donc, capables de répondre,
anatomiquement et physiologiquement, aux changements d'osmolarité provoqués par la
déshydratation (Oliet and Bourque, 1994).

De plus, des résultats de notre laboratoire ont montré qu’il y a une augmentation de la
taille des neurones magnocellulaires aprés 2 mois de deshydratation (Gamrani et al., 2011).
Cette découverte peut étre due au développement d'organites intracellulaires, qui sont
impliquées dans la synthese des peptides en conséquence du besoin accru de libération
d’hormones (Hatton and Walter, 1973, Arnauld et al., 1993). De plus, de hombreuses études
tentent d'expliquer cette plasticité structurelle par deux mécanismes possibles expliquant la
plasticité structurelle des neurones hypothalamiques magnocellulaires au cours de la
déshydratation chronique. D’une part, le premier mécanisme étant la stimulation osmotique qui
active directement les neurones magnocellulaires, puis provoque la plasticité structurelle. Une
osmolarité élevée est connue pour modifier directement I'activité électrique des cellules (Oliet
et Bourque, 1994, Mason, 1980). D’autre part, le deuxiéme mécanisme se manifeste par le fait
que l'entrée excitatrice de la paroi antérieure des régions du troisieme ventricule (AV3V)

stimule synaptiquement la plasticité structurale (Johnson, 1985, Miyata et al., 1996).

Par ailleurs, en revenant aux résultats obtenus par notre équipe de recherche, Gamrani
etal., (2011), I'étude immunohistochimique de GFAP dans les conditions de stress osmotique,
induit par la privation hydrique prolongée chez la mériones shawi, montre que le SON et le
PVN sont significativement affectés par les états de déshydratation chez cet espece semi-
désertique. La comparaison entre les groupes témoins et déshydratés montre que
I'immunoréactivité de la GFAP a diminué apres 1 et 2 mois de privation hydrique. Cette
découverte pourrait étre expliquée, comme rapporté précédemment par de nombreuses études
d’ultrastructure aprés des conditions de lactation et de déshydratation, par une réduction
significative des processus astrocytaires qui separent normalement les MNC, leurs dendrites et
leurs synapses (Modney and Hatton, 1990 ; Hatton and Li, 1997). Cette réduction peut étre due
a un réarrangement des processus astrocytaires en réponse a des états de déshydratation ou de

réhydratation, comme cela a été démontré par Hawrylak et al. (1999) (Hawrylak et al., 1999).
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De plus, des travaux antérieurs montrent que la stimulation du SON et du PVN chez les rats par
privation hydrique entraine un remodelage profond de ces noyaux et de leurs astrocytes voisins
(Tweedle et Hatton, 1977, 1984). Les résultats de ces travaux peuvent étre également expliqués
par une réduction de la protéine GFAP qui se rapporte a I'expression de son ARNm. En fait, il
a été montré que la réduction apparente de la protéine GFAP est liée a I'expression de son
ARNmM chez le rat déshydraté, telle que visualisée par hybridation in situ (Lally et al., 2005).
La méme étude utilisant la densitométrie des grains d'argent dans le SON a révélé de faibles
niveaux d'expression de 'ARNm chez les animaux témoins et les animaux déshydratés de 2
jours. Inversement, le SON des sujets déshydratés de 7 jours affichait significativement plus de

grains d'argent (Lally et al., 2005).

Cela peut également étre d(l a la rétraction des processus astrocytaires entre les neurones
au niveau du SON et du PVN, facilitant la libération de I'AVP des cellules neuroendocrines
magnocellulaires (Hatton, 1997, Theodosis et Poulain, 1993). Ces résultats suggerent une réelle
communication entre les neurones AVP et leurs astrocytes environnants dans les deux noyaux
SON et PVN le rongeur M. shawi. Ainsi, la rétraction des astrocytes et de leurs processus
s'accompagne d'une augmentation de la densité des neurones AVP et de leurs fibres en saillie
en réponse a cette situation de stress osmotique. Cette communication étroite entre les
astrocytes et les neurones AVP pourrait étre la base du contrdle central de I'homéostasie
hydrique corporelle, fournissant a certaines especes désertiques et semi-désertiques, comme la

Meériones shawi, une résistance miraculeuse a la privation hydrique.

iv.  Role des organes circumventriculaires dans le contréle du bilan hydrominéral :

I'Organe sous Commissural (OSC) et la Fibre de Reissner (RF)

L'organe sous commissural (OSC) est I'un des organes circumventriculaires (Castaneyra-
perdomo, 1985), dérivant de 1’épendyme et localisé dans la région dorso-caudale du troisieme
ventricule sous la commissure postérieure (figure 12). Chez I'homme, le maximum de son
développement est atteint durant la vie feetale et régresse lors de la période postnatale précoce
(Oksche, 1956; Wislocki et Roth, 1958; Rakic, 1965; Wildi et Frauchiger, 1965). Cet organe
libére dans le liquide céphalorachidien une glycoprotéine appelée Fibre de Reisner (RF)
(Oksche 1969 ; Oksche et al., 1993) dont la découverte remonte a 1860 par E. Reissner
(Reissner, 1860).
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I’OSC est la cible de plusieurs innervations : cholinergique (Rechardt and Leonieni, 1972),
peptidérgique (vasopressine et oxcytocine) (Buijs et Pevet, 1980), GABAérgique (Gamrani et
al., 1981) catécholaminérgique (Balaban et al., 1994) et sérotoninérgique (Fuxe, 1965;
Bjorklund et al., 1972; Gamrani, 1984; Voutsinos et al., 1994 ; Didier-Bazes et al., 1997).
L’innervation a sérotonine est trés développée chez la Mériones shawi et débute a un age tres

précoce contrairement au rat (Laalaoui et al., 2001).

Le role exact de I'OSC et sa sécrétion a fait I'objet de plusieurs hypothéses, a savoir son
implication dans la détoxification du liquide céphalorachidien (Dideren et al., 1983; Bouyatas
and Gamrani, 2007), la survie neuronale (Monnerie et al., 1995) et la régulation de la balance
hydrominérale (Severs et al., 1993; Chatoui et al., 2012), ainsi, la privation hydrique affecte
I'activité sécrétoire de I'OSC. Chez I'espéce Rana temporaria soumise a la déshydratation, cette
activité augmente (Vullings et Diederen, 1985), contrairement a la Mériones shawi, chez qui la
sécrétion diminue (Elgot et al., 2009), ce qui impliquera cet organe via sa sécrétion dans le bilan

hydrominéral.

Figure 12: Schéma montrant I'emplacement des organes circumventriculaires chez le rat.
(Collins et Woollam, 1981). Chiasma optique (OC), commissure antérieure (AC), corps calleux
(CC), commissure postérieure (PC), masse intérmédiaire (MI), foramen de Monro (FAM),
éminence médiane (ME), organe vasculaire de lame terminale (OVLT), organe sous fornical
(SFO), épendyme habenulaire (HE), commissure habénulaire (HC), organe sous commissural
(SCO), organe de la cavité aqueducale (ARO), organe de la cavité colliculaire (CRO), area

postrema (AP).
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v.  Réaction du systeme glial en réponse au stress hydrique et plasticité gliale

Les noyaux SON et PVN constituent des exemples évidents de plasticité dépendante de
I'activité neurogliale, dans laquelle certaines conditions physiologiques s‘accompagnent de
changements structuraux des neurones, leurs projections les cellules astrogliales environnantes
sont intimement impliquées dans les fonctions des cellules magnocellulaires (MNC) (Theodosis
et Poulain, 1993, Piet et al., 2004). Au niveau de I'hypothalamus, les astrocytes, en plus de leur
fonction de soutien des mécanismes metaboliques, elles jouent un réle important dans la
modulation de la communication neuronale (Piet et al., 2004). Le SON répond a une variété de
stimuli tels que la lactation, I’accouchement ou la déshydratation (Hatton, 1997). De
nombreuses études de microscopie électronique ont montré qu'il y a une réduction significative
des processus astrocytaires qui séparent normalement les MNC, leurs dendrites et leurs
synapses (Hatton, 1990, 1997 ; Salm et al., 1998, Theodosis et Poulain, 1993). Cette découverte
s'accompagne d'une augmentation de I'excitabilité des MNC et de la libération d'AVP (Hatton,
1990, 1997, Theodosis et Poulain, 1993). Des études immunohistochimiques antérieures ont
déterminé que l'immunoréactivité de la GFAP est significativement diminuée pendant la
période de déshydratation (Landry et al., 1994). Ces diminutions sont en outre accompagnées

d'une diminution de la densité de surface des astrocytes de la SON (Hawrylak et al., 1999).
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MATERIELS ET METHODES
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I. Les animaux utilisés

Toutes les expériences ont été réalisees sur des rats adultes males de la souche Wistar
Dawley, pesant entre de 200 et 350 g. Les animaux ont éte élevés pendant plusieurs générations

a I'animalerie de la faculté des sciences Semlalia, université cadi Ayyad.

Les rats sont placés dans des cages collectives en plexiglas avec acceés ad libitum a la
nourriture et I'eau dans une animalerie climatisée (22-23°C) et sous éclairage artificiel afin

d'assurer un rythme jour/nuit de 12h/12h.

Toutes les expérimentations animales réalisées durant ce travail, sont en conformité
avec l'arrété européen du 1°" février 2013, relatif a 1’évaluation éthique et a I’autorisation des
projets impliquant 1’utilisation d’animaux dans des procédures expérimentales. Ainsi, les
sacrifices des rats ont été réalisés sous anesthésie profonde a I’aide de l'uréthane afin d'éviter la

souffrance et la douleur des animaux.

Les animaux en cours d’expérimentation sont suivis quotidiennement et tout animal qui

présente des signes d'infection systémique ou malaise générale est euthanasié.
I1. Induction du stress hydrique chez les rats

Les rats males adultes sont répartis entre 3 groupes :

Groupe déshydraté 1 semaine (D1s) : (n=6; 270.30+/- 22.46), les rats sont déshydratés
par restriction hydrique totale (cages sans biberons) avec accés ad libitum a la nourriture
(mélange de blé et de boucherons professionnels secs).

Groupe déshydrate 2 semaines (D2s): (n=6; 266.27+/- 25.75), les rats sont privés

d’eau de la méme facon pendant 2 semaines continues.

Groupe témoin de controle (C) : (n=6; 279.25 g +/- 24.55) : les rats ont acces libre a

I’eau et a la nourriture.
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I11. Etude pondérale et morphomeétrique

I11.1. Etude pondérale

Les animaux ont été pesés a la fin de la premiére et la deuxiéme semaine de la privation
hydrique. Toutes les mesures sont réalisées toujours au méme moment de la journée entre 16h
et 17h PM a I’aide d’une balance appropriée a affichage numerique (PCB-1000-1, portée (Max)
1000 g).

111.2. Etude morphométrique de quelques organes vitaux

Apres sacrifice de chaque animal, les organes vitaux suivants sont prélevés délicatement
a savoir : le foie, la rate, les reins, les testicules et le cerveau. Les organes sont peses grace a
une balance analytique spéciale (ABS80-4, portée 83g, erreur 0.1 mg). Ainsi, la moyenne du

poids de chaque organe de chaque groupe est notée.
IVV. Etude neurocomportementale

En vue d'examiner les possibles atteintes neurocomportementales accompagnant les
altérations centrales des composantes neurologiques connues par leur contrdle des différents
comportements animaux, nous avons examiné l'activité locomotrice et I'état d'anxiété des
animaux en plus de la réponse a la douleur périphérique et cela par usage de différents

dispositifs:
IV.1. Etude de I'activité locomotrice: Test du champ ouvert ""open field"'

Pour évaluer I'activité locomotrice, nous avons eu recours au test du champ ouvert
"open field test". 1l consiste en une enceinte carrée d'une surface de 1 m? et de 30 cm de hauteur
(Im x Im x 30 cm) en bois peint en blanc, la surface du fond est subdivisée en 25 carrés de 25

cm? identiques (figure 13).

Avant d'entreprendre le test, chaque animal est habitué individuellement en le placant
dans le dispositif pendant 10 min d'exploration par jour durant les trois jours précédant le test
(Swain et al., 1998).

Le test commence en plagant chaque animal au centre du champ ouvert (bien nettoye a

I'alcool 70°) et éclairé par une lampe de 60W. Ensuite, les mouvements de l'animal sont
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librement enregistrés pendant 5 min par une caméra placée au haut du dispositif. L'étude est
faite entre 12h et 14h (SUR.CAM.FACT2).

Les vidéos sont par la suite examinées et le nombre de cases parcourues est compté pour
chaque groupe; la case est considérée comme parcourue quand I'animal la traverse par toutes

ses pates y compris les postérieures) (Swain et al., 1998).

Figure 13: Le dispositif du champ ouvert "open field ».

IV.2. Etude de I'état d'anxiété: test chambre noire/obscure « Dark-Light

Box »

L'étude de I'état d'anxiété a été faite par usage d'un dispositif spécial: le test de la
chambre claire/obscure "Dark/light box test”, qui permet d'evaluer les réactions aversives des
animaux Vis-a-vis d'une cage fortement éclairée qui constitue une source de lumiére. Dans ce
cas, les animaux ont tendance a séjourner dans le compartiment obscur plus que dans I'éclairé.
Le temps de séjours dans chaque compartiment nous renseigne sur I'état d'anxiété de lI'animal.
Les rats anxieux ont tendance a passer plus de temps dans le compartiment obscur par rapport
a I'éclairé (Miller et al., 2011) (Figure 14).

Le dispositif consiste en une boite de 50 cm de longueur, 20 cm de largeur et 19 cm de

hauteur, répartie en 2 boites de tailles inégales, une éclairée (par une lampe de 60 W) constitue
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le 1/3 et une fermée obscure constitue les 2/3 du volume total du dispositif (figure 22). Les deux

boites sont connectées entre elles par une ouverture de 7cm de hauteur laissant le passage libre
de I'animal entre les deux chambres.

L'animal est habitué en le placant pendant 1.5 min dans la chambre obscure avec
fermeture de la jonction entre les chambres, et 1.5 min dans I'éclairée. Le test se fait en ouvrant
la jonction et les mouvements de I'animal sont filmés par une caméra de bonne résolution. Puis,
les vidéos sont analysees ultérieurement. Le temps de séjour des animaux de chaque groupe est
mesuré comme indicateur de I'état d'anxiété des animaux (Miller et al.,2011).

Chambre éclairée
(ouverte)

deux chambres

chambre obscure

i Ouverture entreles

Figure 14: Le dispositif de la chambre claire-obscure (Dark-light box).
IV.3. Etude analgésique: test de la plaque chauffante « hot plate »

Le test de plaque chauffante mis au point par Eddy et Leimbach en 1953, est un simple
test comportemental utilisé pour estimer les effets des substances et traitements sur le seuil de
détection de la douleur. Il est basé sur le principe que lorsque les rongeurs sont placés sur une
surface chaude, ils démontrent initialement les effets aversifs du stimulus thermique en léchant
leurs pattes ou en essayant d'échapper au milieu par le saut. Tout traitement qui modifie le seuil
nociceptif augmentent la latence du léchage / saut (effet analgésique) ou le diminuent (effet
hyperalgésique) (Eddy and Leimbach en 1953) (Figure 15).
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Pour notre étude, nous avons utilisé une plaque chauffante spéciale (COULBOURN
INSTRUMENTS, Harvard apparatus company). La température de la plaque est maintenue a
55,5 + 0,2 ° C. Chaque animal est placé dans un cylindre de verre (diamétre 20 cm) sur la
surface chauffée de la plaque. Le temps de latence pour montrer la réaction nociceptive ‘1échage
de la patte ou saut) a éte déterminé chez les rats témoins et déshydratés (pendant 1 et 2
semaines). Afin de minimiser les dommages de la patte de I'animal, la durée de la latence de

réponse a été fixée a 20 s (Shalheen et al., 2000).

Figure 15: Dispositif de la plaque chauffante utilisé

V. Etude immunohistochimique

V.1. Principe de la technique

La technique d'immunohistochimie repose sur le principe de reconnaissance spécifique
entre antigéne et anticorps. Pour cela divers types d'anticorps mono- et poly-clonaux ont été
utilises pour la détection de molécules. Dans notre cas, il s'agit soit de neurotransmetteur (la
sérotonine 5HT), d'enzyme de synthése d'un neurotransmetteur (tyrosine hydroxylase: TH), de
protéines cytosquelettiques (la protéine glyofibrillaire acide: GFAP),de glycoprotéines (la fibre
de Reissner: FR), de vasopressine (AVP) ou d’aquaporine (AQz). Plusieurs variétés de la
technique sont utilisées. Nous avons choisi une qui se base sur l'usage d'anticorps primaires
spécifiques et d'anticorps secondaires reconnaissant les primaires avec systeme d'amplification

du signal par la méthode enzymatique (figure 16).

53



Etude des conséquences neurobiologiques du stress hydrique: approche neurocomportementale, immunohistochimique et
neurophysiologique

Complexe avidine-biotine- biotine —> Avidin-Biotin
péroxydase (syst-me avidine ——> x"’x‘/ Complex
d’amplification du signal) péroxydase 3 . Must be prepared 30

minutes prior to use
X<. >X<Q
A A r"\
Précipité brun
insoluble

Ac secondaire ——————>

V' Vsubstrats (DAB +

H202)

Ac primaire ——————— Jk

A.._ antigéne

Figure 16: Principe de la technique d'immunohistochimie adoptée.
V.2. Le protocole expérimental adopté
Le protocole expérimental que nous avons adopté comprend les étapes suivantes:

Aprés anesthésie par du pentobarbital sodique (40 mg/kg. i.p.), I'animal est perfusé par
voie intracardiaque par une solution froide de NaCl (0.9%), puis par de la paraforormaldéhyde
(PFA 4%) préparée dans du tampon phosphate (PBS, 0.1 M, pH 7.4). Le cerveau et les reins
sont ainsi prélevés délicatement, post-fixés dans la méme solution (PFA 4%) pendant une nuit
a 4°C. Puis, déshydratés dans des bains d'éthanol de concentrations croissantes (50-100%).
Ainsi, les organes sont imprégneés par du polyéthylene glycol (PEG: 20 a 100%), puis inclus
dans du PEG pur. Les coupes sont réalisées a I'aide d'un microtome (figure 24) et on obtient
des coupes frontales (pour le cerveau) et sagittales (pour le rein) successives de 20um qui sont
collectées dans du tampon phosphate. Apres ringage, elles sont triées sous la loupe binoculaire
pour le choix des niveaux a étudier (tableau 4) selon des coordonnées steréotaxiques bien

définies dans I'atlas stériotaxique de Paxinos et Watson (Paxinos et Watson, 2006) (Figure 17).
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Figure 17: Le microtome utilisé pour les coupes des tissus.

Tableau 4: Les différentes structures étudiées par immunohistochimie

Le systeme étudié Les niveaux choisis

Le systéme a dopamine (DA) mésencéphale (SNc, ATV et NRD)

Le systéme a sérotonine (5HT) NRD, OSC

Le systéeme astroglial (GFAP) Hippocampe et OVLT
La fibre de Reissner (RF) 0SsC

La vasopressine (AVP) PVN, SON
L'aquaporine 2 (AQ2) tubes colecteurs rénaux

Les coupes ainsi définies, sont par la suite incubées dans une solution de sérum albumine
bovine (BSA 1% dans du PBS, triton X100 0.3%) pendant 2h a température ambiante pour
empécher toute liaison non spécifique avec l'anticorps utilisé. Les coupes sont transférées dans
une solution de PBS contenant I'anticorps primaire biotinilé approprié pour la détection de la

protéine cible ou elles vont séjourner pendant une nuit a 4°C (tableau 5).
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Tableau 5: Résumé des différents anticorps utilisés, leurs dilutions et les antigénes ciblés.

Anticorps Antigéne Ciblé Dilution Références
) ) ) (Miles, Elkhart, IN, USA) EI Got et
Anti-5HT Sérotonine (5HT) 2/1000
al., 2009)
) ) (Santa Cruz, CA, USA) Erazi et
Anti-TH Tyrosine hydroxylase 1/1000
al.,2011)
) Protéine gliofibrillaire (Dako, Copenhagen, Denmark)
Anti-GFAP ) 1/1000 )
acide Gamrani et al.,2011
Anti-FR Fibre de Reissier 1/1000 Meiniel et al.,1996
Anti-AVP vasopressine 1/2000 Gamrani et al.,2011
Anti-AQ2 Aquaporine 1/2000 El Got et al., 2018

NB: tous les anticorps primaires utilisés sont produits chez le lapin.

Aprés incubation, les coupes sont lavées 3 fois (5 min pour chaque lavage) dans du PBS,
tritonX100 P.3%, puis les coupes sont incubées dans une solution d'anticorps secondaire
biotinylé (Dako, Copenhagen, Denmark, produit chez le lapin et dilué 1/1000) pendant 2h a

température ambiante qui reconnait l'anticorps primaire.

Apreés rincage (3 fois par du PBS, triton X100 0.3%, 5 min chacun), les coupes sont
réincubées dans une solution du Kit ABC (Avidin Biotin Complexe, Dako, Copenhagen,
Denmark), préparée 30 min a l'avance dans du PBS, triton X100 0.3%) pendant 1H30 a

température ambiante).

La révelation se fait apres rincage (deux par du PBS et un par du tampon Tris (0.05M),
pH 7.5), en placant les coupes dans une solution de 0.03% DAB (3-3-diaminobenzidine, Sigma,
Oakville, Canada) dans du tampon Tris (0.05M), pH 7.5, contenant 0.01% d'H202), jusqu'a

avoir le marquage reconnaissable qui apparait sous forme de coloration marron foncée.
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V.3. Quantification du marquage immunohistochimique

Les coupes montrant le marquage désiré, subissent une déshydratation dans des bains
d'éthanol a concentration croissante (50 a 100%), puis degraissage dans du toluene pur et

montage entre lame et lamelle pour I'observation microscopique.

Des photos sont prises par un systeme de caméra (NIKON) fixée sur le microscope
optique (Zeiss-Axioskop 40 microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), associée a un

systeme informatisé pour I'observation du marquage sur écran (figure 18).

Des photos a différents grossissements sont prises et la quantification du marquage se
fait selon le protocole de Vilaplana et Lavialle (1999) (Vilaplana et al.,1999). Chaque image
est enregistrée en taille de 512x512 pixels (format TIFF). La quantification du marquage se
fait par un logiciel Adobe Photoshop v.6.0 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA). Apreés
conversion de I'image en mode binaire, le pourcentage du marquage (aire noire) est calculé par
le systeme. L'opération est répétée pour plusieurs coupes de différents animaux et les résultats

sont représentés en histogramme.

(&1

oy, ™/ |

o

Figure 18: Le systéme de prise de photo utilisé: caméra connectée a un ordinateur et au

microscope.
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V1. Etude statistique
L'étude statistique est faite par un logiciel de statistique: SPSS 10 pour windows. Le
test non paramétrique de CrushKall-Wallis est utilisé. Les valeurs de p<0.05 sont considérées

somme significatives et les résultats sont représentés sous forme de moyenne +SEM (erreur

standard a la moyenne).
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Résultats
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I. Etude biométrique et morphométrique
1.1. Etude de I’évolution des réponses du poids corporel au stress

hydrique

Le suivi de I’évolution du poids des différents groupes étudiés (figure 19), montre chez
le groupe déshydraté 1 semaine, une chute significative (p<0.001) du poids corporel pendant
la 1 semaine comparé au temoin. Cette tendance est accentuée chez le groupe déshydraté 2
semaines, dont le poids corporel diminue significativement par rapport aux groupes déshydraté
1 semaine (p<0.001) et aux témoins (p<0.001) (figure 19).

CTR D1S D2s

Figure 19: Evolution du poids corporel des rats des différents groupes au cours de 14 jours.
Controle (CTR), déshydraté 1 semaine (D1S), déshydraté 2 semaines (D2S). ***p<0.001 chez
le groupe D1S/D2S vs CTR. ##p<0.001 chez le groupe D2S vs D18S.

1.2.  Etude de la variation des poids spécifiques de certains organes

vitaux suite a la privation hydrique prolongée

Le foie montre une tendance a une hypertrophie (hépatomégalie) avec augmentation
significative du poids chez le groupe déshydratés 1 semaine vs témoins (p<0.001) (figure 20A).
Alors que chez le groupe déshydraté 2 semaines on note plutdt une atrophie significative en
comparaison au groupe déshydraté 1 semaine (p< 0.01) et le contrdle (p< 0.01) (figure 20A).
Pour les reins I'augmentation du poids est significative a partir d’une semaine de privation
hydrique totale (p< 0.001). A 2 semaines de déshydratation, une Iégére tendance a une baisse
du poids s’observe mais reste non significative (figure 20B). La constatation est également
partagée avec la rate, dont nous pouvons noter une élévation, mais pas significative (p>0.05)
du poids de la rate (splénomégalie) chez le groupe déshydraté 1 semaine et une diminution

Iégere son significative (p>0.05) a 2 semaines (figure 20C). L’étude pondérale du cerveau
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montre une tendance inverse avec une réduction du poids non significative (p>0.05) chez le
groupe déshydraté 1 semaine par rapport au témoin (figure D). Cette diminution devient
significative aprés 2 semaines de privation hydrique par rapport au groupe témoin et déshydraté
1 semaine (p<0.01) (figure 20D). D'autres organes comme les testicules, montrent aussi une
augmentation significative du poids chez les deux groupes déshydratés 1 semaine et 2 semaines
comparés aux témoins (p<0.001, p<0.001) (figure 20E), avec une diminution significative du
poids de ces organes chez le groupes déshydratés 2 semaines par rapport aux groupe
déshydratés 1 semaine (p<0.01) (figure 20E).
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Figure 20: Poids moyens de quelques organes vitaux (foie, rien, rate, cerveau, testicules) des
rats des différents groupes étudiés au cours de 14 jours. Contréles (CTR), déshydraté 1 semaine
(D1S), déshydraté 2 semaines (D2S). **p<0.01 chez les groupes D1S/D2S vs CTR. ***p<0.001
chez les groupes D1S/D2S vs CTR. #£p<0.01 chez le groupe D2S vs ID1S. #### p<0.001 chez
le groupe D2S vs D1S.
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Dans le but d’évaluer I’effet de la privation d’eau chez les rats déshydratés sur I’état
d’anxiété, la performance motrice, et la douleur périphérique, nous avons utilisé trois tests a
savoir le test de la chambre éclairée-obscure « Dark-light Box », le test du champ ouvert « Open

Field » et la plaque chauffante « hot plate test ».

1.3. Etude de I’état d’anxiété des animaux soumis a une privation

hydrique prolongée

Par usage de ce test, nous avons montré chez les animaux déshydratés pendant A
semaine, une augmentation trés significative (p<0.01) du temps passé au compartiment obscur
par rapport aux témoins (figure 21). Cet effet est accentué aprés 2 semaines de privation
hydrique dont on note une différence significative par rapport au groupe déshydraté 1 semaine
(p<0.05) (figure 21) et au controle (p<0.01).
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Figure 21: Histogramme montrant le temps passé dans la chambre obscure du test DLB des rats
des différents groupes étudiés. Contréle (CTR), déshydraté 1 semaine (D1S), déshydraté 2
semaines (D28S). **p<0.01 chez les groupes D1S/D2S vs CTR. . # p<0.05 chez le group D2S
vs D1S.
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1.4. Etude de ’activité locomotrice des animaux soumis a une privation

hydrique prolongée

Par usage du test du champ ouvert, nos résultats montrent que les animaux déshydratés
durant 1 semaine, présentaient une baisse significative (p <0,01) du nombre de cases parcourus
reflétant un déficit de la performance locomotrice. Cette diminution devient plus prononcée

apres 2 semaine (p<0.05) ; comparaison au groupe témoin (figure 22).
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Figure 22: représentation graphique montrant [l'activité locomotrice (nombre de cases
parcourues pendant 5 min d'observation) des rats des différents groupes étudiés. Controle
(CTR), déshydraté 1 semaine (D1S), déshydraté 2 semaines (D2S). **p<0.01 chez les groupe
D1S/D2S vs CTR, # p<0.05 chez le groupe D2S vs D1S.

1.5. Etude de la réponse a la douleur périphérique des animaux soumis a

une privation hydrique prolongée.

D’apres les résultats du test de la plaque chauffante, nous avons noté une augmentation
significative (p<0,001) du temps de latence qui refléte la sensation de la douleur, chez les rats
déshydratés par rapport aux témoins. Cette tendance se poursuit significativement jusqu’a 2

semaines de privation hydrique (p<0,001) (figure 23).
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Figure 23: Histogramme montrant le temps de latence des rats des différents groupes a étudier.
Controle (CTR), déshydraté 1 semaine (D1S), déshydraté 2 semaines (D2S). **p<0.01 chez le
groupe D1S vs CTR. ***p<0.001 chez le groupe D2S vs CTR. ### p<0.001 chez le groupe
D2S vs D1S.

I1. Etude immunohistochimique
11.1. Etude immunohistochimique de I’expression de I’AQ2 au niveau de

la zone médullaire du rein

Afin de déceler les conséquences du stress hydrique prolongé sur les mécanismes de
contrdle de la balance hydrique, nous avons ciblé un des plus importants éléments de régulation

faisant appel a la rétention de 1’eau au niveau rénal ; il s’agit de I’expression rénale de I’AQ2.

En effet, suite a une privation hydrique graduelle d’une et de deux semaines chez le
rat, notre étude immunohistochimique, par application d’anticorps anti-AQ2 sur des coupes
sagittales au niveau du rein, montre la présence d’immunomarquage au niveau pariétal des
tubules collecteurs chez tous les groupes étudiés (contr6les et déshydratés) (figure 24). Chez
les rats déshydratés pendant une semaine (figure 24B), on note une réduction trés significative
(p<0.01) de I’immunoréactivité de 1’AQ2 par rapport aux témoins de controle (figure 24A).
Chez les animaux déshydratés pendant une semaine, le marquage semble se condenser au
niveau des parois et perd son large étendu observé chez les témoins. Il faut noter également une

dilatation des tubules collecteurs chez le groupe déshydraté par rapport au témoin.
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Par ailleurs, une privation hydriqgue de 2 semaine semble restaurer mais pas
significativement (p>0.05) (figure 24D) I’'immunomarquage a 1’AQ2 au niveau des tubules
collecteurs de la zone médullaire (figure 24C) en comparaison avec le groupe déshydraté 1
semaine (figure 24B). Le marquage a I’AQ2 retrouve le niveau du témoin de controle (figure
24A) dont on n’observe aucune différence significative entre le groupe témoin et le déshydraté
pendant 2 semaines (p>0.05) (figure 24D). La dilatation des tubules collecteurs continue a

augmenter par rapport aux deux groupes témoins et déshydrates 1 semaine.
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Figure 24: Etude de I’expression de I’AQ2 au niveau médullaire du rein. A, B et C : coupes
sagittales du rein (20 um d’épaisseur) marquées a ’antiAQ2. A : chez le témoin de controle
(CT), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez le rat déshyd raté pendant 1
semaine (D1S), C: chez le rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation
graphique de la quantification de I’'immunnomarquage a 1’AQ2 chez les groupes étudiés. Les
valeurs représentent la moyenne+SEM. * p<0.05 chez le groupe D1S vs CTR.
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11.2.  Etude immunohistochimique de I’expression de I’hormone
antidiurétique (arginine-vasopressine) au niveau hypothalamique :

noyau paraventriculaire (NPV) et supraoptique (NSO)

Il est bien établit que I’expression de 1’AQ2 est sous controle central faisant appel au
systéme neuropeptidérgique : ’hormone antidiurétique (ADH) ou Arginine Vasopressine
(AVP) synthétisée au niveau hypothalamique par les noyaux supraoptiqgue (NSO) et
paraventriculaire (NPV).

1.2.1. Etude du noyau paraventricualire (NPV)

L’examen immunohistichimique de I’expression de I’AVP au niveau des coupes
frontales, a travers le NPV hypothalamique chez le rat, révéle la présence d’un marquage
hétérogene entre les différentes composantes du NPV ; a savoir les neurones magnocellulaires
médians  paraventriculaires (MP), dorsaux paraventriculaires (DP), ventrolatéraux
paraventriculaires (VLP) et magnocellulaires postérieurs (PM). Ces différentes parties forment
ensembles une masse neuronale située de part et d’autre du troisiéme ventricule. A ce niveau,
les neurones sont présents a forte densité et semblent étre plus chargés. Les péricaryons sont
fortement marqués avec un réseau neuronal local assez dense chez le témoin de contréle (figure
25A).

Une privation hydrique prolongée d’une semaine chez le rat montre une réduction du
nombre de neurones immunomarqués a I’AVP. Certains péricaryons apparaissent fortement
marqués (figure 25B) comparés au groupe témoin. Tendis que le réseau neuronal dense perd sa
charge en AVP. Nous pouvons noter également une hypertrophie des neurones
magnocellulaires a AVP au niveau du NPV, en particulier la partie postérieure (PM). L’étude
statistique montre une réduction significative de I’immunoréactivité a I’AVP au niveau du PM

chez le groupe déshydraté en comparaison au témoin (p<0.05) (figure 25D).

La privation hydrique de 2 semaines montre contrairement a une semaine, une
restauration significative de 'immunomarquage a I’AVP quasiment exclusive au noyau PM ;
les neurones apparaissent fortement marqués et le réseau neuronal retrouve sa densité initiale
(figure 25C). En terme de taille, les neurones magbnocellulaires gardent toujours leur
hypertrophie comparés au témoin. L’étude statistique renforce cette observation montrant une

¢lévation significative de I’immunoréactivité chez le groupe déshydraté 2 semaines comparé a
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1 semaine (p<0.05) figure 25D), tandis qu’en comparaison au témoin, cette différence disparait
(p>0.05) (figure 25D).
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Figure 25: Etude de I’expression de I’AVP au niveau du noyau paraventriculaire (NPV). A, B
et C : coupes frontales a travers I’hypothalamus (20 pm d’épaisseur) marquées a I’anti-AVP. A
: chez le témoin de contréle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semai ne (D1S), C:
chez le rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la
quantification de I’immunnomarquage a 1I’AVP chez les groupes étudiés. Les valeurs
représentent la moyenne+SEM. * p<0.05 chez le groupe D1S vs CTR. #p<0.05 chez le groupe
D2S vs D1S. 3V : troisieme ventricule.
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11.2.2. Etude du noyau supraoptique (NSO)

A T’instar du NPV, I’examen immunohistochimique de I’expression de ’AVP au
niveau des coupes frontales, a travers le NSO hypothalamique chez le rat, révéle la présence
d’un marquage similaire a celui du NPV mais avec une homogénéité plus apparente. Le NSO

est situé latéralement par rapport au chiasma optique (figure 26A).

Chez le groupe privé d’eau pendant 1 semaine, on note, par rapport ai groupe témoin
(figure 26A), une réduction trés significative (p<0.01) figure 26D) de I’'immunomarquage des
neurones magnocellulaires immunomarqués a I’AVP, cette diminution semble toucher plus la
quantité de marquage que le nombre de neurones (figure 26B). Nous pouvons noter également
que ’hypertrophie des neurones magnocellulaires a AVP encore observée au niveau du NPV,

semble moins évidente au niveau du NSO,

La privation hydriqgue de 2 semaines par contre, montre une restauration tres
significative de I’immunomarquage a I’AVP par rapport au groupe déshydraté 1 semaine
(p<0.01), figure 26D). Cette tendance rejoint celle observée pour le NPV. Les neurones
retrouvent relativement leur marquage initial en gardant toujours une différence significative
par rapport au témoin (p<0.01) figure 26D), signifiant une reprise possible de I’activité
sécrétoire de I’AVP a ce niveau. La taille des neurones par contre augmente (hypertrophie) par

rapport aux groupes témoin et déshydraté 1 semaine.
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Figure 26: Etude de I’expression de I’AVP au niveau du noyau supraoptique (NSO). A, Bet C:
coupes frontales a travers I’hypothalamus (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-AVP. A : chez
le témoin de contrdle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez le
rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la quantification de
I’immunnomarquage a I’AVP chez les groupes étudiés. Les valeurs représentent la

moyennexSEM. ** p<0.01 chez le groupe D1S vs CTR. ##p<0.01 chez le groupe D2S vs D1S.
CO : chiasma optique.

11.3. Etude immunohistochimique des réponses du systéeme

dopaminergique au stress hydrique prolongé chez le rat

En vue de voir les conséquences du stress hydrique sur le systéme neuronal, nous avons
ciblé un des principaux systemes de neurotransmission assurant une grande variété de fonctions
centrales, il s’agit du systtme a dopamine (DA), pour cela nous avons choisi la tyrosine
hydroxylase (TH); enzyme clé de synthése de la DA comme marqueur des neurones
DAérgiques au niveau de deux noyaux mésencéphaliques a savoir 1’aire tegmentale ventrale

(VTA) et la substance noire pars compacta (SNc) en plus du noyau de Raphe avec ses parties
médianes et dorsales.
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11.3.1. Etude du locus dopaminergique de la substance noire pars

compacta (SNc) et I’aire tegmentale ventrale (ATV)

Aprés application d'antiserum anti-TH sur des coupes frontales du mésencéphale, nos
résultats montrent deux noyaux subdivisés distincts soient: la SNc et I’'VTA. Les neurones de
ces noyaux contiennent d'innombrables neurones immunoréactifs a la TH témoignant de la
présence de la DA a ce niveau. La densité des neurones differe en fonction du noyau étudié;

I’ATV présente un réseau neuronal trés dense a large étendu comparé a la SNc (figure 27A).

Chez le groupe déshydraté pendant 1 semaine, notre étude a montré, en comparaison au
témoin (figure 27A,a), une élévation de I’immunoréactivité a la TH touchant 1’ensemble des
deux noyaux (figure 27B,b1 et b2). Les neurones apparaissent fortement marqués et le réseau
neuronal est plus dense et chargé en TH témoignant d’une possible élévation de biosynthése
de cette enzyme. Cette augmentation d’immunoréactivité étant statistiquement significative

(p<0.05) figure 27D,E).

Par ailleurs, la privation hydrique de 2 semaines continue & augmenter les niveaux de la
TH au niveau des deux noyaux VTA et SNc (figure 27C, cl et c2), cette augmentation est aussi
significative par rapport au groupe déshydraté durant 1 semaine (p<0.05) figure 27D,E) et au

groupe témoin (p<0.05) figure 27D,E).
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Figure 27: Etude de I’expression de la Tyrosine Hydroxylase (TH) au niveau mésencéphalique.
A, B et C : coupes frontales (20 um d’épaisseur) a travers le mésencéphale marquées a
I’antiTH. A : chez le témoin de contrdle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine
(D1S), C : chez le rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D, E : représentent respectivement
les quantifications de I’immunnomarquage a la TH chez les groupes étudiés au niveau de la
SNc et ’VTA. Les valeurs représentent la moyenne=SEM. * p<0.05 chez les groupes D1S/D2S
vs CTR. #p<0.05 chez le groupe D2S vs D1S.

11.3.2. Etude du locus dopaminergique du noyau de Raphe Dorsal (DRN)
et médian (MRN)

Parallelement aux changements de I’immunoréactivité a la TH décrite précédemment
au niveau mésencéphalique (SNc et ATV), nous avons examiné d’autres structures cérébrales
renfermant €¢galement des neurones a dopamine immunoréactifs a la TH, en effet, I’examen
immunohistochimioque des parties dorsales (DRN) et médianes (MRN) du noyau de Raphé
montre, chez le témoin de contrdle, la présence d’une population neuronale assez importante
qui s’étend depuis la partie dorsale jusqu’a la partie médiane du noyau de Raphé en passant par
le FLM (figure 28A).

Chez le groupe privé d’eau durant 1 semaine, nous avons noté une €lévation légere de
I’immunomarquage et du nombre de neurones immunopositifs a la TH surtout au niveau du

MRN (figure 28B), le FLM devient plus apparent et chargé en neurones contrairement au
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témoin (figure 28A). La quantification du marquage au niveau du NRD montre une élévation
significative (p<0.05) figure 28D) chez le groupe déshydraté 1 semaine par rapport au témoin.

Par ailleurs, la privation hydrique de 2 semaines, semble augmenter d’avantage
d’immunomarquage a la TH, ainsi, on note une ¢lévation de I’immunoréactivité a TH au niveau
des 3 parties du noyau a savoir le DRN, FLM et MRN. La quantification du marquage montre
une élévation significative de I’immunoréactivité a la TH au niveau du DRN chez le groupe
déshydraté durant 2 semaines par rapport a une semaine (p<0.05) figure 28D) et au témoin
(p<0.05) figure 28D).
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Figure 28: Etude de I’expression de la Tyrosine Hydroxylase (TH) au niveau du tronc cérébral.
A, B et C : coupes frontales (20 pm d’épaisseur) a travers le noyau de Raphé dorsal (DRN) et
médian (MRN) marquées a ’antiTH. A : chez le témoin de controle (CTR), B : chez le rat
déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez le rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D,
E : représentent respectivement les quantifications de I’'immunnomarquage a la TH chez les
groupes étudiés au niveau de la SNc et ’'VTA. Les valeurs représentent la moyenne+SEM. *
p<0.05 chez le groupe D1S/D2S vs CTR. #p<0.05 chez le groupe D2S vs D1S. Aq : aqueduc
de Sylvius. FLM : faisceau longitudinal médian.
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I11.4. Etude immunohistochimique des réponses du systéeme
sérotonergique au stress hydrique prolongé chez le rat
11.4.1. innervation a 5HT du noyau de Raphe Dorsal (DRN)

En tant que noyau d’origine de la plus grande population neuronale & SHT du systéme
nerveux central, I’étude du noyau de Raphe dorsal (DRN) est d’une grande importance pour la
description des conséquences, sur le systeme neuronale, de la privation hydrique prolongée.
Ainsi, nous avons étudié 1’expression de la sérotonine au niveau de ce noyau par 1’outil

immunohistochimique.

En effet, ’application d’antisérum anti-5HT sur des coupes frontales du mésencéphale
a travers le DRN montre la présence d’un réseau assez dense de neurones a SHT dans les
différentes régions du DRN a savoir: le noyau ventromedian (VM), dorsomedian (DM) et
dorsolatéral (DL) (figure 29), celui l1a s’étend ventralement a travers des prolongements
formant le Faisceau Longitudinal Médian (MLF) (figure 29). Aprés privation hydrique d’une
semaine, nous avons noté une réduction significative (p<0.05) figure 29D) de
I’immunoréactivité a la SHT avec une apparence de réduction du nombre de neurones
immunoréactifs a la 5SHT (figure 29B). Le fort grossissement (figure 29B,b) montre la présence
de neurones relativement plus marqués mais a densité réduite par rapport au témoin de contrdle
(figure 29A,a).

Par contre, une privation hydrique de 2 semaines, montre une élévation plus prononcée
de ’immunoréactivité touchant principalement les parties ventromédiane (VM) et dorsolatérale
(DL) (figure 29C,c). Cette élévation étant plus importante qu’il ne s’agit plus d’un
rétablissement mais d’une hyperproduction de sérotonine par les neurones du DRN. L’¢étude
statistique de la quantification du marquage soutient notre observation et montre une élévation
significative du taux de 5HT chez le groupe déshydraté durant 2 semaines par rapport a celui

d’une semaine (p< 0.05) figure 29D) et au témoin de contréle (p< 0.05) figure 29D).
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Figure 29: Etude de I’expression de la SHT au niveau du noyau de Raphe Dorsal (DRN). A, B
et C : coupes frontales a travers le mésencephale (20 um d’épaisseur) marquées a 1’anti-5SHT.
A : chez le témoin de contrdle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C :
chez le rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la
quantification de I’'immunnomarquage a la 5HT chez les groupes étudiés. Les valeurs
représentent la moyennexSEM. * p<0.05 chez le groupe D1S/D2S vs CTR. #p<0.05 chez le
groupe D2S vs D1S. Aq : Aqueduc de Silvius, mif : Faisceau Longitudinal Médian

11.4.2. Innervation a SHT de ’organe sous commissural (OSC)

L’organe sous commissural (OSC) est une des cibles d’innervation a SHT au niveau de
I’encéphale des mammiferes inférieurs. Nous nous sommes intéressés a vérifier si les
changements observés au niveau du DRN d’origine se produisent par analogie, au niveau des

projections atteignent 1’OSC.

Notre ¢étude immunohistochimique montre chez le rat témoin, la présence d’un
marquage spécifique en fibres formant un contour autour de la partie basale des cellules
hypendymaires de I’OSC (fléches), ce marquage en couronne n’atteint pas la partie apicale
(figure 30A). Par ailleurs, chez le groupe déshydraté pendant 1 semaine, nous avons constate

une réduction significative de la densité des fibres immunoréactives a la SHT autour de 1’organe
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(figure 30B), cette diminution éetant significative (p<0.05) figure 30D) et rejoint notre
observation du DRN décrite précédemment. La privation hydrique prolongée de 2 semaines par
contre, semble restaurer cette diminution dont nous pouvons constater une élévation dépassant
aussi bien le niveau du déshydraté 1 semaine (figure 30B,b) et le niveau contr6le (figure 30A,a).
Les fibres a S5HT réapparaissent de nouveau et sont apparemment plus chargées en 5HT
témoignant d’une possible libération excessive de SHT a ce niveau (figure 30C,c). I’étude
statistique de quantification du marquage montre une élévation significative de
I’immunoréactivité¢ a la SHT chez le groupe déshydraté pendant 2 semaines par rapport a 1

semaine (p< 0.05) (figure 30D) et par rapport au témoin de contréle (p< 0.05) (figure 30D).
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Figure 30: Etude de I’expression de la SHT au niveau de 1’organe sous commissural (OSC). A,
B et C : coupes frontales a travers le ’OSC (20 um d’épaisseur) marquées a ’anti-SHT. A :
chez le témoin de contrble (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez
le rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la quantification
de I’'immunnomarquage a la SHT chez les groupes étudiés. Les valeurs représentent la
moyennexSEM. * p<0.05 chez D1S/D2S vs CTR. #p<0.05 chez D2S vs D1S, 3V ; troisieme
ventricule, PC : commissure postérieure.
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I11.5. Etude immunohistochimique des réponses du systéme glial au stress
hydrique prolongé chez le rat

11.5.1. Etude le 1a réponse de I’activité sécrétoire des ependymocytes de

rosc

L’organe sous-commissural (OSC) est une structure dérivée de cellules de I’épendyme
classique qui se sont spécialisées en acquérant une activité sécrétoire caractérisée par une
libération de la fibre de Reissner (FR) dans le liquide céphalorachidien. L’OSC est constitué de
deux types principaux de cellules dotées d'activité sécrétoire: les épendymocytes du coté apical

et les hypendymocytes du coté basal.

Etant donné que I’activité sécrétoire de cet organe est sous controle neuronal surtout de
nature sérotonergique, nous avons évalué également la réponse de I’OSC face a la privation

hydrique.

Nous avons noté par application d'antiserum anti-FR sur des coupes frontales a travers
I'OSC, chez le contrdle, la présence d'un marquage spécifique de I'organe avec une accentuation
vers le coté apical (figure 31C). la privation hydrique d’une semaine induit une élévation
significative (p< 0.05) figure 31B) de l'intensité du marquage a la FR touchant aussi bien la
partie basale (figure 31B,b2) que I'apicale (figure 31B,b1). Les cellules semblent concentrer
plus de FR dans tous les niveaux. Une restriction hydrique de 2 semaines par contre, réduit
significativement 1I’immunoréactivité a la FR sur ’ensemble de 1’organe incluant les parties
hypendymaires (figure 31C,c2) et ependymaires (figure 31C,c1l) par rapport au groupe
déshydraté pendant 1 semaine (p< 0.05) (figure 31D) et au témoin de contréle (p< 0.05) figure
31D) signifiant une possible réduction de synthése et/ou de libération de cette glycoprotéine.
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Figure 31: Etude de I’expression de la FR au niveau de I’organe sous commissural (OSC). A,
B et C : coupes frontales a travers le ’OSC (20 um d’épaisseur) marquées a I’anti-FR. A : chez
le témoin de contrdle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez le
rat déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la quantification de

I’immunnomarquage a la FR chez les groupes étudiés. Les valeurs représentent la
moyennexSEM. * p<0.05 chez D1S/D2S vs CTR. #p<0.05 chez D2S vs D1S. 3V ; troisiéme
ventricule, PC : commissure postérieure

11.5.2. Etude le 1a réponse de I’astroglie
11.5.2.1. L >hippocampe

Outre les cellules ependymaires spécialisées de I’ORS, notre étude s’est élargie a
d’autres types gliaux a savoir I’astroglie. En effet, I'application d'antiserum anti-GFAP sur des
coupes frontales de I'hippocampe, révéle la présence d'innombrables astrocytes immunoréactifs
ala GFAP occupant I'ensemble des differentes aires hippocampiques. Ces cellules apparaissent
de formes différentes selon le niveau. La privation hydrique d’1 semaine induit une diminution
significative (p<0.05) (figure 32D), par rapport au témoin (figure 32A) de I'immunoréactivité
a la GFAP (figure 32B). Cette diminution semble étre généralisée sur I'ensemble des zones de
I'hippocampe. Par ailleurs, la privation de 2 semaines diminue d’avantage et de facon
significative (p<0.05) (figure 32D), I’immunoréactivité avec rétraction des processus

astrocytaires par rapport au groupe D1S (figure 32C).
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Figure 32: Etude de I’expression de la GFAP au niveau de d’hippocampe. A, B et C : coupes
frontales a travers I’hippocampe (20 um d’épaisseur) marquées a 1’anti-GFAP. A: chez le
témoin de contréle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez le rat
déshydraté pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la quantification de

I’immunnomarquage a la GFAP chez les groupes étudiés. Les valeurs représentent la
moyennexSEM. * p<0.05 chez D1S/D2S vs CTR. #p<0.05 chez D2S vs D1S. 3V. DG : gyrus
dentelé.

11.5.2.2. Etude de I’organe vasculaire de la lame terminale (OVTL)

et éminence médiane (ME)

Nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la réponse astrogliale au niveau d’autres
structures cerébrales surtout celles faisant partie des organes circumventriculaires comme
I’organe vasculaire de la lame terminale (OVLT). Nos données montrent, apres privation
hydrique d’une semaine, une réduction significative (p<0.05) (figure 33D) de
I’immunoréactivité a la GFAP surtout autour des parties vasculaires de 1’organe. Les astrocytes
semblent réduire 1’étendu de leurs processus (figure 33B,b) en comparaison au témoin (figure
33A,a). La privation hydrique de 2 semaines (figure 33C,c) encore diminue significativement
(p<0.05) (figure 33D) I’'immunoréactivité a la GFAP en comparaison au déshydraté 1 semaine

et au témoin.
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Figure 33: Etude de I’expression de la GFAP au niveau de ’OVLT. A, B et C : coupes frontales
a travers 1’hippocampe (20 um d’épaisseur) marquées a 1’anti-GFAP. A : chez le témoin de
contréle (CTR), B : chez le rat déshydraté pendant 1 semaine (D1S), C : chez le rat déshydraté
pendant 2 semaines (D2S). D : représentation graphique de la quantification de
I’immunnomarquage a la GFAP chez les groupes étudiés. Les valeurs représentent la
moyennexSEM. * p<0.05 chez D1S/D2S vs CTR. #p<0.05 chez D2S vs D1S. 3V.
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|. Effet du stress hydrique sur les paramétres biométriques

Notre étude de 1’évolution pondérale chez les rats privés d’eau durant 1 et 2 semaines, montre
une diminution pondérale progressive encore significative a une semaine et qui s’accentue a
2 semaines. En effet, les conséquences du stress hydrique, surtout la privation chronique
d’eau sur le poids a fait I’objet d’innombrables études chez plusieurs espeéces animales et
méme chez les humains. Ainsi, Gerich et ses collaborateurs en 1973, ont étudié les
conséquences d’une privation hydrique de courte durée de 24, 48 et 72 heures par privation
hydrique totale chez les animaux, ainsi, les auteurs ont noté une réduction progressive du
poids corporel correspondant a 11.7%, 16,6% et 20,5% respectivement (Gerich etal., 1973 ;
Schliess and Haussinger, 2000 ; Morland et al., 2016). D’autres études soutiennent la méme
observation dont la restriction totale d’eau pendant 3 jours chez le rat, induit une chute
pondérale de 15.46% (Kasdallah et al., 2005 ; Alamer, 2009), tandis que pour 5 a 6 jours, la
chute pondérale observée est de 40 a 50 % par rapport au poids initial, avec arrét de prise
alimentaire et mort par la suite (Katz and Borut, 1973). Méme soumis a une déshydratation
chronique avec réhydratation d'un jour sur 4 pendant 4 cycles, la masse pondérale du rat est
réduite a 24.83 % (Gharbi et al., 2004). Une telle observation est bien documentée a travers
plusieurs études chez les espéces déesertiques a tolérance de la déshydratation. En effet, Sahni
etal., en 1987, ont étudié chez la M.shawi, I'impact d'une privation partielle d'eau (réduction
d’apport d’eau de moiti¢ pendant 3 semaines puis de un quart pendant 2 semaines) appliquée
dés le sevrage. Ces auteurs ont montré que ces animaux arrivent a maintenir sensiblement
leur croissance. Par ailleurs, la restriction totale d'eau appliquée des le deuxiéme mois apres
la naissance, entraine une réduction du poids de 10% au bout de 10 jours, par la suite, une
stabilisation pendant 24 jours, et aprés, une reprise du poids en 4 jours, ainsi, la courbe
pondérale rejoint celle des témoins (Sahni et al., 1987). La chute du poids constatée chez nos
animaux soumis a la privation hydrique totale résulterait probablement d’un épuisement des
réserves lipidiques et protéiques de I'animal, qui, par catabolisme, constitueront la seule
source d'eau (métabolique) pour I'animal en I'absence d'un apport exogene (Schmidt-nielsen,
1964). Cet apport ne parvient pas a assurer la croissance normale, mais juste le maintien des
fonctions vitales de I'animal, ce qui peut expliquer la diminution progressive du poids sans
possibilité de reprise (Sahni et al., 1987 ; Atata et al., 2019).

La variation du poids corporel global chez nos animaux déshydratés a été accompagnee

d’une éventuelle variation des poids spécifiques de plusieurs organes vitaux. En effet, nos
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données ont montré des tendances variables dépendant de chaque organe et ses particularités.
Ainsi, nous avons noté pour le foie, le rein et les testicules une tendance assez particuliere
dont une hypertrophie (hépatomégalie, nephromégalie et hypertrophie testiculaire) apres une
semaine de privation hydrique et par la suite une réduction du poids tendant vers les valeurs
normales. Quant au cerveau, nous avons constaté une réduction progressive non significative
du poids a une semaine et qui devient significative a deux semaines de privation hydrique.
Par ailleurs, la rate montre une tendance inverse avec augmentation du poids a une semaine
et stabilisation apres. En effet, la perte d’eau au niveau corporel suivant soit une privation
hydrique ou exposition a un facteur déshydratant comme une hyperthermie, induit des
réponses tissulaires différentes vis-a-vis du méme facteur, cela dépend principalement de la
nature du tissu dont la teneur en eau initiale qui differe énormément. Une étude
experimentale chez des rats males soumis a une déshydratation induite par exposition a un
environnement chaud et sec (36 ° C, humidité relative de 20%) pendant 6 a 8 heures, a
montré une perte de 10% du poids corporel qui a été accompagnée d’une diminution de 17%
du volume d’eau corporel par rapport de la valeur témoin; 41% de cette perte provenait du
compartiment intracellulaire, 47% du compartiment interstitiel et 12% du compartiment
plasmatique. La diminution du taux d’eau interstitiel était proportionnelle a celle du taux
plasmatique et la perte d'eau intracellulaire était due a une augmentation de lI'osmolalité
plasmatique (Nose et al., 1983 ; Goulet, 2013 ; Miller, 2015 ; Atata et al., 2019).

Par ailleurs, et a I’échelle des organes, la perte d'eau s’est répartie entre 40% d’origine
musculaire, 30% cutanée, 14% osseuse et 14% viscérale. Le tractus gastro-intestinal avait la
plus forte tendance a perdre de I'eau contrairement au cerveau et au foie qui semblent les
moins touchés (Nose et al., 1983). Ces résultats corroborent en partie ceux retrouves chez
nos animaux avec une gquasi-maintenance du poids cérébral méme a une semaine de privation
hydrique (réduction du poids non significative). Le maintien du poids cerébral et hépatique
et gonadique résulterait probablement d’un possible effet compensateur assuré par d’autres
tissus comme la peau et les muscles dont les deux compartiments fluidiques extra et
intracellulaires du muscle et de la peau jouent un réle important dans la compensation de la
perte d'eau et dans le maintien de la circulation vers le cerveau et le foie (Nose et al., 1983 ;
Atata et al., 2019).
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I1. Implication de I’axe hypothalamo-rénal dans la réponse au stress

hydrique chronique.

Parmi les mécanismes de maintien de I’homéostasie hydrique corporelle, le systeme
Vasopressine (ADH)-Aquaporine 2 (AQ2) rénal étant le plus important (Deetjen et al., 2012).
Pour cela nous sommes intéresses a voir au-dela des manifestations grossieres et
morphométriques, I’expression du canal hydrique AQ2 au niveau rénal suite a un stress
hydrique chronique en vue de déceler les possibles mécanismes d’adaptation a long terme. En
effet, nos résultats on montré une tendance particuliére de I’expression rénale de 1’AQ2 dont on
a noté a une semaine de privation hydrique, une diminution significative de I’immunoréactivité
a I’AQ2 au niveau des tubes collecteurs rénaux. Cette diminution semble se restaurer apres 2
semaines de privation hydrique. Une telle réponse montre un possible mécanisme d’adaptation
physiologique a la privation hydrique totale chronique qui n’a jamais été élucidé avant. La
plupart des études expérimentales visant a évaluer les conséquences du stress hydrique sur
I’organisme n’ont pas examiné chez les espéces domestiques que des stimuli & court terme.
Notre étude a apporté de nouvelles connaissances quant aux réponses corporelles a des
restrictions hydriques allant jusqu’a la limite de survie de I’animal. L’expression du canal
hydrique AQ2 est généralement sensible au stress osmotique (Uhl et al., 1985 ; Landgrafet
al.,1988 ; Verbalis etal.,. 1991 ; Theodosis et Poulain 1993 ; Pirnik et al., 2004 ; Sellami et al.,
2005 ; Liu et al., 2015 ; Alavilli et al., 2016). L’¢étude par Western blot du taux d’AQ2 rénale,
chez le rat soumis a une déshydratation chronique par réduction progressive de I’apport d’eau
(10 ml d’eau pendant les 3 premiers jours, 5 ml pendant les deux jours suivants puis privation
hydrique compléte pendant les 24 h précédant le sacrifice), a montré une augmentation de
I’expression de 1’AQ2 au niveau de la zone profonde de la médullaire externe rénale (Laurent,

2005 ; Garcia-Arroyo et al., 2016 ; Merlaen et al., 2019).

Cette expression étant sous contrdle de la vasopressine circulante d’origine hypothalamique
dont nos résultats ont montré une tendance similaire et paralléle a I’expression de I’AQ2, avec
une réduction de I’expression hypothalamique de I’AVP aprés une semaine de privation
hydrique et une augmentation a 2 semaines. Des études expérimentales ont montré chez le rat
traité par I’OPC-31260 (OPC) : antagoniste spécifique du récepteur V2 de I’AVP pendant 60h,
I’expression d’ARNm codant pour ’AQ?2 et le taux de cette protéine au niveau médullaire,
diminuent parallelement a une augmentation de la diurése (Marples et al., 1998 ; Wilson et al.,
2013 ; Ranieri et al., 2019).
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Cette réponse neurohormonale a la déshydratation et aux stimuli osmotiques a été décrite
par plusieurs auteurs. En effet, 1’administration intrapéritonéale d’une solution saline
hypertonique chez le rat, induit I’activation électrique des neurones vasopressinérgiques
parallélement a une augmentation du niveau d’ARNm codant pour I'AVP (Ciosek, 2002; Pirnik
et al., 2004). De méme, chez la souris soumise a une stimulation osmotique par privation d’eau
ou par administration d’eau salée en boisson, les taux d’ARNm codant pour I’AVP dans les
NSO et NPV augmentent également, ainsi que sa libération dans la circulation sanguine (Uhlet
al., 1985; Lightman et Young, 1987; Landgrafet al., 1988; Meisteret al., 1990; Verbaliset al.,
1991; Kondo et al., 2004). Au niveau plasmatique, la concentration d’AVP augmente également
en réponse a la déshydratation. En effet, chez le rat soumis a une privation hydrique chronique
de trois jours sur quatre pendant 4 cycles, I'étude du taux d'AVP circulante par radio-
immunologie, montre que la stimulation osmotique par privation hydrique provoque une
¢lévation significative du taux d’AVP circulante (Gharbi et al., 2004). Par ailleurs, chez le rat
soumis a une restriction hydrique et/ou alimentaire de 3 jours, le taux plasmatique d'’AVP chez
les rats déshydratés et/ou malnutris, augmente significativement par rapport aux rats contréles
(Kasdallah et al., 2005). Dans le cas d’hypo-osmolarité, la synthése et la libération d’AVP dans
la circulation diminue (Antunes-Rodrigues et al.,2004 ; Bichet, 2016).

Une étude comparative entre la Merione shawi et le rat, concernant leurs réponses
hormonales a une déshydratation de 2, 8 et 30 jours, a montré que chez la mérione, a partir du
8™ jour de privation hydrique, le taux d’AVP circulante augmente comparativement aux
témoins, tandis que chez le rat placé dans les mémes conditions, I'élévation est significative

depuis le 2éme jour de privation hydrique (Sellami et al., 2005).

L’hypertrophie constatée des péricaryons des neurones magnocellulaires a AVP
hypothalamiques a ¢été également décrite par d’autres auteurs (Theodosis et Poulain
1993;Theodosis, 2002). En 1992, Marzban et al. ont étudié chez le rat, la réponse des neurones
magnocellulaires vasopressinérgiques a une stimulation osmotique chronique par substitution
d’eau de boisson par de I’eau saline a 2% pendant 10 jours, ils ont montré que ces neurones
s’élargissent significativement par rapport aux témoins (Marzban et al. 1992). Par ailleurs, Lin
et al. en 1996, ont étudié par immunohistochimie, la taille des neurones magnocellulaires
vasopressinérgiques du NSO chez le rat soumis a une déshydratation chronique, ils ont observé

une hypertrophie de ces cellules (Lin et al.,1996).
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Par ailleurs, la diminution de 1’expression de I’AQ2 rénale que nous avons constatée
chez nos rats déshydratés durant 1 semaine, pourrait résulter de I’implication d’un autre
mécanisme indépendant de I’AVP. En effet, des études relativement récentes semblent
impliquer la dopamine circulante comme nouvelle piéce du puzzle dans la compréehension du
mécanisme de régulation de la balance hydrique impliquant le rein (Abdelkader et al., 2012 ;
Noda and Sasaki, 2021).

Les cellules du tubule proximal rénal expriment une enzyme nommeée l-aminoacide
décarboxylase aromatique (AAD) produisant de la dopamine intra-rénale, en présence d’un
stress hypertonique, les cellules épithéliales du tubule proximal rénal augmentant I'expression

de ’AAD, ce qui pourrait favoriser la sécrétion de dopamine intra-rénale (Hsin et al., 2011).

Par ailleurs, I’activation des récepteurs a DA au niveau rénal, induisait une inhibition des
transporteurs tubulaires incluant les NHE3, NaPi-1l, NBC, and Na/K-ATPase au niveau des
tubules proximaux et les NKCC2, ENaC et I’AQP2 au niveau des tubules collecteurs (Harris et
al., 2012).

Cet effet de la dopamine sur I’expression membranaire de I’ AQ2 pourrait résulter d’une
internalisation des AQ2 membranaires dépendante d’une activation de la voie AMPc (Nejsum
et al., 2005). Nous pouvons ainsi supposer que la privation hydrique d’une semaine chez nos
animaux aurait résulter en une possible élévation du taux de DA intra-rénale ce qui induirait
une internalisation excessive des AQ2 résultant en une chute de la densit¢ d’AQ2
membranaire, apres deux semaines de privation hydrique totale, la reprise de I’expression de
1’AQ2 pourrait résulter ainsi de la reprise de 1’expression de I’AVP hypothalamique que nous
avons noté sans exclure d’autres mécanismes indépendants. En effet, des études expérimentales
chez des rats méme traités par un antagoniste des récepteurs V2 de I’AVP puis soumis a une
restriction hydrique, montrent le taux d’AQ2 augmente (Marples et al., 1998 ; Murillo-
Carreteroet al., 1999). Réciproquement, on assiste a une diminution de I’expression de ’AQ?2
chez des rats ayant recu une charge hydrique simultanément avec une administration d’AVP
(Ecelbarger et al., 1997) suggérant I’implication d’autres mécanismes dans le contrdle de
I’expression rénale de I’AQ2 (Noda and Sasaki, 2021).

Le réle des mecanismes centraux modulant la synthése et la sécrétion de la vasopressine
a été assez bien évalué. Les médiateurs du systeme nerveux central impliques dans les réponses

osmorégulatrices ont été principalement identifiés. Le role du systéeme 5HTergique du cerveau
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dans les réponses osmorégulatrices reste relativement mal compris. Une revue de la littérature
montre l'implication possible de la 5SHT dans le controle de la sécrétion de vasopressine. La
5HT a été retrouvée dans les noyaux supraoptiques et paraventriculaires de I'hypothalamus
(Matsuura et al., 1989 ; Ahboucha and Garmani, 2001 ; Fernandez-Llebrez et al., 2004 ;
Gamrani et al., 2011). Plusieurs autres études ont fourni des preuves d'un role des récepteurs de
la 5HT dans le contréle du comportement dipsyque (Reis et al., 2005 ; Bouyatas and Gamrani,
2007). Par ailleurs, il est bien connu que la SHT est également impliquée dans le contrdle de
I'un des principaux systémes de réponse aux stress - le systeme hypothalamo-hypophysaire-
surrénalien (Curtis et al., 1996), étroitement lié au systeme vasopressinergique des noyaux
magnocellulaires de I'hypothalamus (Popova et al., 2001). Plusieurs études semblent impliquer
la SHT dans le contrdle de la libération hypothalamque de I’AVP, ainsi, I’administration
intracérébroventriculaire de 100 nmol 5-HT augmente la concentration hypothalamique
extracellulaire de la vasopressine dans le PVN (Jgrgensen et al., 2003). Par ailleurs, le
précurseur de 5-HT, 5-hydroxytryptophane, injecté en combinaison avec l'inhibiteur de
réabsorption de 5-HT ; la fluoxétine, augmente la concentration de I’AVP plasmaique, alors
que la perfusion intracérébroventriculaire par I'agoniste sélectif pour le récepteur 5-HT2A et
5-HT2C augmente le taux de ' ARNm de I’AVP dans le PVN (Morrison; Melloni, 2014). Ces
données semblent corroborer nos résultats de I’étude immunohistochimique qui montrent une
diminution des taux d’AVP au niveau hypothalamique (PVN et SON) concomitante avec une
chute des niveaux de 5HT du NRD a une semaine de privation hydrique et dont les tendances
s’inversent aussi bien pour ’AVP que la SHT aprés 2 semaines de privation hydrique totale

(Chatoui et al., 2020a).

Le rble de la5HT dans le controle de I'équilibre hydroélectrolytique a été constaté quand
il y a une augmentation de la prise hydrique et un effet natriurétique chez le rat aprés une lésion
électrolytique du DRN et du MRN (Reis and Ramalho, 1992 ; Reis and Marinho, 2005 ; Iwai
et al., 2015). De plus, une délétion spécifique de la SHT cérébrale avec la PCPA induit un effet
dipsogéne (Reis et al., 1994). De plus, la Iésion excitotoxique du DRN avec l'acide iboténique
entraine une augmentation de la consommation d'eau chez les rats privés d'eau (Cavalcante-
Lima et al., 2005). Ces données favorisent l'idée d'un réle inhibiteur du systeme 5HTergique
central pour la prise dipsyque. Notre étude immunohistochimique de 1’expression de la SHT a
montré en réponse a la privation hydrique, une diminution du niveau de 5HT au niveau du NRD
et une reprise a 2 semaines, ces données nous poussent a suspecter une possible adaptation du

rat qui commence a se sentir aprés une semaine de privation hydrique totale, en effet,
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I’augmentation des niveaux de SHT au niveau central chez les rats déshydratés durant 2
semaines pourrait inhiber le comportement dipsyque des animaux et réduire par conséquent la
sensation de soif (Chatoui et al., 2012). En effet, une étude a montré que l'activation des
récepteurs 5-HT1D postsynaptiques centraux situés dans les régions autour du troisieme
ventricule, entraine une diminution significative de la consommation d'eau chez les rats
déshydratés (De Castro-e-Silvaetal., 1997). L'activation des récepteurs 5-HT1A dans des zones
specifiques du cerveau semble exercer le méme effet inhibiteur sur I'absorption d'eau. En effet,
I'administration de 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2- (di-n-propylamino) tétraline), un agoniste du
récepteur 5-HT1A, dans le noyau paraventriculaire (PVN) et la zone septale latérale (LSA),
diminue la prise dipsyque chez les animaux privés d'eau (24 h) (de Arruda Camargo et al.,
2010).

Par ailleurs, I’implication des catécholamines dans le controle de la balance hydrique a
été bien étudiée et a montré un réle incontournable dans le comportement dipsyque des animaux
soumis a différents traitements. L’interaction directe avec les neurones a AVP hypothalamique
a été également étudiée. En effet, la distribution des neurones aminergiques au niveau cérebral,
laisse a supposer une possible implication dans le contrdle de la balance hydrique wvu la
présence des terminaisons nerveuses atteignant les noyaux supraoptiques et I'éminence
médiane, ainsi que le lobe neural de I’hypophyse (Bjorklund et al., 1974). Plus récemment, une
relation a été décrite entre les voies contenant des monoamines et des neurophysines (McNeill
et al., 1977). Ainsi, des chercheurs ont étudié les effets de la DA sur des préparations
d'hypothalamus contenant les noyaux supraoptiques, les noyaux paraventriculaires, I'éminence
médiane et la tige de I'nypophyse proximale, ils ont montré que la DA augmente la libération
des hormones hypothalamiques (Bridges et al., 1976). D'autres ont montré un effet stimulant
de la dopamine administrée par injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) vis-a-vis de la
libération de ’AVP, dont la DA produit une activité accrue des neurones vasopressinergiques
(Moos and Richard, 1982). Outre, I’injection de la DA dans les noyaux supraoptiques et
paraventriculaires ou intracérébroventriculaire produit une réponse antidiurétique (Stutinsky,
1974 ; Urano and Kobayashi, 1978). L’ensemble de ces données semble soutenir nos
constatations relatives a la possible implication de la DA dans le contrdle dipsyque, dont nous
avons montré chez nos animaux privés d’eau durant 1 et 2 semaines, une ¢lévation continue et
graduelle du taux de TH au niveau des noyaux d’origines la SNc et ATV indiquant une
possible augmentation du taux de DA a ce niveau ce qui pourrait résulter en une élévation de

I’expression de I’AVP au niveau hypothalamique surtout a 2 semaines de privation hydrique
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totale en concordance avec le réle stimulateur de la 5HT vis-a-vis de la libération de ’AVP
hypothalamique (Forsling, and Williams, 1984 ; Chatoui et al., 2020b).

I11. Effet du stress hydrique prolongé sur ’activité sécrétoire de I’organe

sous-commissural

L’OSC est I’un des organes circumventriculaires (OCV) ayant une activité sécrétoire
dont il libére doublement dans la circulation sanguine et le LCR, une glycoprotéine de grande
masse moléculaire appelée fibre de Reissner (Reissner, 1860 ; Rodriguez et al., 1998). Cette
glycoprotéine a été impliquée dans de nombreuses fonctions dont la survie neuronale (Monnerie
et al., 1995), la détoxification (Diederen et al., 1983 ; Bouyatas et al., 2007), le transport des
monoamines et la clairance du LCR (Olsson, 1958), la physiopathologie de la lordose
(Ahboucha and Gamrani, 2001), I'nydrocéphalie hépatique (Meiniel, 2007) et le contrble de
1’équilibre hydrique et sodique (Severs et al., 1993 ; Elgot et al., 2009). Jusqu’a I’heure actuelle,
aucune étude n'a été realisée pour l'effet du stress osmotique, par une privation hydrique
prolongée, sur l'activité sécrétoire de I’OSC chez le rat. En effet, nos résultats démontrent apres
1 semaine de restriction totale de I'eau, une augmentation significative de I'immunoréactivité a
la RF au niveau des cellules hypendymaires et les cellules épendymaires de la SCO, alors
qu’apres 2 semaines, une tendance inverse est observée. Rares sont les études qui ont démontré
I’existence de lien entre le controle de I’homéostasie interne et 1’activité sécrétoire de ’OSC
(Vullings and Diederen, 1985 ; Severs etal., 1993 ; Elgot et al., 2009). En effet, chez le rongeur
semi-désertique Merione shawi, I’activité sécrétoire de 1’0OSC est significativement réduite
apres 1 et 3 mois de restriction hydrique totale (Elgot et al., 2009), alors que chez la grenouille
Rana temporaria, soumise au stress osmotique, le taux RF libérée par 1'OCS a été augmenté
(Vullings and Diederen, 1985). Le mécanisme derriére cette activité n’est pas vraiment bien
compris, bien que certaines études I’ont associé intimement au controle dipsyque. Ainsi, la
lésion de I’OSC réduit la consommation d'eau et une diminution de la production urinaire
(Forbes and Lewis, 1956 ; Brown and Afifi, 1965) et augmente l'affinité des cellules
ependymaires pour le réactif de Schiff indiquant un stockage ou une production excessive du
matériel sécrétoire (Olivares et al., 2003). Par ailleurs, la déshydratation affecte également
l'ultrastructure des cellules de I’OSC, dont une dilatation des sacs et les vacuoles du réticulum
endoplasmique, le systeme membranaire du complexe de Golgi et l'augmentation du nombre
de ribosomes suggerent une stimulation du processus sécrétoire dans 1’0OSC des animaux

déshydratés (Leonieni and Rechardt, 1972). Les extraits de ’OSC ont un effet antidiurétique
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chez le chat (Palkovits and Foldvari, 1960 ; Murphy and Wood, 1966) et influencent le niveau
d'excrétion urinaire de sodium chez le chien (Gilbert, 1963). Une relation fonctionnelle entre
I’OSC et les glandes surrénales a également été également proposée (Palkovits and Lukacs,
1963 ; Foldvari and Palkovits, 1964 ; Palkovits, 1965 ; Peczely, and Muray, 1968 ; Attila and
Talanti, 1973 ; Gul'yants, LP Sizyakina, 1980). Cet organe peut avoir une influence hormonale
sur le cortex surrénalien par la production d'un facteur aldostéronotropique (Palkovits et al.,
1965 ; Wetzig et al., 1970). Par ailleurs, Vullings et Diederen en 1985 ont démontré que
l'exposition de 1’0OSC a l'aldostérone, encore augmenté durant la déshydratation (Ezzarani et
al., 1985), diminue l'activité sécrétoire de ’OSC au moyen d'un processus de rétrocontrdle
négatif (Vullings and Diederen, 1985). Il convient également de mentionner la présence de
récepteurs de l'angiotensine Il dans les cellules de ’OSC (Ghiani et al., 1988) et le facteur

auriculaire natriurétique (Mantyh et al., 1987).

Cet organe circumventriculaire est une cible de nombreuses innervations de nature
GABAergic (Gamrani et al., 1981 ; Weissmann-Nanopoulos et al., 1983), noradrénergique et
dopaminergique (Balaban et al., 1994), et spécialement 5HTergique (Ueda et al., 1988 ;
Matsuura et al., 1989. Cette derniére innervation est bien connue pour avoir un contrdle sur
l'activité sécrétoire de 1’organe chez plusieurs espéces telles que le rat (Bouchaud, C. ; Arluison,
1977 ; Wiklund et al., 1977, la Merione shawi (Laalaoui et al., 2001), la gerboise (Wiklund et
al., 1977) et le Iézard (Ahboucha et al., 2000). En fait, nos résultats de 1’étude de I’innervation
a SHT de I’0OSC montrent une diminution significative, aprés 1 semaine de privation hydrique,
et augmentation & 2 semaines de la densité des fibres immunoréactives 5HT atteignant les
ependymocytes de 1’organe. Une telle variation de I'innervation SHT de I’OSC semble exercer
un effet direct sur la libération de la RF puisque chez le rat, la 5HT contréle négativement la
libération de la RF par les épendymocytes de I’organe (Mgllgard et al., 1978 ; Chatoui et al.,
2012). Contrairement a d’autres espéces comme la M. shawi, chez qui, la 5HT stimule la
libération de la RF (Laalaoui et al., 2001), ce qui peut expliquer en partie les différences

spécifiques de la réponse de I’OSC a la privation d'eau entre le rat et M. shawi.
IV. Effet du stress hydrique sur I’astroglie

Au-dela des organes circumventriculaires, 1’astroglie étant une composante qui a été
largement associée a la réponse du systéme nerveux central au stress osmotoque (Reyes-Haro

et al., 2015). Ainsi, notre étude a montré une réduction progressive de I’immunoréactivté a la
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GFAP au niveau de ’hippocampe et 1’organe vasculaire de la lame terminale, accompagnée de
changements morphologiques des astrocytes en fonction du degré de privation hydrique. De
tels changements ont été également décrits par d’autres auteurs. Ainsi, chez le rat, une étude
similaire a été réalisee par Hawrylak et al., (1998), qui a éetudié par immunohistochimie
I'expression de la GFAP au niveau du NSO, les aires ventrales de la glie limitante sous jacente
du NSO, le globus pallidus et les régions hypothalamiques latérales, chez des rats soumis & une
déshydratation de 7 jours par substitution de I'eau de boisson par de I'eau saline a 2%, en
comparaison avec des rats témoins et déshydratés 7 jours de la méme facon puis réhydratés
pendant la méme durée. Ces auteurs ont montré que chez les rats déshydratés, une réduction
significative de I'immunoréactivité a la GFAP est observée au niveau du NSO et de sa glie
limitante sous jacente en comparaison avec des témoins et des réhydratés ; cette réduction qui
correspond a une rétraction des processus astrocytaires étant réversible par réhydratation,
contrairement au globus pallidus, aux régions hypothalamiques latérales et a la glie limitante
éloignée du NSO ou l'immunoréactivité reste non affectée par cette déshydratation. La
rétraction gliale dans le NSO s'accompagne d'une diminution de I'épaisseur de la glie limitante
ventrale et une réorientation des prolongements astrocytaires qui deviennent perpendiculaires a
la surface du cerveau (Salm, 2000 ; Wang et al., 2021). Par ailleurs, Il a été démontré que la
réduction apparente de la protéine GFAP est due a une diminution de I'expression de 'ARNm
de GFAP chez le rat déshydraté visualisée par hybridation in situ (Lally et al., 2005).

Cette plasticité du systeme glial joue un rbdle important dans les réponses
neurohormonales au stress. En effet, les astrocytes sont connus par leur intervention dans la
transmission synaptique dont ils interviennent dans le métabolisme du glutamate et du GABA.
A titre d'exemple, il a été montré que durant la lactation, la transmission synaptique des
neurones magnocellulaires neuroendocrines a OT dans le NSO est diminuée en comparaison
aux rates vierges (Oliet et al., 2001). Ce phénoméne s’explique par la diminution de la recapture
du glutamate due a la rétraction des pieds astrocytaires apposés aux Synapses, ainsi, la
diminution de la couverture gliale a pour conséquence d’augmenter I’excitabilité des neurones

magnocellulaires (Langle et al., 2002).
V. Effet du stress hydrique sur le comportement animal

Au-dela des manifestations centrales de la privation hydrique qui s’est avérée apte a induire des

variations profondes des systemes neuronaux et gliaux. Il semble que les conséquences du stress
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osmotiques se manifestent également sur le comportement animal. En effet, notre étude
comportementale a montré de véritables changements des comportements locomoteur, anxieux

et analgésique.

V.1. Effet sur I’activité locomotrice

Notre étude chez les rats privés d’eau durant 1 et 2 semaines a montré une reduction
progressive des performances locomotrices manifestée par une chute du nombre de cases
parcourues au test Open field (Chatoui et al., 2020b). Nos résultats rejoignent ceux décrits par
d’autres auteurs chez d’autres espéces comme les amphibiens, les 1ézards (Prates et al., 2013)
et les pythons (Antaresia childreni) (Dupoué et al., 2014). En outre, la privation d'eau réduit les
performances, y compris les réponses anti-prédateurs, la locomotion et les comportements
défensifs (Angilletta and Angilletta, 2009). Tandis que les rats privés d'eau pendant 23 heures,
montrent une augmentation de l'activité locomotrice (Hall, 1955). Cependant, d’autres études
ont montré une tendance inverse (Campbell and Cicala, 1962). De telles divergences peuvent

dépendre du type de dispositif utilisé pour évaluer la locomotion (Campbell, 1964).

Le contrble de I’activité locomotrice fait appel a une multitude de systémes neuronaux.
En effet, Il est bien établi que la dopamine est principalement reconnue comme le principal
neurotransmetteur impliqué dans le controle de l'activité locomotrice (Beninger, 1983).
Cependant, nos données immunohistochimiques du systeme a DA ont montré une réduction du
niveau de la tyrosine hydroxylase indiquant une possible chute de la neurotransmission a DA,
ce qui semble étre en désaccord avec nos connaissances sur le réle de la dopamine dans la
régulation de l'activité locomotrice, puisque qu’elle contribue positivement au contrdle de
I'activité locomotrice (Beninger, 1983). Par ailleurs, il est aussi bien établi que la sérotonine
participe également au contréle de la locomotion. Ainsi, des études ont montré que
I’administration des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) ; la fluoxétine
et I'escitalopram chez la gerbille augmentent I'activité locomotrice de facon dose-dépendante
(Prinssen et al., 2006)

Par ailleurs, chez les souris déficientes du transporteur de sérotonine 5-HTT ko, une
réduction du taux de sérotonine a été montrée et qui a été corrélée a une chute de ’activité
physique. Ces données semblent &tre en conformité avec la réponse du systéme a 5SHT chez nos
rats déshydratés durant 1 semaine sont nous avons montré une réduction de I’'immunoréactivité

de la SHT au niveau du NRD et qui est concordante avec 1’hypoactivité chez les mémes
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animaux (Ugeyler et al., 2010). Aprés 2 semaines de privation hydrique, une divergence quant
a la réponse du systeme a 5HT et la locomotion apparait, dont nous avons noté une hypoactivité
continue et une augmentation cette fois-ci du taux de 5HT.

V.2. Effet du stress hydrique de I’état d’anxiété

En plus de I’activité locomotrice, notre étude comportementale a montré également
un effet anxiogene de la privation hydrique a partir d’une semaine manifesté par une préférence
pour le compartiment obscur (Chatoui et al., 2020a). L’effet anxiogéne de la privation hydrique
chez les animaux a été également documenté par d’autres auteurs qui ont démontré, chez
I’espece désertique M. shawi, soumise a une déshydratation chronique de 1 et 3 mois, un effet
anxiogéne évident par usage du test Dark light box, accompagné d’une déplétion en SHT au
niveau du NRD a partir d’un mois de privation hydrique totale (Elgot et al., 2012). Il est bien
établi que la 5HT est le principal neurotransmetteur impliqué directement dans le comportement
anxieux. En effet, de nombreuses études ont associé le déficit en SHT centrale aux anxieux
(Geller and Blum, 1970, Wise et al., 1972, Engel et al 1984, Traber et al. 1984). Par ailleurs, a
2 semaines de privation hydrique, malgré la reprise de I’innervation a SHT, 1’anxiété continue
a s’accentuer. Cela semble impliquer d’autres systemes pouvant agir différemment comme
anxiogenes. La vasopressine est un acteur important dans la réponse au stress. En tant que partie
intégrante de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), Avp a été identifié comme un
contributeur potentiel aux troubles liés au stress, tels que I'anxiété et la dépression, car ils sont
caractérisés par des altérations de I'axe HPA. L'AVP intervient via trois sous-types de
récepteurs: le récepteur Avp 1a (Avprla), le récepteur Avp 1b (Avprlb) et le récepteur Avp2
(Avpr2). Alors que les Avprla et Avprlb sont exprimés dans le systéme nerveux central,
I'Avpr2 semble étre limité a la périphérie. Chez les rongeurs, Avprlb a toujours été impliqué
dans la modulation des comportements liés a I'anxiété et a la dépression, ainsi, chez I'homme
dépressif, les concentrations sériques d'Avp sont anormalement élevées. De plus, des données
récentes suggerent que l'administration d'un antagoniste de I'Avprlb peut atténuer les
symptomes de la depression (Morales-Medina et al., 2016). Notre étude a également montré
une reprise des niveaux d’AVP aprés 2 semaine de privation hydrique contrairement a 1
semaine ce qui semble en accord avec ’effet anxiogeéne de 1’élévation du niveau d’AVP

centrale.
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V.3. Effet du stress hydrique sur la sensation de la douleur

D'autre part, la question de savoir si la privation d'eau modifie la perception de la
douleur chez le rat déshydraté est d'une importance particulieére dans notre étude. Nos résultats
montrent que les rats déshydratés manifestent une augmentation significative et graduelle du
temps de réaction a la réponse nociceptive dans le test de plaque chauffante, suggérant que la
déshydratation provoque une diminution significative de la perception de la douleur (Chatoui
et al., 2020a). Ainsi, en plus de leur implication dans la régulation de I'équilibre hydrique, la
5HT (Fonseca et al., 2009; Elgot et al., 2012) et la dopamine (Armando et al., 2,011 Elgot et
al., 2012) modulent également la douleur (Horjales-Araujo et al., 2013). Les expériences
antérieures montrent que le systeme 5HTergique, en particulier du NRD, a des effets
analgésiques (ou anti-nociceptifs) via des projections descendantes vers des groupes de cellules
de la médullaire ventromédiale (Gebhart et Randich, 1990). Ainsi, les données
neurophysiologiques et neuropharmacologiques suggérent que les neurones 5-HT-ergiques et

Enkephalinergic dans le NRD sont inhibiteurs de la douleur (Biagioni et al., 2013).

Deuxiemement, en ce qui concerne l'effet du systéeme dopaminergique, des études
expérimentales sur des animaux ont suggéré un important role modulateur de la douleur pour
les ganglions de la base (Dieb et al., 2014). En d'autres termes, il a été démontré que le SN
répond systématiquement a la stimulation nocive dans les études animales (Coizet et al., 2010);
jusqu'a 50% des neurones spontanément actifs dans le SN étaient nociceptifs (Coizet et al.,
2010). L'activation du noyau caudé (Zhang et al., 2012), SN (Bauch et al., 2014, Taylor et al.,
2014) ou le systeme mésolimbique par stimulation du VTA produit une analgésie (Bauch et al.,
2014). En outre, des études d'imagerie cérébrale chez I'homme montrent fréquemment une
activation du striatum; tel qu'évalué par l'augmentation du débit sanguin cérébral régional, au
cours d'une stimulation douloureuse (Derbyshire et al., 2004). Fait intéressant, la relation entre
la sensibilité a la douleur et plusieurs activités physiologiques homeostatiques fournit des
preuves précieuses que l'auto-neuromatrix contient des programmes exercant une influence
continue sur la sensibilité a la douleur afin de maintenir I'équilibre homéostatique (Melzack,
1999).
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Le présent travail de thése nous a permis de déceler les conséquences d’une privation
hydrique prolongée et graduelle allant jusqu’a la limite de tolérance du rat; espéce non
résistante au stress hydrique. En effet, nos résultats ont montré des variations pondérales tendant
vers une déficience encore observé a partir de 7 jours et qui s’accentue en 14 jours. Ces
variations pondérales ont été associées étroitement a des changements spécifiques des poids des
différents organes, a savoir : les reins, le foie, la rate, les testicules et le cerveau. Ces organes
manifestent des réponses différentielles vis-a-vis du méme stimulus osmotique, dans le foie et
la rate ont tendance a s’hypertrophier a une semaine de privation hydrique, puis tendent a
retourner au poids initial, alors que le cerveau semble perdre du poids progressivement allant
d’une semaine a deux semaines. Ces tendances différentes dépendent principalement de la
fonction du tissu, de son irrigation et sa vascularisation, son implication directe ou indirecte

dans le contréle de la balance hydrique.

Au-dela des manifestations périphériques en réponse au stress hydrique, le systéme
nerveux central ne semble pas épargné. En effet, les composantes neuronale et gliale sont des
parties prenantes du mécanisme de régulation et d’adaptation au stress hydrique prolongé.
Ainsi, notre étude immunohistochimique a révélé, par le biais du marqueur d’astrocytes matures
(la GFAP), une rétraction astrocytaire évidente et notoire au niveau de 1’hippocampe et ’OVLT
qui commence a 7 jours de privation hydrique et persiste jusqu’a 14 jours, alors que d’autres
structures gliales comme les épendymocytes spécialisées de I’OSC montre une €lévation de
’activité sécrétoire de RF a une semaine et une diminution a deux semaines. Ces variations
impliqueraient probablement des changements des systémes neuronaux, principalement la
sérotonine dont nous avons démontré une diminution de I’innervation sérotoninergique a une
semaine de deshydratation aussi bien de I’OSC que le NRD, sachant que chez le rat la sérotonine
exerce un effet inhibiteur de 1’activité sécrétoire des épendymocytes de ’OSC. Outre la
sérotonine, la dopamine s’est montrée comme ¢élément du puzzle dont nous avons noté une
hyper expression de I’enzyme de synthése (TH) au niveau mésencéphalique, a savoir la SN,
I’ATV et le NRD.

Les variations des systemes de neurotransmission a dopamine et a sérotonine, ainsi que
le changement d’osmolarité en réponse a la privation hydrique prolongée contribueraient
probablement a la réponse du systeme neuropeptidergique, en particulier le systeme a
vasopressine dont nous avons noté une réduction du niveau d’AVP hypothalamique (SON et

PVN) a une semaine de privation hydrique, puis élévation aprés deux semaines. Cela étant
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accompagné d’une dimunition des niveaux d’expression de 1’aquaporine 2 (AQ2) au niveau
rénal aprés 1 semaine de privation hydrique et une reprise aprés 2 semaines. La non-linéarité
des réponses vasopressinergiques résulteraient des actions différentes et concomitantes de

plusieurs systemes neuronaux incluant le systéme a dopamine et a sérotonine.

L’ensemble des changements des réponses neuronales susmentionnées avaient des
répercussions immeédiates sur le comportement animal, en autres : 1’activité locomotrice dont
les animaux déshydratés manifestaient une hypoactivité progressive allant d’une semaine a
deux semaines, également une anxiété s’installait chez les animaux déshydratés a partir d’une
semaine qui s’accentue en deux semaine, et en fin 1’étude analgésique a révélé une réduction
de la sensibilité de la douleur corrélée positivement a la sévérité de la déshydratation.
L’ensemble de ces manifestations neurocomportementales fait appel a une interférence de
plusieurs de neurotransmission et nous avons pu éclaircir ; dont nous avons pu démontrer a
travers de cette étude I’implication de deux principaux systémes a savoir : la sérotonine et la
dopamine, largement impliqués dans les trois aspects comportementaux étudiés. Notre étude
semble soulever plusieurs questions relatives, d’une part, aux répercussions de la privation
hydrique prolongée sur le fonctionnement du SNC et les conséquences sur le comportement,
et, d’autre part, les stratégies adaptatives du cerveau au stress hydrique prolongé chez les
espéces domestiques non résistantes. En effet, la présente étude a ouvert de nouvelles

perspectives de recherche dont nous proposons les suivantes :

> Etude neurochimique des niveaux de dopamine de sérotonine de GABA et de glutamate
et leurs métabolites afin de comprendre le métabolisme de ces systémes neuronaux dans
les différentes structures qui en sont riches, a savoir : le mésencéphale, I’hypothalamus,
I’hippocampe, le cortex préfrontale, le striatum dorsal et ventral, en fonction du degrés
de déshydratation pour différentes périodes de déshydratation avant 7 jours et entre 7
jours et 14 jours

» Etude immunohistochimique, par Western Blot, de 1’expression de 1’AQ4 des pieds
astrocytaires pour les mémes durées de déshydratation et la perméabilité de la barriére
hématoencéphalique via I’étude des jonctions serrées de la barrieére hématoencéphalique
(les occludines, les intégrines et les claudines)

» Etude de la mort neuronale par immunohistochimique de 1’activation des caspases dans

différentes structures cérébrales o foyers neuronaux
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» Etude de la réversibilité des anomalies neuro-gliales et comportementales et
périphériques par réhydratation a différentes durées de déshydratation, courtes et
prolongées

» Etude in-vitro de I’effet du stress osmotique (solution saline) sur des cultures neuronales
et/ou gliales pour un possible effet inducteur du stress oxydatif

> Etude comparative entre le rat et une espece résistante au stress hydriqgue comme la

Mérione Shawi visant les mémes aspects pour les memes durées de privation hydrique.
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