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RESUME

Les relations entre le stress et I'alimentation tsbobjet d’interactions complexes et
multiples. Le lien habituellement admis entre leest et le gain de poids passe par une
modification du comportement alimentaire. Plusigumsaux indiquant 'impact du stress sur
la prise alimentaire ont donné cependant des edsulariables, engendrant selon les sujets
une réduction ou un accroissement de la prise ataire sans préciser quel(s) est (sont) le(s)
macronutriment(s) modifié(s). Dans la premiere ipade cette these nous avons montré
l'influence du stress sur le gain de poids et swsHoix en macronutriments, étude réalisée sur
le modeéle rat soumis & deux situations alimentaiifiérentes ¢xpérience 1 les rats ont
recu l'alimentad-lib ; expérience 2 les rats sont soumis a une restriction alimesta2
épisodes alimentaires par jour)). Les résultatscee deux protocoles expérimentaux ont
montré gu’un stress aigu (15 min de nage par jendagnt 3 jours consécutifs) appliqué juste
avant la phase active entraine une diminution du d@ poids journalier chez les rats Wistar
males et femelles. Les mesures de consommationsieé@s a différents intervalles de temps
durant la phase nocturne ont révélé une dépresigota prise alimentaire durant les 3
premiéres heures aprés le stresgpérience 1) et durant la %° période alimentaire
(expérience 2 quel que soit le sexe. Le stress a entrainé aussiaugmentation de la
corticostéronémie et une diminution de [linsulinémiCes résultats démontrent un
dimorphisme sexuel quant au choix en macronutrisment réponse au stress. On conclue
donc que les stress induit, en plus d’'un effet gtedii, des effets qualitatifs sur la prise
alimentaire. Dans la deuxiéme partie nous nous sEBYinNtéressés a la variabilité génétique
de l'axe corticotrope en relation avec la régulattu métabolisme énergétique entre deux
souches consanguines de rats: Fischer F344 olies®ue maigre. Les comparaisons
neuroendocrinienne, nutritionnelle et métaboliqoerévélé que la souche F344 présentait (i)
des perturbations de son axe corticotrope qui aduisent par une forte sécrétion de
corticostérone et (ii) une forte vulnérabilité avel@pper I'obésité liée au régime par
augmentation de l'adiposité et diminution du métesbre de base comparée a la souche Lou.
Dans la derniére partie de cette thése nous aviliese wne « approche nutraceutique » :
testant I'influence, sur le stress, d’un alimemdionnel (extrait de levure). A partir de notre
modele de stress mis au point dans la premiergepadus avons pu montrer les propriétés
protectrices de [Il'apport alimentaire de [I'extraite dlevure sur les perturbations
comportementales et alimentaires induites parrésst Ces résultats ouvrent une perspective
sur la relation entre le stress et le comportenadinientaire mais aussi sur une meilleure
compréhension de la résistance a I'obésité chext leou impliquant I'axe corticotrope.

Mots Clés: stress, axe corticotrope, choix en macronutrisyegain de poids, obésité,
corticostérone, leptine, insuline, open-field, aittde levure.



ABSTRACT

Interactions between stress and food intake aré meebgnized as being complex and
multiple. The usually actnowledged link betweeressr and body weight gain involves
feeding behavior alterations consisting in eithereduction or an increase of food intake
according to subjects. The first part of this watkdied the influence of a stress on body
weight gain and on macronutrient selection. Studiese carried out on Wistar rats submitted
to two different food situations (experiment 1 tsreeceived food ad-lib ; experiment 2 : rats
were submitted to food restriction (2 feeding pesiqper day). The results of these two
experimental protocols showed that an acute st(@&smin of swimming/day for 3
consecutive days), applied at the onset of the pghdse, just before the usual feeding time,
induced a significant reduction in daily body wdigjain in male and female Wistar rats.
Moreover stress induced increased plasma corticrstdevels and decreased of insulinemia.
Sexual dimorphism was observed regarding the matnent selection in response to stress.
Thus we concluded that, stress induced not onlyamiifative but also a qualitative effect on
food intake. In the ™ part of this work we focused on the genetic valitgof HPA axis in
relation to the regulation of energy metabolismweein two inbred strains of rats : Fischer
F344, prone to obesity and Lou, obesity resisthé neuroendocrinological, nutritional and
metabolic comparisons showed that F344 strain ptes@) disturbances of its HPA axis
resulting in a higher secretion of corticosteromel &i) a strong vulnerability to develop
obesity by increasing adiposity and reducing theabanetabolism compared with the Lou
strain. In the last part of this work, we used rutraceutic approach » : testing the influence
of a functional food (yeast extract) on stressnfour stress model developped at the point in
the first part of this thesis, this work showed pinetective properties of yeast extract on stress
induced behavioral and eating disorders. Thesdtsespen a new prospect on relationships
between stress and feeding behavior but also peaveslv elements for understanding obesity
resistance in Lou rat implying the HPA axis.

Keywords : stress, HPA axis, macronutrient choice, body ghei gain, obesity,

corticosterone, leptine, insulin, open-field, yeasiract
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INTRODUCTION GENERALE

1 Stress:

Le mode de vie actuel, imposé par la concentratibaine et I'industrialisation, est facteur de
multiples contraintes physiques et psychiques &ggebtress et elles sont responsables de
comportements émotionnels liés aux mécanismes ¢htierade ’homéostasie.

-Aux USA, le colt annuel du stress est évalué arn2illards de dollars (source BIT),

-En France, des études sont en cours, mais onezdiija que le stress sur le lieu de travail
colte 10 fois plus cher que les conflits sociaukadlie année, 30 a 50% des salariés
présentent des pathologies liées au stress (maladienariennes, troubles psychologiques,
etc. . .).

Le stress est un mot de plus en plus employé @dasdage courant et dans des circonstances
diverses. Aussi, il nous est apparu nécessaire wapsemier temps de faire un rappel sur la

littérature et le concept du mot.
1.1 Ambiguité du concept de stress, préambule a une detion:

Chacun de nous a pu utiliser le mot « stress » géfinir ce qu’il ressentait a un moment ou
un autre de son existence et a I'heure actuellas Maomme « de la rue » ne donne pas
vraiment de définition précise du stress dans laumeou il n'en a pas besoin puisqu’il le
ressent déja corporellement. Ainsi le stress, anweau de compréhension relativement
restreint, est déja compris intuitivement par clmade nous. Sa définition est souvent liée au
concept de performance. Cependant, le lien engaleax notions n’est pas si évident et ne
trouve pas de consensus. D'un point de vue scopreifle probleme du consensus est aussi
présent et le concept de stress reste large. Uameigne source d’'imprécision réside dans le
fait que le terme stress « est déja tout un prograrpuisqu’il désigne a la fois I'agent
responsable, la réaction a cet agent et I'état bapeel se trouve celui qui réagit » [1].

Une seconde source d’imprécision réside dans tegtaun grand nombre de disciplines se
sont intéressées au stress et qu’elles ont tousesté sur les aspects les concernant. Ce qu'il
faut comprendre cependant, c’est que le stressnibde fait qu'il soit tout a la fois la
situation, I'état et la réaction, doit étre expkgselon un biais bio-psycho-social et
relationniste puisqu’il est constitué d’'un nombeefdcteurs, mécanismes ou encore réponses,

dont I'interaction demeure extrémement complexe.
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1.2Concept de stress

Le stress a souvent une connotation négative garedes gens l'associent & la peur ou a la
colére, qui sont des émotions qui nous perturb@ependant, une grande joie, un grand
succes peuvent aussi provoquer des réactions piyisjoes (tension musculaire, fatigue,
etc.). Il y a deux types de stress : le stressnaidgenéfique pour notre organisme et le stress
nuisible, génant. Si le niveau de tension est &dapa situation, a I'action, il est bénéfique. Si
au contraire, il n'est pas adapté, disproportioiinéaura encore plus de tensions et donc, des
conséquences physiologiques et psychologiques.

Il faut savoir que le stress existe depuis tregtiemps déja. Les humains ont toujours dd faire
face a des situations déstabilisantes qui provdquexéséquilibre. Ce sont par exemple, nos
inquiétudes concernant notre avenir économiqueyiddlesse, la santé, le décés d'une
personne proche, etc. L’homme va donc percevoidésandes de son environnement, les
traiter, et tenter de réagir a ces dernieres phrais d’'un nombre de comportements innés et
acquis qui constitue un « potentiel personnel »pligpart des chercheurs s’intéressant au
stress s’accordent a dire que le stress a un foleed dans ce potentiel personnel de réponse.

Cependant, c’est au niveau de la nature de ceju@des arguments sont divergents.

1.3 Approche biologique du stress : historique et apprche actuelle.

Le mot stress vient du latstringerequi veut dire tendu, raide et de I'angldistressqui veut
dire détresse. La notion de stress est connue sig@tus d’'un siécle, et son évolution s’est
faite de fagon paralléle aux progres des connaigsastientifiques.

A ses débuts, le concept de stress est limit@léd’'d’'une suite de réactions biologiques, puis
il évolue avec les nombreuses théories scientifigge ont tenté de le développer, pour
devenir actuellement une notion plus large, interagntre 'individu et son environnement
[2, 3].

En 1872, Darwin considére que la peur avec toudssnsanifestations avait pour réle de
préparer I'organisme a faire face au danger.

Au 19 siécle, Claude Bernard introduit la notion d’édui entre le milieu extérieur et
intérieur. Selon lui toutes les réactions du stgee au stress n’ont qu’un seul but, celui du

maintien de I'équilibre du milieu intérieur [4].
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Ensuite, le mot stress réapparait ati?écle dans le langage des physiologistes :

En 1914, W. Cannon, utilisant la notion de stremssdun sens physiologique, puis en 1928
dans un sens psychologique, concoit le stress corrnerespondant a des stimuli aussi bien
physiques qu’émotionnels [5]. Il précise les iddeClaude Bernard en développant la notion
de constance du milieu intérieur ou homéostasief4lgfinit la notion d’homéostasie comme
une fonction fondamentale assurée par un ensenslpracessus dynamiques visant au
maintien du milieu intérieur. Il indique la non sfji&ité de la réponse sympathique en
fonction du stimulus précisant que la mise en jausgstéme sympathique a pour but de
préparer I'animal a l'action. La réponse aux situz de danger se fait par le biais d’'une
sécrétion quasi réflexe et instantanée d’adréngjingrépare I'animal a la lutte ou a la fuite
(fight or flight) [2]. Dans cette optique, les réiaos de défense visent a mobiliser les
ressources énergeétiques de I'organisme pour unendépsupplémentaire d’énergie. Ensuite
dans les années trente, Dr Hans Selye, endocristdpgtroduit lui aussi le concept de stress
en individualisant les réactions physiologiques sames a toutes les agressions. Il définit le
stress comme étant un ensemble de réponses nafiggécde I'organisme pour faire face a
des situations d’agression. L’ensemble de ces sgsorest appelé syndrome général
d’adaptation (SGA) qui évolue en 3 phases danen®s : la phase d’alarme ou d’alerte, la
phase de résistance ou d’adaptation et la phapeid&ment. Selon cette définition le stress
est un état qui se manifeste par un syndrome smpéejfenglobant tous les changements
aspécifiques qui interviennent dans le systemedgiqle.

Le stress constitue dans premier temps, I'agent causal, le plus souvent représenté par de
agents extérieurs nocifs. Dans deuxieme tempsle stress n’est plus I'agent causal mais la
réponse de l'organisme a cet agent.

Ainsi Hans Selye considére le stress comme étamtada fois 'agent et le résultat de son
action. Il faut rappeler que dans I'élaborationcgeconcept, Selye faisait déja la distinction
essentielle entre eustress (bon stress) et digtreasvais stress).

Le concept de stress a donc évolué et changé dificagion au cours des années, de causes
déclenchantes de Cannon, il devient effet condéautic Selye [6], [7]. Ensuite on a assisté a
un élargissement progressif du concept et de samgtd’application.

Les travaux de recherche se sont multiplies etsoimti schématiguement deux axes de
recherche.

Le premier s’est focalisé sur les aspects neurobiologiquestkss et lesecondsur les
dimensions psychologiques selon trois approchessychmsociale, cognitive, et

psychobiologique [2]. Les études neurobiologiquespermis de préciser la nature et le role
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des systemes hormonaux et neuronaux qui sont iogdigans la mise en ceuvre et régulation
du stress. Tandis que les travaux psychologiquesostintéressés aux aspects relationnels
entre la réaction et l'agression. Ainsi, le concept stress s’est élargi aux agressions
psychologiques et sociales.

Certains auteurs remarquent l'influence de I'enwrement social comme étant le facteur
déterminant les caractéristiques des réactiongresss

La réaction du stress n’est donc plus considéréenm une simple réponse limitée dans le
temps mais devient unéponse adaptative, dynamiqueet qui est a la foibiologique et
comportementale par la mise en jeu de I'axe hypothalamo—hypophystiensurrénalien

appeléaxe corticotrope

1.4Bases physiologiques et neurophysiologiques de Eponse au stress

Depuis I'introduction du mot stress, plusieurs digfons ont été proposeées et qui ont changé
au cours du temps avec I'évolution du conceptdéfinition la plus compléte et acceptée est
celle de Hans Selye. Selon lui, le stress est ah @i se manifeste par un ensemble de
réactions de I'organisme a I'action non spécifigies agents stresseurs physiques, chimiques
ou biologiques. L'ensemble de ces réactions norwifipées est appelé syndrome général
d’adaptation (SGA) qui représente toutes les mealibns non spécifiques, c’est a dire
indépendantes du type de stresseur, qui se déwrlbgans I'organisme et dans le temps au
cours de I'exposition continue a un stresseur. GA Se déroule dans sa forme classique en
trois phases dans le temps :

1.4.1 Phase d’alarme

Il s’agit de la réaction d’alarme qui résulte, sudt une stimulation brutale du cortex orbito-
frontal, du systeme limbigue et de I'hypothalanies)'activation orthosympathique stimulant
les organes impliqués dans la défense (apparallosasculaire, les poumons, le foie et les
muscles). L’activation orthosympathique a un resseiment particulier sur la
meédullosurrénale qui est une glande endocrine kggntellules chromafines libérent, dans le
sang, essentiellement de l'adrénaline. Ceci abautdes modifications neurovégétatives
intenses et stéréotypées comme en témoignent lématén du rythme cardiaque,
I'hypertension artérielle, I'hypersudation. Cettbape dure peu, de quelques minutes a
guelques heures. C’elst réaction de stressproprement dite, identique quel que soit I'agent

stresseur.
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L’hyperactivation des systemes sympathique et @airtbpe a pour seul but la mobilisation
énergétique pour assurer I'effort adaptatif. Elletra disposition les réserves de glucose par
glycogénolyse d’abord et par lipolyse ensuite. Wixggénation optimale est assurée par
'accélération du rythme respiratoire et de la @race cardiaque responsable d’une
augmentation du débit sanguin. Cette énergie @stipalement orientée vers les organes qui
interviennent dans l'effort adaptatif (cerveau eisaie).

Parallelement a cette hyperactivation, les fonstiaqqui ne sont momentanément pas
indispensables sont mises au repos. Les hormoneglEs et thyroidienne sont ainsi

inhibées.

1.4.2 Phase de résistance

Elle fait suite a la phase d’alarme si I'expositennstresseur persiste et accentue I'activité des
systemes noradrénergique et corticotrope. Elle eetjeu I'ensemble des systemes
hormonaux selon des modalités propres a chaquadndi

C’estl'état du stress. |l correspond a une intensification de la mobilmaténergétique de
'organisme qui doit soutenir I'effort pour s’adapta la situation nouvelle. Le niveau de
fonctionnement y est plus élevé : c’est « I'héttasie », terme employé par Hans Selye pour
guantifier cet état par opposition a I'homéostasie.

Pendant cette phase, des maladies somatiques @togsynatiques peuvent se manifester
avec plus ou moins de gravité. Les affections cavdisculaires accompagnent le plus
souvent les sujets « surengagés » dans la lutteb(eés du rythme et infarctus sont les plus

fréquents).

1.4.3 Phase d’épuisement.

Elle marque la fin de la période de résistance &peasement des ressources et abandon de
I'effort. L’hypophyse antérieure et le cortex suma@en perdent leurs capacités de sécrétion
adaptative. Dans les situations les plus gravesdgie vital est présent. En effet I'existence
de ces différentes phases suggére que les effetdrelss varient d’'une phase a l'autre et
dépendent des capacités de résistance de I'organtknia nature, de l'intensité et de la durée
du stress. C’est ainsi qu’on distingue :

Le stress aigujui correspond a un stress le plus souvent vigetimité dans le temps. La
réponse de I'organisme est, elle aussi, immédidtdense. C’est une réponse de survie.

Le stress chroniqueorrespondant lui a des agressions violentes aléres, mais répétees

et rapprochées dans le temps.
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Dans ces deux cas, la réponse de I'organisme tsaufaiiveau biologique et comportemental.
Elle est responsable des perturbations métaboligdes!’équilibre biochimique et du
comportement alimentaire qui sont le reflet detd'adtion de I'axe corticotrope suite & un
évenement stressant.

Toute agression stressante a pour conséquencelibaes réactions physiologiques visant a
établir un comportement défensif. Le maitre d’ceweecette programmation est dévolu a
I'hypothalamus. Celui-ci va déclencher des répomsmgovégétatives et neuro-hormonales.
Dans le cadre de cette thése nous nous focalisetwrigs réponses neuroendocriniennes et le
comportement alimentaire suite au dysfonctionnengent'axe corticotrope en réponse au

stress.

1.5L’axe corticotrope

1.5.1 Description de I'axe corticotrope:

1.5.1.1 Le systeme limbique:

C’est la partie du systeme nerveux central quiitsee & la base du cerveau, il comprend la
région septale, le fornix, I'hippocampe, le complemygdalien et les cortex insulaire et
fronto-orbitaire postérieur. 1l contrble le comportent, les émotions, la motivation. |l
intervient également dans la régulation de condftinternes de I'organisme tels que la
température corporelle, la sensation de faim etaife I'équilibre osmotique. C’est une zone
de perception des stimuli externes qui joue un dales le déclenchement des réactions en

stimulant 'hypothalamus auquel il est lié par unsemble de neurones.

1.5.1.2 L’hypothalamus :

C’est la partie du cerveau qui assure le lien detsgsteme nerveux et le systeme hormonal.
L’hypothalamus se trouve régulé par le systemeitioa 1l joue un réle primordial dans les
fonctions végétatives et endocrines de l'organisamsi que dans les comportements
émotionnel et alimentaire. Il intervient dans leimian de I'hnoméostasie hormonale et dans
les réponses adaptatives du systeme endocrinienaiac situations de stress [8], [9]. Sous
I'effet du stress, I'hypothalamus est stimulé aveau du noyau paraventriculaire (PVN) dont
les neurones disposent des propriétés neuroséesttd@ertains de ces neurones sont en
connexion avec I'éminence médiane de [I'hypothalam8sus l'effet du stress, le
corticotropin-releasing factor (CRF) est libéré siliéaminence médiane. La sécrétion de CRF
s’accompagne de la production d'un autre neurogepthypothalamique : arginine

vasopressine (AVP), principal cofacteur qui a uctoa synergique du CRF. L'ocytocine est
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€galement secrétée a ce niveau avec une actidntridd. Ces deux substances permettent
une action modulatrice de la sécrétion de I'horma@urénocorticotrope (ACTH) par

I’hypophyse.

1.5.1.3 L’hypophyse :

Glande endocrine de petite taille, pesant moinsirdg, I'nypophyse est située a la base du
crane dans une loge appelée "selle turcique", ppora anatomique direct avec le chiasma
optique. Elle est attachée au cerveau (diencépipale)a tige pituitaire. On distingue trois
zones, ou lobes, dans I'hypophyse : L'antéhypoptgd@&ohypophyse) située en avant ; la
post-hypophyse (neuro-hypophyse) située en aretelelobe intermédiaire. L'antéhypophyse
sécrete un certain nombre d’hormones parmi ellsSTH.

Le CRF stimule la sécrétion dACTH au niveau deyfibphyse antérieure par le biais du
systeme porte hypothalamo-hypophysaire. En effeg aiveau il active la production d’'une
prohormone : proopiomélanocorticotropine (POMC)j ge clive ensuite en ACTH et en
hormone mélanostimulante (MSH). L'ACTH agit au rdue du cortex surrénalien en
stimulant la production et la sécrétion des costiémides.

1.5.1.4 glandes surrénales

Situées chacune aux poles supérieurs des 2 f@md)( les surrénales sont formées de deux
glandes endocrines associées anatomiquement mharyaagiquement et fonctionnellement
différentes :

- la corticosurrénale qui secrete les glucocortiesittortisol chez ’lhomme et corticostérone
chez les volailles et le rongeur), minéralocortiesi (aldostérone).

- médullosurrénale constituée de cellules nerved#ies « chromafines » qui ont migré a
partir des cellules de la créte neurale et quietent les catécholamines (adrénaline et
noradrénaline).

1.5.2 Organisation fonctionnelle de I'axe corticotrope.

L’activation de l'axe hypothalamo-hypophysaire stlen la production des hormones
corticostéroides qui sont synthétisées en répondso@mone adrénocorticotropd=ify. 2),
celle-ci est transportée de I'hypophyse antériemars la glande surrénale par la circulation
générale. L’ACTH est une hormone polypeptidiquetis§tisée par les cellules corticotropes
hypophysaires a partir de la proopiomélanocort@NIC). Elle présente un effet trophique
sur le cortex surrénalien, et augmente la syntlikseglucocorticoidevia des récepteurs
membranaires couplés a l'adénylate-cyclase, donprlacipal effet est d’accroitre la

disponibilité du cholestérol au niveau des mitoahras [10], [11]
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La synthese et la libération d’ACTH sont elles-ménaetivées par deux neuropeptides : la
corticolibérine ou Corticotropin Releasing Fact@RF) et I'Arginine Vasopressine (AVP),
qui sont libérées par les neurones parvocellulatles NPV dans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire. Le CRF active la séanédtACTH, alors que I'AVP, dont
I'action est synergique au CRF [12], présente ibdgpouvoir sécrétagogue sur ’ACTH.

Les corticostéroides sont des hormones synthétis@astir du cholestérol(g.3) fourni par

la circulation sanguine et également dans les leslloorticales par I'acétate au niveau du
cortex surrénalien. Les glucocorticoides sont Stghs par la zone fasciculée et les
minéralocorticoides (aldostérone) par la zone gtaiéé de la corticosurrénale.

Les glucocorticoides sont véhiculés dans la citmiasanguine sous forme liée (90-95%) a
une protéine de transport : la transcortine ou i@usteroid Binding Globulin (CBG), [13],
seulement 5-10% de cortisol circulent sous formiereli et constitue la  fraction
biologiqguement active [14]. L'aldostérone est égwat liee a des protéines plasmatiques
comme la transcortine, I'orosomucoide et I'albun(B@-70%) [3]

Le cortisol plasmatique a une demi vie de 60 a 7@utes. On note une variation
nycthémeérale de la cortisolémie en relation avRETH. Les taux sont élevés le matin et bas
la nuit. Tandis que la concentration plasmatiquéaléostérone est plus faible avec demi-vie

de 25 a 40 minutes. Les fractions libres de cost@mides agissent par I'intermédiaire des

récepteurs.
Cholistérc
/eqnenoIO\
Proqestércar\A /-hydroxypregnenolone
17-hydroxy rogestérm\A
Aldostéeron Cortiso Androgéne
/ \

Fig.3: biosynthése du cortisol et aldostérone.
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1.5.3 Les récepteurs aux corticostéroides

Les corticostéroides agissent par lintermédiaires décepteurs intracellulaires [15]:
récepteurs aux minéralocorticoides (MR) et réceptaux glucocorticoides (GR). Dans le
cerveau les récepteurs aux minéralocorticoides majbritairement présents au niveau de
I'hippocampe, mais aussi de 'amygdale tandis easeGR sont ubiquitaires avec une forte
concentration dans I'hippocampe et dans I'hypothaka [14]. La corticostérone, principal
corticostéroide chez le rat, se lie avec une gratffieité aux MR et avec 10 fois moins
d’affinité aux GR [16],[17].

Compte tenu des ces affinités, les glucocorticokkedient préférentiellement aux MR en
situation basale (faible concentration) alors cusdturation des GR n’a lieu qu’en situation
d’hypersécrétion comme aprés un stress, pendastidse active du rythme circadien ou en
situation pathologique d’hypercorticisme.

Bien que les MR et GR soient différentiellementriisiés dans le cerveau, tous deux sont
coexprimés dans I'hypophyse et I'hypothalamus s@glissent dans la régulation de I'activité
de l'axe corticotrope [18], [19], [20]. D’autresrictions physiologiques comme les états
comportementaux sont influencées par les MR et GRRsdle cerveau [21]. Les
corticostéroides modulent les processus périphgsigiel que le métabolisme du glucose a
travers les GR [22], ou I'équilibre minéral et higare via les MR [23].

Les récepteurs aux corticostéroides présenterargigrdomaines sur le plan structural :

- undomaine N-terminal intervenant essentiellement dans la régulatioladeanscription des
géenes cibles et site d’action des protéines régedat comme le protéine kinase A par
exemple [24], [25] ;

- un domaine de liaisona ’ADN constitué de deux doigts a zinc, et préashun site de
dimérisation [26], [27] ;

- undomaine C-terminal liant le ligand et interagissant avec des progigaperonnes et les
microfilaments intercellulaires [28], [29] et présant un signal de localisation nucléaire.

Les récepteurs sont des protéines a demi-vie cetitigrn-over rapide (demi-vie de 20 a 30
minutes) en l'absence de ligand, et cette demiegediminuée de moitie en présence de
ligand [30]. Leurs concentrations cellulaires soé@gulées par des ligands par auto- ou
hétérorégulation, [31], [20], par le stade du cyoddulaire [32] et par le rythme circadien
[33], [34].

21



1.5.4 Rythme circadien

L’activité de I'axe corticotrope varie au cours dycthémére. Le taux de sécrétion présente
des origines endogenes et dépend de l'innervaptanshnique de la glande surrénale [35],
mais aussi de I'éclairement et de la prise alimen{d6].

Le CRF et 'AVP sont secrétés de facon pulsatilesda systéme porte hypophysaire [37] et
les pics de sécrétion de CRF et d’AVP sont attedntsdébut de la phase active du cycle
circadien (le matin chez 'lhomme et le soir chezdf, ce qui entraine par la suite une

augmentation de sécrétion d’ACTH et de corticostér@u cortisol).

Concentration plasmatique Matin Soir
Homme 7-25 pg/mi 2-9 pg/mi
Rat 0,1-5 pg/ml 10-15 pg/mi

Tableau 1: Concentrations plasmatigues basales de cortgdmz 'homme et de

corticostérone chez le rat

1.5.5 Activation de I'axe corticotrope :

La premiere étape de la cascade qui engendredengés biologiques au stress, avant que les
centres contrélant les réponses périphériquesrdgsshe soient actives, est I'interprétation
subjective du stimulus. Cette fonction est dédi@e saructures limbiques du cerveau tels que
'amygdale et I'hnippocampe. Ainsi les variations ohilieu extérieur sont triées et ressenties
essentiellement par le systéme limbique qui engew informations a I'hypothalamus par
l'intermédiaire de nombreuses efférences nerve38gs

Lors d’'un stress, I'hypothalamus recoit des stimoles directes du systéme limbique ainsi
gue des stimulations noradrénergiques provenanbals coeruleus et du noyau du tractus
solitaire. En réponse a ces stimulations, I'hyplatimus libére dans le systéme porte
hypothamo-hypophysaire le CRF qui active 'adénapyryse. La production d’ACTH qui en
résulte, induit alors la synthése de glucocortiesipar les glandes surrénales. Selon la nature,
l'intensité et la durée du stresseur, d’autreseiat comme 'angiotensine 1l ou les cytokines
peuvent potentialiser I'activité et la réactionl’@e corticotrope [39], [37] [18].

Les variations du milieu intérieur (perturbation lf@meéostasie) activent également I'axe

corticotrope. Une hypoglycémie modérée induit panaple la libération de CRF et d’AVP
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alors qu’une hypoglycémie sévere met en jeu leegaystmagnocellulaire de I'hypothalamus
et la libération d’ACTH qui en résulte induit ungplercortisolémie.
Les glucocorticoides agissent sur de nombreux egamais aussi sur des structures

cérébrales afin de réguler leur propre sécrétmest le rétrocontréle négatiFig.4).

1.5.6 Le rétrocontrble négatif

A partir d'un certain seuil, les glucocorticoideseent un rétrocontrole négatif sur les
structures cérébrales et limitent ainsi la dur@xplosition de I'organisme a ces stéroides, afin
d’en minimiser les effets déléteres (effets catigiels, et immunodépresseurs). Keller-Wood
et Dallman [40] ont montré que I'activité et la céeité de I'axe corticotrope dépendent des
deux types de récepteurs (MR et GR). Il est classigent bien établi que les GR contrdlent la
sécrétion des corticostéroides en réponse a ummilation [41], [19] alors que les MR
déterminent I'activité basale de I'axe corticotrgp2], [43].

L’activité de l'axe corticotrope varie au cours dgthme circadien, ainsi, l'intensité du
rétrocontrble négatif exercé par les glucocortiesidst accrue au moment de la phase active
du cycle nycthéméral [44], [36]. L'intensité dero&ontréle sur les structures cérébrales tel
gue I'hippocampe est plus élevée en situation desstaigu qu’en situation de stress
chronique [45] [46] [47].

Trois structures se distinguent nettement commet &a acteurs clé du rétrocontréle négatif
des glucocorticoides sur l'axe corticotrope : I'bgimlamus, I'hypophyse et les glandes
surrénales.

Des structures extrahypothamiques (I’hippocamptnitennent aussi dans le rétrocontrole
négatif exercé par les glucocorticoides. Les réugptaux corticostéroides, par leur affinité,
jouent un role régulateur clé aussi bien sur larébm basal de I'activité de I'axe corticotrope
(MR) que sur la modulation de I'intensité et dallaée de la réponse au stress (MR et GR).
Au niveau méme des glandes surrénales, les glugmmioes régulent directement la
stéroidogenése [48] en inhibant I'expression degraes impliquées.

La sensibilité des surrénales a 'ACTH est un factele régulation essentiel des
concentrations plasmatiques de glucocorticoides garsituation basale qu’aprés un stress.
Cette sensibilité surrénalienne présente des vhtégbinterindividuelles et génétiques chez
’lhomme [49] et chez I'animal [50] [51].
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De nombreux facteurs et conditions peuvent déteamila sensibilité tissulaire aux
corticostéroides [15] il s'agit de la disponibilggtracellulaire et intracellulaire des hormones,
des niveaux d’expression des récepteurs aux glutoaiales et des affinités de liaison.

En effet une augmentation du feedback négatif @ d¢lucocorticoides induit une
hypocortisolémie sur les 24h. Cette hypersenstbdéntrale aux corticostéroides caractérise
certaines maladies comme le syndrome de stresstrpastatique (PTSD), [52], et le
syndrome de fatigue chronique [37].

Il existe aussi une résistance aux glucocorticogesne peut étre, selon Cole et coll. [53],
gue partielle puisque l'inactivation compléte de @GBst pas viable. Les individus présentant
une résistance aux glucocorticoides montrent unwtian [54], une délétion [55] ou une
anomalie de I'expression [56] du géne GR.

La seécrétion de corticostéroides résulte de la nese jeu de différents facteurs
neuroendocriniens, dont I'action est non seulemégilée par des facteurs environnementaux
(rythme circadien, stress) et génétiques, maisi @eseegulant entre eux. C’est ainsi que le
moindre déseéquilibre d'un systéeme aussi complexeintervenant dans de nombreuses

fonctions vitales, engendre un basculement dediniggne vers un état pathologique.

1.5.7 Roles des corticostéroides

Les corticostéroides sont des substances indidpessa la vie : ils interviennent dans
beaucoup de fonctions physiologiques via un systdmeloubles récepteurs en modifiant
I'expression de geéenes. lls ont un réle importamsdia régulation des grandes fonctions de
'organisme (fonction immunitaire, cardiovasculagesurtout les fonctions de nutrition sur

lesquelles nous nous focaliserons dans le cadcettethese).

1.5.7.1 Role sur le systéme immunitaire

Les glucocorticoides agissent essentiellement awani nucléaire, ce sont des effets
génomiques lls pénétrent dans le cytoplasme ddsle=licibles, se lient a une protéine
cytoplasmique appelée récepteur qui change de wcoafmn et le complexe hormone-

récepteur ainsi formé pénetre dans le noyau ots Emme de dimeére, il module l'activité

régulatrice de séquences d’ADN appelées GRE (gartiooid-response-elements) pour

augmenter ou diminuer la transcription. En réadétéglucocorticoides interagissent avec leur
récepteur quand celui-ci se trouve dans un étdboomationnel particulier qui existe quand il

est lié aux protéines hsp 90 et hsp 70 (heat shoatein). Le complexe glucocorticoide-
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récepteur formé dans le cytoplasme neutralise dne de NF-kB (nuclear factor-kB)
activateur de la transcription de génes a l'origieenolécules proinflammatoires (TNF-a, IL-
1 et Il-2).

Les glucocorticoides sont immunosuppresseurssdsisent la taille du thymus et abaissent le
nombre de lymphocytes T4 et T8 en induisant leop&gse (mort programmée précoce).
L’activité nycthémérale du systéme immunitaire &ssociée a une synchronisation inverse

des concentrations plasmatiques de cortisol [57].

1.5.7.2. Rdle sur le métabolisme de I'eau et degdlolytes

L'aldostérone intervient dans la régulation du imétiame du sodium et du potassium, d'ou le
terme de minéralocorticoide utilisé pour la désigniees minéralocorticoides régulent
essentiellement le métabolisme de I'eau et dedrélgies aussi bien au niveau périphérique
gu’au niveau central.

L'effet essentiel de l'aldostérone est rénal : f@ll@rise la rétention de sodium et augmente
I'élimination de potassium. Les mécanismes d'actdm l'aldostérone ne sont pas
completement élucidés.
L'aldostérone a des effets rapides, quasi immeéthadéns d'une heure), et des effets retardés
apparaissant deux a trois heures aprés son admiinstet se prolongeant six a douze heures,
voire vingt-quatre heures. Ses effets rapides lsoobnséquence de son action membranaire
par stimulation de I'échangeur ‘Ma qui favorise I'absorption de Nau pdle apical des
cellules du néphron. L'élévation de la concentratie sodium intracellulaire active ensuite la
pompe NdK-- ATPase et la réabsorption du sodium. Ses effiedif$ seraient la conséquence
de son action nucléaire : l'aldostérone pénetres dancellule, se lie a un récepteur
cytoplasmique, pénetre dans le noyau, se fixe ssrrdcepteurs spécifiques et active la
synthese de protéines spécifiques souvent appal®es aldosterone induced proteins ». Par
ailleurs, peut-étre par l'intermédiaire de sesteféair les électrolytes, I'aldostérone a un effet
inotrope positif et un effet coronaro-constricteGhez 'homme une hypertension artérielle
associée a une hypercortisolémie [58].

Un déficit d’aldostérone (surrénalectomie) stimiggpétit pour le sel [59], [60] et perturbe

le maintien de I'équilibre sodique et le volumeliduide extracellulaire [61].
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1.5.7.3 Réle sur le comportement

La plupart des comportements sont régulés pardgsye monoaminergique, qui lui méme
est modulé par les glucocorticoides. L’activatias aécepteurs aux glucocorticoides (GR)
exerce une action facilitatrice sur la synthéseséimtonine en activant la synthese de la
tryptophane hydroxylase, enzyme clé dans la syatless-HT [62]. Les GR sont également
abondants dans les neurones adrénergiques et raclavesynthese et la libération de la
noradrénaline en réponse au stress suite a l'éictivdu locus coeruleus ce qui entraine une
augmentation de la vigilance et de I'anxiété clezdnimaux. Ces réactions physiologiques
s’accompagnent d’'un comportement « fight or flightattaque ou fuite visant a soustraire
'organisme au stimulus stressant. Le stress petrai@er un comportement agressif, des
réactions de peur, de passivité, et également enHéd comportement reproductif (libido),

ainsi que I'appétit. Les glucocorticoides régulémttivité électrique de certains neurones de
I'hippocampe, ce qui pourrait expliquer la modifioa des comportements impliquant les
structures limbiques (comme [lactivité locomotricda mémoire ou l'anxiété).

L’administration d’'une dose de corticostérone énggar exemple un effet anxiolytique chez

le rat [63], [64], ou renverse l'effet anxiolytiqueduit par la consommation d’alcool [65]....

1.5.7.4 r6les sur la nutrition :

Les glucocorticoides interviennent dans la régutatie I'équilibre énergétique au niveau des
apports, du métabolisme et des dépenses énergetquimteraction avec d’autres systéemes

neuroendocrines.

1.5.7.4.1 Larégulation du comportement alimentaire :

Une surrénalectomie diminue la prise alimentaitaléo[66], cette diminution de la prise
alimentaire concerne les trois macronutrimentstgimes, lipides et glucides) ce qui induit
une perte de poids chez le rat [67]. Elle provogne chute des réserves hépatiques de
glycogene et du dépdt de tissu adipeux. Les gluticotdes sont donc impliqués dans la
régulation des apports énergétiqgues. Cette régulatdépend de la concentration de
glucocorticoides circulants, elle s’effectue pare uaction centrale au niveau des deux

récepteurs puisqu’une surrénalectomie entraineaugmentation du taux de MR et GR chez
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les rats Fischer et Brown Norway [66]. En outre eluigmente la prise hydrique, celle-ci est
probablement due a I'élimination des minéralocoities (suite a la surrénalectomie) qui
médie I'équilibre hydroélectrique via les récepteau niveau du cerveau et ou des reins [68],
[69].

Les études concernant des rats surrénalectomisémndrent que I'administration de ligands
spécifigues MR tels que l'aldostérone ou de faillleses de corticostérone jouent un role
dans la prise alimentaire en augmentant la prétérgour les lipides, alors que les GR eux
ont un réle plus important dans le contréle degigks. Aucune modification de I'ingestion
de lipides n’a été observée apres I'administraiériphérique des agonistes GR telle que la
dexaméthasone (RU28362). A dose physiologique nermi@s glucocorticoides ont une
action anabolisante, tandis qu’a dose élevée coemmsituation de stress, ils induisent des
effets cataboliques sur les réserves glucidiqudmidiques via les GR, et en méme temps
exercent un effet anorexigénique via une hypeméptie [70], ou par les GR du NPV [22],
ou indirectement via d’autres systemes [50].

L’effet orexigéne des glucocorticoides a faibleals'®ffectue notamment par une stimulation
de la sécrétion de neuropeptide Y (NPY) et de néradine ainsi que par une inhibition de la
sécrétion de CRH [71], [72]. D’autre part, 'adnsitnation de dexaméthasone chez le rat
entraine une augmentation de I'expression de NPYs daypothalamus particulierement
dans le noyau arqué et le NPV ou se situent lesonea CRH. Ceci atteste la stimulation de
la sécrétion de NPY par les glucocorticoides tautirehibant le CRH dans le NPV et

démontre I'existence d’'une boucle de rétroconteditee CRH et NPY [73].

1.5.7.4.2 Effet sur le métabolisme des macronutriments:

Les glucocorticoides ont une action hyperglycénsiaft'ou leur nom) due a une
augmentation de la production du glucose par sttiad de la néoglucogenese et par une
diminution de la consommation de glucose par lesuti périphériques. Au contraire la
surrénalectomie provoque une tendance a I'hypogligcét une grande sensibilité a I'effet de
linsuline. En situation de surrénalectomie, I'origme se trouve dans lincapacité de
mobiliser ses réserves pour maintenir une normoégiye en réponse a un stress [22]. Les
actions métaboliques médiées par les GR entraimenaiugmentation de la glycémie afin de
fournir aux organes vitaux une source d’énergiedepent utilisable.

Les glucocorticoides augmentent le catabolismeéagioprovoquent une fonte musculaire. Ils

réduisent la synthése protéique dans la plupartigess. Les acides aminés circulants sont
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augmentés par une diminution de leur utilisatiomleeteur transport vers les cellules extra-
hépatiques [74]. Par contre le transport intra-igpa est accru permettant la
néoglucogenese. Un régime alimentaire riche eréppres est conseillé pendant un traitement
par les glucocorticoides.

En ce qui concerne le métabolisme des lipidestitaades glucocorticoides est multiple et
dépend de ses concentrations plasmatiques. Unénalectomie entraine une diminution de
la masse grasse chez le rat, et 'administratiorcaticostérone a faible dose rétablit les
réserves lipidiques [22]. Tannenbaum et coll. [88f montré que les régimes riches en
lipides agissent comme un stress chronique ensadtiune augmentation de la concentration
plasmatique basale de glucocorticoides. Les glutiooaes exercent différentes actions
périphériques impliquées dans le métabolisme Ljpieli Au niveau du tissu adipeux blanc, les
glucocorticoides stimulent la lipolyse et diminudatproduction de glycérol. Il y a une
redistribution des lipides. Les glucocorticoideshitisent les graisses et les redistribuent
d'une maniéere particuliere avec accumulation aweauvde certaines régions corporelles

expliguant I'obésité abdominale liée au stress.

2 Relation stress et comportement alimentaire.

2.1 Généralités sur le métabolisme énergétique et comppement alimentaire

2.1.1 Métablisme énergétique :

L’équilibre énergétique des mammiferes homéotheméggite du bilan qui s’établit entre les
entrées et les sorties d’énergie.

Les entrées d’énergiecorrespondent a la consommation d’aliments. Cewoist constitués
par les 3 catégories de macronutriments : gluaddéss lipides qui ont un rbéle énergétique, et
les protéines dont le devenir est essentiellemémnictaral. Ces composés sont ensuite
transformés, au cours de la digestion, en nutrimphis simples (glucose, acides gras, acides
aminés) qui pourront ensuite pénétrer dans lesilesllet y étre utilisés comme meétabolites
énergeétiques.

Lessortiesoudépenses d’énergi€l’un organisme vivant comprennent 3 volets :

-Le métabolisme de repos ou métabolisme de bad®iB) représentée par le codt
énergétique des réactions cellulaires et du fonogment neurovégétatif de I'organisme d’un
individu au repos, a jeun et a neutralité thermiduioate cette énergie est dissipée sous forme

de chaleur. Chez la plupart des individus sédesstaile métabolisme de base représente
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approximativement 60-70% des dépenses énergétimaesliennes. Il est fortement corrélé a
la masse adipeuse, a la taille, a I'dge et au seaes aussi a I'état nutritionnel. Ce
métabolisme basal peut étre mesuré par calorinditeete ou indirecte.

-La thermogenese alimentairedue a la thermogenése post-prandiale et qui seedan 2
catégories : lathermogenése postprandialkeobligatoire» qui correspond a la dépense
énergeétique liée aux processus de digestion etad&age des nutriments, elle dépend des
voies métaboliques impliquées dans la mise enwvésates nutriments et thermogenése
postprandiale « facultative » qui représente une dépense d'énergie supplémentaire et
correspond a la stimulation sympathique de la degpé@nergétique pour dissiper, sous forme
de chaleur, I'apport excessif d’énergie.

L'effet thermique des repas représente environ @%dépenses énergétiques quotidiennes
[76]. Il varie selon la taille et la composition depas, la palatabilité de I'aliment. Le stress
peut perturber le métabolisme par libération diaaige et de noradrénaline.

- L'activité physique est une dépense énergétique trés variable epresente que 20 a 30%
de la dépense énergétique totale chez des indigighlsntaires [77]. Le colt énergétique lié a
l'activité physique est fonction de la durée etl'ddensité de celle-ci. Il dépend aussi de la
masse musculaire de lindividiChez un individu dont l'activité physique est légele

métabolisme basal représemtaviron 65% de la dépense énergétique totale.

Facteurs intrinseques Facteurs extrinseques
Masse de tissus maigres
i . Age, sexe
Meétabolisme basal .
Hormones thyroidiennes

Turnover protéique

Etat nutritionnel Prise alimentaire
. Activité du systeme nerveuingestion de  substances
Thermogenése _ o
sympathique thermogéniques, stress
Tissu adipeux brun ? exposition au froid
Masse musculaire ) ) .
o ' Durée et intensité des
Activité physique Rendement des muscles

. exercices musculaires
VO, maximale

Tableau 2 Les principaux facteurs qui affectent la dépenssdgdtique
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Le poids de 'hnomme est une variable trés bien lg&gpuisqu’une variation de 20kg en 30
ans correspond a une variation moyenne de 4 gopay $oit environ 0.4% des dépenses
journaliéres. On retrouve la méme conduite cherrfial de laboratoire en conditions stables
[78].

Pendant 24h, le rat est capable de maintenir sads pmonstant par des modifications
métaboliques et physiologiques. Cet ajustemengédinme alimentaire a été mis en évidence
chez le rat adulte : il s’agit du comportement alntaire.

2.1.2 Le comportement alimentaire

L'organisme est amené a se pourvoir en substraergétiques nécessaires a son
fonctionnement (glucose, acides gras, acides amgss minéraux et vitamines) : c’est le
processus de la nutrition. L'une des composantesiaimentales de la nutrition est le
comportement alimentaire en ce sens qu’il constéymint de départ de celle-ci.

Chez I'individu normal, le comportement alimentaérgour fonction d’assurer la constance

des parameétres physiques et physiologiques quaségi I'organisme.

2.1.2.1 Description du comportement alimentaire

L’étude du comportement alimentaire a vu son easpartir d’observations sur le modéle
animal par Richter, Brobeck, J. Mayer [79]. Dans knnées 60-80 ces observations
aboutirent a une bonne compréhension des base®bi@ogiques du comportement
alimentaire par Le Magnen [80]. L’amélioration deshniques de mesure fait qu’aujourd’hui,
la réponse alimentaire peut étre quantifiée etesécge de facon précise (taille et nombre de
repas, intervalles entre les repas).

2.1.2.2 Rythmicité de la prise alimentaire (PA)

Le comportement alimentaire se caractérise paépsedes discontinus de prise alimentaire,
de repas. Il existe unariation circadienne de la prise alimentaire inverse de celle existant
sur le sommeil, opposant une période de prise atame Eig. 5 qui se fait pendant la
période active (ou de vigilance), c'est-a-direolér jpour les especes diurnes comme I’homme,
et une période de non consommation, qui correspdacghase de repos (ou de sommeil). Ce
caractere discontinu de la prise alimentaire, S5sppt a l'utilisation continue de substrats
énergétiques par les cellules, implique une ortemtadifférente des flux énergétiques

(stockage ou libération de substrats énergétiquesta des réserves) pendant la journée.
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Pendant la période d’alimentation la prise alimeatast épisodique chez la plupart des
especes ; chez I'animal, l'intervalle entre deusgs alimentaires est un des facteurs régulant
le niveau énergétique, chez 'homme la répartititas épisodes de prise alimentaire est
influencée par les normes sociales qui codifienhdenbre et parfois la composition et la

répartition des prises alimentaires.

2.1.2.3 Description d’'un épisode de prise alimenta

Le Magnen [80] définissait la faim comme : «...weié spécifigue du systeme nerveux
central qui, en réponse a des stimuli internedgealite comportement de recherche, de
sélection et d’ingestion des aliments en assurantcptte direction, un équilibre du bilan
d’énergie et de matiére de I'organismes..

Ainsi, chez ’'homme, aussi bien que chez I'aninwal,peut mettre en évidence trois phases
dans la sélection comportementale :

- phase pré-ingestivearactérisée par I'éveil spécifique orienté varselcherche, la sélection,
et parfois le stockage de la nourriture. C’estwe gous appelons classiquement la faim et qui
est déclenché par un besoin spécifique en macrorartts.

- phase prandiale correspondant a la période de glimentaire et au processus progressif
d’établissement du rassasiement caractérisé pdmaution de la vitesse d’ingestion au
cours du repas, aboutissant a son interruption.

- phase post-prandiajearactérisée par un état de satiété dont la distaeariable.

2.1.2.4 Le comportement alimentaire : un comportenreg adaptatif

Une des fonctions principales du comportement aitaiee est de participer au maintien de
’lhoméostasie énergétique. Il permet de comperesedépenses énergétiques pour stabiliser
le bilan énergétique de I'organisme qui est asparales adaptations métaboliques. En cas de
déséquilibre de ce bilan, on observe soit un stpekde I'excés d’énergie sous forme de
réserves glucidiques et lipidiques, soit une msaiion des réserves, lorsque, au contraire, les
apports ne couvrent pas les dépenses. Notre ongar@st donc dans un équilibre dynamique
énergétique se traduisant par la stabilité deswésenergétiques, et donc de la masse grasse
et du poids qui en sont le reflet. Cet équilibrergétigue des mammiféres homéothermes
résulte du bilan qui s’établit entre les entréds®tsorties d’énergie.

Ainsi plusieurs facteurs peuvent influencer le congment alimentaire [81]. Parmi eux on

peut citer I'effet de la disponibilité ou de la demle énergétique, les conséquences mémes de

31



la prise alimentaire (digestion), I'influence d’eeg facteurs extérieurs (principalement des
stimuli sociaux ) mais aussi l'influence de cerémirpathologies ou d’inflammations et la
valeur émotionnelle ou hédonique des alimehig. (6).

Dans des conditions physiologiques normales, deawarpetres semblent influencer le
comportement alimentaire de fagcon importante.db@’de la disponibilité en énergie d’'une
part et des phénomenes liés a la digestion d'gatre La disponibilité en énergie a une forte
influence pendant la phase de latence puisqu’eltgnante le temps de satiété lorsque les
réserves en énergie sont élevées [82]. A l'invéeseinformations générées au cours de la
digestion participent a un rétrocontrole immédias detvénements internes au repas en
déterminant, par exemple, la durée des repas aégertant la fin des repas (rassasiement)
[83].

A partir des principaux déterminants du comportemaiimentaire jusqu’a maintenant
présentes, il s’agit de comprendre comment, arpaetices informations relatives au niveau
des réserves, I'organisme va générer une répomspartementale adaptée. La régulation de
la prise alimentaire peut se faire a la fois suguantité et sur la qualité d’aliments ingérés.
Ainsi chez la plupart des mammiferes, la compasite la quantité d’aliments ingérées
varient considérablement d’'un repas a un autre ewasi d’'un jour a l'autre ce qui suggere

d’avantage I'hypothése selon laquelle la prise afitaire est fortement régulée [84].

2.1.2.5 Régulation quantitative du métabolisme éngétique

La diminution de la valeur énergétique de I'alimantiel des rats, en ajoutant une substance
non nutritive comme la cellulose, a des répercassgur le comportement alimentaire des
animaux. Aprés une période d’adaptation, en gémkna ou trois jours, ceux-ci ingérent une
guantité de calories suffisantes pour une croigssamarmale en augmentant leur prise
alimentaire. Malgré I'ajustement des palatabilaés propriétés nutritionnelles, I'anticipation
de la qualité et de la quantité des aliments consésnreste imparfaite. Booth [85], montre
gue cet ajustement de I'amplitude des repas estesbworrigé par une modification de la
régulation en fréquence puis en taille des repass @uteurs [86] ont montré une
surconsommation calorique d’environ 34% chez Iés saumis a un régime « cafétéria » et
constatent alors un rééquilibrage de la balancegétique par une modification des dépenses
qui se traduit essentiellement par une augmentdgsrdépenses métaboliques [87].

Apres la modification des apports, c’est a diredentrées » dans le bilan énergétique, il est

possible de modifier les dépenses, c’est a dire Esties ».
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Dans certaines conditions particulieres comme ssagjen, la lactation ou la thermorégulation
on assiste a une modification non seulement desrsemais aussi des dépenses.

Le maintien en ambiance froide (5°C) provoque wngneentation de la prise calorique pour
répondre plus efficacement a l'accroissement dedépense énergétique liée a la
thermogenese [88].

Cependant la prise alimentaire n'a pas pour sejdctib de compenser les dépenses de
I'organisme elle doit aussi reconstituer les réssrde glycogene ou de graisse qui ont été
consommeées et fournir a l'organisme les macro- @ranutriments et oligoéléments

indispensables. Ainsi il existe également une gl qualitative des apports alimentaires.
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2.1.2.6 Régulation qualitative du métabolisme éneégique

2.1.2.6.1 Les différents macronutriments :

Chez un individu donné, I'apport énergétique quetid mesuré en kilocalories (kcal) vient
des nutriments énergétiques contenus dans le etEggportés par les protéines, glucides et
lipides et dans certains cas par l'alcool. Les 8nmautriments apportent respectivement 4, 4
et 9 kcal par gramme de nutriment pur consommeé rdpartition idéale des protéines,
glucides et lipides est, respectivement, de 15%p & 30% de I'apport énergétique total
journalier.

Chaque macronutriment a un réle bien défini.

Les Protéines :

Les protéines tirent leur nom du mot gn@otos qui signifie «premier» ou «de premiére
importance», car elles sont les constituants de tes cellules vivantes. Les protéines servent
a la construction, a la réparation et a I'entretlenl'organisme, fonctions essentielles de la
matiere vivante. De plus, elles accélerent cersanéactions biochimiques, agissent comme
messagéeres hormonales, comme constituantes dumgystémunitaire ainsi qu'a titre de
neurotransmetteurs. Lorsque l'apport alimentairglecides et en lipides est insuffisant, elles
peuvent étre utilisées comme source d'énergie.réesmmandations concernant I'apport
protéique journalier se situent a 0.8g/kg/jour.

Composées d'acides aminés dans des proportionivasldifférentes, on dit des protéines
gu'elles sont «complétes» ou «incomplétes». PasPR0 acides aminés dont elles peuvent
étre composeées, 8 sont dits «essentiels» cardisrga ne peut les fabriquer, tandis que les
autres peuvent étre synthétisés par le corps hurhas protéines ont un effet satiétogene
[89]. Ainsi de par leur pouvoir satiétogéne impottdes protéines sont largement conseillées

dans les régimes alimentaires proposés aux pers@msurpoids.

Les Glucides :

Les glucides tirent leur nom dgucis qui signifie «doux». lls représentent la princgaburce
d'énergie nécessaire au métabolisme et fourniséartgie nécessaire au fonctionnement du
cerveau et du systeme nerveux. Puisqu'ils sont@ig@apidement, les glucides liberent leur

energie de facon relativement plus rapide queretines et les lipides.
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On distingue trois principales sortes de glucides:

- les glucides simplesformés d'un ou de deux oses tels que le glucesdruttose, le
saccharose et le lactose. Ces glucides sont alssdireétement par I'organisme.

- les glucides complexesconstitués de trois molécules ou plus, tels qgamitlon, le
glycogéne et la cellulose; ils doivent étre brikxés de la digestion afin d'étre absorbés sous
forme de glucides simples par I'organisme.

- lesfibres alimentaires composées en grande partie de glucides et adsménts de la
structure de la plante qui résistent a la digesties fibres ne sont pas nécessairement solides
et filamenteuses (fibres insolubles), elles peuagissi se retrouver sous forme de gélatine et
de mucilage (fibres solubles). N'étant pas digénéssfibres ne fournissent pratiquement pas
d'énergie; elles contribuent plutdt a stimulerdedtionnement de l'intestin.

Les glucoses sont stockés sous forme de glycogameld foie et muscle constituant ainsi les
réserves eénergetiques de I'organisme mais cesvessestent faibles comparées a celles des
lipides. Les glucides ont un pouvoir satiétogeng@drtant et donc un réle majeur dans la
régulation de I'appétit ; puisqu’il a été proposgedes variations de réserves de glycogéne

soient a I'origine des signaux régulant I'app&]; [91].

Les Lipides

Les lipides tirent leur nom du grdgpos qui signifie «graisse». Malgré leur mauvaise
réputation, il faut rappeler que les lipides so&tassaires au maintien d'une bonne santé: ils
contribuent & la formation des membranes des esllud la synthése des hormones; ils
donnent de la saveur aux aliments ; sans oubliéls qaprésentent une source concentrée
d'énergie: 9 kilocalories par gramme de lipideskK3)7 soit deux fois plus que les glucides ou
les protéines. De plus, les lipides servent de male transport a certaines vitamines dites
«liposolubles» (A,D,E et K) et facilitent ainsi leabsorption. lls fournissent les acides gras
essentiels, soit I'acide linoléique et I'acide aliholéique, les seules matiéres grasses dont le
corps ne peut se passer car il ne peut les fabriguméme.

Dans les aliments, la plupart des lipides se rggotisous forme de triglycérides qui, eux,
sont composés d'acides gras. Ces acides gras peitwerpolyinsaturés, monoinsaturés ou
saturés, selon la présence ou l'absence de ddigigems entre les atomes de carbone dont

ils sont composés.
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Ainsi selon les recommandations de I'OMS, les aidgas saturés, monoinsaturés et
polyinsaturés doivent représentés respectivemeimisrae 10%, entre 10-15% et 5-10% de
I'énergie fournie par les lipides.

L’augmentation de l'incidence des maladies tels tjabésité, le diabete de type 2 est
étroitement liée a l'accés facile aux aliments fadikes c’est a dire aux régimes riches en
lipides et/ou en sucre. Lorsque le pourcentageipideb est élevé dans I'alimentation, de
méme que celui des glucides, I'apport énergétigoatainé tend a étre élevé : ce phénomene

est qualifié de « surconsommation passive » [&2]. [

2.1.2.6.2 Régulation qualitative de I'apport en nmanutriments : le choix alimentaire

L’alimentation dissociée consiste a présenter aumaux les 3 macronutriments séparément
(protéines, glucides, lipides). En effet, depusstlavaux de Richter et coll. en 1938[93], il est
bien établi que des rats soumis a un régime disgmebtéines, lipides, glucides présentés
dans 3 mangeoires différentes ; ayant la pos&hilingérer le macronutriment de leur choix)
sont parfaitement capables d’équilibrer leurs aggparutritionnels afin d’assurer une
croissance correcte et un développement normaj[§%3]96]. Cependant il est important de
remarquer que les choix alimentaires dépendenyplel de macronutriment choisi. En effet
plusieurs études [97], [98] ont montré que le type protéines influencait la prise
alimentaire : des rats jeunes ont une préférentie peur un régime protéique a base de
caseéine plutét que de lactalbumine.

Buettner et coll. [99]ont montré, quant a eux , tugype et la qualité des lipides d’un régime
influencgaient la prise alimentaire.

En ce qui concerne la consommation de glucidestzMfeet coll., [100]Jont montré que la
nature des glucides avait des effets, aussi bietesnoix alimentaire, que sur la composition
corporelle, l'insulinémie et la glycémie.

Il existe peu d’études expérimentales de choix etitaire & partir de macronutriments purs
chez 'lhomme, en raison des difficultés de procéslumhérentes aux études employant des
mesures directes de la prise alimentaire [101]pée d’études menées chez 'lhomme sont
souvent épidémiologiques et s’appuient sur des-@stimations de consommation basées sur
les tables de composition. Ces études sont doficildiinent comparables a celles mises en
place chez I'animal de laboratoire. Le modele «geum », qui peut étre considéré comme un

outil palliatif, est souvent retenu dans les ex@@es de choix alimentaire [102].
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L’animal de laboratoire n’est pas soumis aux inflees socio-éducatives comme ’lhomme, et
la consommation spontanée des différents macromemitis pourrait étre considérée comme
un moyen d’évaluer le niveau optimal d’apport. €'assi que Webster et coll.,[103] ont
suggéré que la prise protéique est, chez le rat &b dépendance de ses besoins pour la
croissance ou le développement de ses tissus maigre

Nous voyons donc qu'il existe différents niveauxrégulation du métabolisme énergétique
par le comportement alimentaire. On sait par adlee la prise alimentaire est irréguliere ce
qui impliqgue que les mécanismes régulateurs migeaninterviennent a long terme. Le
comportement alimentaire est un comportement icistidont les bases physiologiques se
trouvent dans certaines structures du systéme umecantral (SNC) mais aussi au niveau des
organes périphériques. Nous allons voir dans I sl I'introduction quelles sont les bases
neurophysiologiques de ce comportement.

2.1.2.7 Bases physiologiques et neurophysiologiquias comportement alimentaire

Comme tous les comportements, le comportement afaire est contrdlé par le SNC. Sa
régulation entre dans le cadre plus général deglalation de I’'homéostasie énergétique.

Il est actuellement admis que les principaux cendiee contréle du comportement alimentaire
se trouvent au niveau de I'hypothalamus. La prialeipfonction physiologique de ce
comportement alimentaire est d’assurer I'apport slésstrats énergétiques et des composés
biochimiques nécessaires a I'ensemble des cellid¢'srganisme

La régulation des apports alimentaires peut se faia fois sur la quantité d’aliments ingérés
au cours d’un épisode de prise alimentaire, cergiien jeu le processus @dssasiementet

sur la durée de lintervalle entre deux prises afitaires, qui correspond a la période de
satiété

2.1.2.7 1 Les signaux métaboliques

Les signaux issus du métabolisme sont conduitsiaam des récepteurs centraux par voie
humorale. Selon les auteurs, plusieurs théorida flem et de la satiété se sont développées :
La théorie glucostatiquea été énoncée par Mayer en 1953 [79] et confirpe¥elLouis-
Sylvestre et Le Magnen en 1980 [104]. Ces derraetsurs ont montré que chacune des
prises alimentaires était précédée d'une légeéreodlypémie Fig.7). Cette théorie s’est
rapidement révélée insuffisante puisque des simstid’hyper et d’hypoglycémie non
associées a des modifications de la prise alintentait en effet été décrites [105], [106],
[107].
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D’autres théories ont été énoncées par la dtitéorie lipostatigue de Kennedy [108],
théorie aminostatiquade Mellinkoff [109],théorie ischymétriquede Nicolaidis [110]), mais
aucune ne rende compte a elle seule la complexilé iégulation de la prise alimentaire.

En effet le contrdle de la prise alimentaire neetéppas que d’un signal métabolique unique
de faim ou de satiété [111], [112]. Il semble augs les nutriments eux mémes modifient le
comportement alimentaire. Par exemple l'ingestienpdotéines provoque un puissant effet
satiétogene généré par des signaux pré et pogtifsaontribuant au contréle de la PA
[113].

L’homéostasie du poids corporel est maintenue pamibis d’'un ensemble complexe
d’interactions entre le SNC et les organes périghés. Ces interactions comprennent des
signaux afférents au cerveau, provenant de diveganes périphériques, une intégration
centrale et plus particulierement au niveau depidtlgalamus, et des signaux régulateurs
efférents pour réguler l'activité de la périphépar l'intermédiaire, principalement, du

systeme nerveux autonome endocrine [114].

2.1.2.7 2 Les mécanismes centraux du contrdle dmportement alimentaire

2.1.2.7.2.1 Hypothalamus : le chef d'orchestre duomportement alimentaire

Anatomie

L’hypothalamus est situé a la base du cerveaujnéefface entre le SNC et le systeme
endocrinien hypophysaireFig.8). De par sa position, il participe a lintégratiares
informations provenant de l'environnement de I'ongme et des voies ascendantes du
systeme nerveux périphériqgue. Il a ainsi un roléppndérant dans le contrdle de
’lhoméostasie auquel participe le comportementetitaire.

Les expériences des années 1940 ont montré qu&tidesations électriques ou des lésions
de régions spécifiqgues de I'hypothalamus modifiqilen prise alimentaire et ont permis
d’élaborer une théorie du contrdle du comportenadinientaire mettant en jeu deux centres
hypothalamiques antagonistes : les noyaux ventrangédVMH) et I'hypothalamus latéral
(HL). La destruction de HL entraine une aphagielidverse, sa stimulation entraine une
réponse ingestive immédiate, méme chez le ratsi@ssan considere donc que le HL est une
structure qui facilite la prise alimentaire. Pantte la destruction du V.M.H entraine une
hyperphagie liée, chez le rat adulte, a une disparde la satiété : le VMH est une structure

inhibitrice de la prise alimentaire. Ces observatjoun peu trop simplistes, n’étaient qu’une
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premiere étape suggerant l'implication de I'hypd¢dahaus dans le contrble de la prise
alimentaire [115].

Dans les années 1970, Leibowitz et Coll. [116] mmintré que le noyau paraventriculaire
(NPV) jouait un role important dans les processimgydstion. Sa stimulation léve I'inhibition
portée sur le HL. Au contraire, des lésions de ogan entrainent immeédiatement une
augmentation de la prise alimentaire [117];[118].

Au cours des dix dernieres années, la recherceistensifiée et a permis d’'identifier, dans
I’hypothalamus, les facteurs orexigéniques et atigémiques ainsi que leurs sites neuronaux
de production et d’action. Les relations morphadogis qui lient les neurones produisant ces
facteurs neurochimiques et le fait qu'ils soienpatales de co-produire plusieurs signaux
régulateurs de I'appétit [119] sont en faveur dprksence, dans I'hypothalamus, d’'un réseau
de structures interconnectées participant a ldaégn du comportement alimentaire.

La découverte en 1994 du gene codant pour la Epéinconstitué le premier pas vers une
compréhension précise du fonctionnement hypothalanicomme coordinateur central du
comportement alimentaire [120]. Ainsi I’hypothalasrau été proposé comme le site majeur de

convergence de signaux provenant de la périphénene les signaux d’adiposité.

Les facteurs neurochimiques impliqués dans le compement alimentaire :

Un certain nombre de neurones sont impliquées danstgulation du comportement
alimentaire. Leur régulation et leurs roles préwes sont pas toujours parfaitement bien
élucidés, notamment chez ’lhomme. De nombreux trachez le rat ont permis d’établir leur
réle dans le contrble quantitatif mais aussi gatfitle la prise alimentaire. Leurs actions sont

complexes, et ils ont un effet soit orexigéne oe@utraire anorexigene.

Neuropeptides Y (NPY) stimulateur de la prise alimetaire :

Il s’agit d’'un neurotransmetteur de 36 acides amidétribué dans le cerveau. Le site
hypothalamique principal du NPY est le noyau ardLe.NPY est I'un des plus puissants
neuropeptides orexigenes connus. Il agit sur lerétende I'appétit et du gain de poids
favorisant ainsi I'obésité [121]. Administré au @au intracérébroventriculaire, il stimule la
prise alimentaire chez le rat rassasié [122], [12B24]. L'administration de NPY a les

mémes effets que celle de NA, stimulant préféréatreent la consommation de glucides chez
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le rats [125]. Par contre son administration p&fpjue a soit des effets inhibiteurs [126] soit
aucun effet [127] sur la prise alimentaire.

La sécrétion du NPY dans I'hypothalamus est régubdtamment par les facteurs

hormonaux : elle est inhibée par I'insuline etdptine et stimulée par les glucocorticoides. La
réponse hyperphagique a l'injection de NPY se fait I'intermédiaire de ses récepteurs
répartis dans I'hypothalamus mais aussi dans oseriaiganes et tissus (intestin) [128]. Six
différents récepteurs ont été identifiés [129], ilexformes Y1 et Y5 sont les plus impliqués

dans l'effet orexigéne.

Le systéme meélanocortine central hypothalamique: dlpha-mélanocyte stimulating
hormone (@-MSH)

Elle dérive de la proopiomelanocortine (POMC). Iliadistration intracérébroventriculaire
de 'a-MSH entraine une diminution de la prise alimertainez le rat [130]. d-MSH agit

par l'intermédiaire des récepteurs aux meélanocestirprincipalement MC3 et MC4. Ce
peptide interagit avec 'AgRP qui est un antagenishdogene du récepteur MC4 et a une
action orexigénique. L'injection centrale d’AgRPtraine une hyperphagie, une diminution
de la dépense énergétique et par conséquent ursitéolE31]: la-MSH est donc un
inhibiteur de la prise alimentaire.

Le contrdle de la prise alimentaire est aussi &@&noent lié aux taux de neuromédiateurs et a
leurs actions sur I'hypothalamus parmi euba: Noradrénaline (NA), la dopamine la

sérotonine.

Gestion des réserves en énergie a long terme: imhce des signaux d’adiposité :
exemple de la leptine et de 'insuline

L'insuline est une hormone polypeptidique forméerea élimination du peptide C par
hydrolyse, de deux chaines de 21 et 30 acides amie&ées par deux ponts disulfures
(Fig.9). Elle est sécrétée par les cellules B des Tletsahgerhans du pancréas et exerce un
effet hypoglycémiant. Elle fait partie du groupesdeeptides appelés IGF (insuline like
growth factors).

L’insuline est connue comme étant le premier sigrmamonal impliqué dans le contréle du
poids corporel par l'intermédiaire du SNC. Ellensiie la prise alimentaire. A long terme
l'insuline pourrait étre un signal de satiété aueau du SNC. La possibilité d’'une action
directe de l'insuline sur le cerveau a été déddés 1967 par Jean Mayer. Il postulait a cette

époque que les glucorécepteurs de I'hypothalamydigués dans le contrdle de la prise
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alimentaire étaient sensibles a I'insuline. Ceitpdthése était ensuite confirmée par Debons
[132], [133].

La leptine, c’est est une hormone peptidique liegpar les adipocytes. C’est un régulateur
essentiel de I'équilibre énergétique par ses astiommbinées sur l'appétit et la dépense
energétique [134]; [135];[136]. Un de ses roélesensisls est d’informer I'organisme,
particulierement le cerveau sur le niveau des vésdipidiques. La production de leptine est
stimulée in vitro par les glucocorticoides et lufise . Au niveau de I'hypothalamus, un
ensemble de neurones sensitifs a la leptine alétgifie comme étant le systéme de controle
homeéostasique dans la régulation de I'adipositiigtoids corporel [137, 138].

La leptine agit sur les centres cérébraux impligieiss le contréle de la prise alimentaire et
de I'équilibre énergétiqgue comme I'’hypothalamus tk@médian [139], [140], [141]. Elle
inhibe la prise alimentaire et le gain de poidszcleerat. Ainsi I'injection intrapéritonéale de
leptine modifie la sélection des macronutrimentszcke rat par une diminution significative
de lingestion des protéines alors que la priseiglque n’est modifiée que chez les rats
« gros mangeurs de glucides » [113] tandis queirgention dans le Bventricule n’entraine
gu’une diminution de l'ingestion protéique et ligde [18].

Les cibles centrales de la leptine et de linsulsent les neurones POMC/CART et
NPY/AgRP Les récepteurs de leptine et de I'insuBoat exprimés dans ces neurones [134,
142]. Ces deux facteurs circulants accédent ausonea du noyau arqué et inhibent l'activité
des neurones NPY/AgRP, notamment leur activitéoitice GABAergique sur les neurones
du PVN et sur les neurones POMC/CART du noyau acgugui a pour effet de diminuer la
prise alimentaire et d’augmenter la sensation tétégrig.10)

En effet le contr6le de la PA ne dépend pas que signal métabolique unique de faim ou de
satiété. Il serait modulé par de nombreux facteugsaboliques ou sensoriels périphériques
dont les plus évidents sont la distension gastrj§d8], [144], la chémosensibilité intestinale
[145], les récepteurs porte-hépatiques [146] etmésliateurs humoraux d’origine digestive
[147], [148],[149].

Ainsi la distension gastrique entraine un certaagréd de satiété grace a des informations
transmises au niveau central par lI'intermédiairenddf vague et/ou par voie humorale. Elle
déclenche la sécrétion de cholécystokinine (CCHK)agson tour entraine un effet de satiété
aussi bien au niveau périphérique que central. €Boaes informations convergent vers le
noyau du tractus solitaire (NTS), qui integre le®imations sensorielles provenant du tractus
gastro-intestinal. Ainsi les signaux induisant diété qui atteignent le NTS sont initiés par

les stimulations mécaniqueset chimiques de I'estomac et de l'intestin durant la digestion,
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les informations neuronales liées au métabolisme énergétique et sigmaux humoraux
telle que la CCK. Il a été montré que la leptinEimsuline améliorent I'effet satiétogéne de la
CCK. (fig11).

La CCK est une hormone digestive anorexigene pteduar les cellules entéroendocrines.
Elle est libérée dans le milieu interstitiel ena@pe au passage, dans la lumiere intestinale, de
certains nutriments tels que les acides gras aumebaine et des oligopeptides [150], [151],
[152]. L'action de la CCK est double. Elle réguleslfonctions locales et participe a
'adaptation de la mécanique digestive aux capaeibisorptives du tube digestif. Elle a aussi
une action physiologique sur I'appétit. La CCK adistirée en voie périphérique diminue la
PA de facon transitoire [153], [154], [155] et poope un syndrome comportemental de
satiété postprandiale. L'injection centrale de C@ikhinue également la prise alimentaire
[156], [157] et en méme temps augmente I'actiwi@gathique [158].

Il est & noter que le comportement alimentaireirgatencé, en plus des facteurs internes
(signaux métaboliques et neuronaux) par des facmuernes. Les publicités sur les aliments,
les facteurs sociaux tels que le statut socio-éoamee, les habitudes culturelles ont une
grande influence sur le comportement alimentairg@9].1 Ajouter a cela le style de vie
sédentaire entrainant une diminution de la dépénsgyétique et le mode de vie actuelle qui

est facteur de stress.
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2.2 Stress et comportement alimentaire

La réponse de I'organisme au stress est a la foledique et comportementale. La réponse
biologique met en jeu de nombreux paramétres (@aadculaire, métabolique,
immunologique et nerveux) et la réponse comportéaemst une adaptation a une situation

inattendue permettant a I'individu de se soustrair@ant que faire ce peut a I'agent stressant.

2.2.1 Le stress et ses effets sur la prise alimentaire

Le stress peut-il modifier la prise alimentaireghs quel sens ? dans quelles circonstances ?
et chez qui ?
2.2.1.1 Chez ’lhomme :

Plusieurs études ont montré que les effets dusst@sla prise alimentaire sont affectés par
certaines caractéristiques personnelles, en pheticpsychologiques. Mais les quelques
études publiées ne montrent pas d’effet cohérankasprise alimentaire lors de I'exposition
de volontaires a un stress, méme si ce stresstimsi modifications biologiques. Par
exemple, un stress sonore ne modifie pas de fagié@msatique la consommation alimentaire
des sujets chez qui des modifications des parame&imedio-vasculaires, respiratoires ou
hormonaux confirment I'existence du stress [16@htio [161] fait remarquer, avec justesse,
gu'’il semble bien difficile voire impossible de pamber, au moyen de stress expérimentaux
compatibles avec I'éthique, le contrdle physiolagicde la prise alimentaire chez 'lhomme.
Selon lui, ce que I'on appelle communément leresstde la vie courante » ne correspond en
fait qu'aux sollicitations quotidiennes de notrartémstasie physiologique ou psychologique
et n'est pas de nature a induire des dysrégulatibmentaires et énergétigues méme lorsque
ces sollicitations sont assez intenses pour indléise réponses adréno-sympathiques de
'organisme. Ceci semble vrai chez la plupart delssgen bonne santé mais peut cependant
étre remis en question chez des personnes qui,ddeenses raisons, peuvent présenter une
vulnérabilité particuliéere a ces mémes conditioasvié. C’est ici qu’intervient la notion de

« restriction alimentaire » qui se définit par wéeision délibérée de limiter la consommation
alimentaire, afin de contréler le poids corporefatiguée par de nombreuses personnes,

gu’elles soient obeses ou non.
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Il semble que I'habitude de restreindre leur com®@tion alimentaire pour contréler leur
poids rende effectivement les gens plus vulnéradtigdus susceptibles a répondre a un stress
par une augmentation de la prise alimentaire [162$s auteurs ont remarqué que
lapplication d'un stress au cours détudes expéntales (bruit intense, épreuve
psychologique, stress interpersonnel ou social)pas d’ influence stimulante sur la prise
alimentaire de personnes qui ne présentent pasestdaction alimentaire chronique. En
revanche, les individus qui montrent un niveau €lee restriction alimentaire chronique
mangent plus dans ces situations de stress. LeseraB choisis dans ces situations
d’hyperphagie induite par le stress sont des alimgralatables: au godt trés agréable,

souvent trés gras et sucré.

2.2.1.2 Chezlerat:

Des études chez les animaux de laboratoire sounes aonditions de stress, montrent que la
prise alimentaire est soit stimulée, soit inhidéenature du stimulus, son intensité et sa durée
déterminent la réponse observée. Par exemplentemient non douloureux de la queue de
rat le fait manger (le fameux « tail-pinch paradigjrméme si I'animal est rassasié [163]. Des
gue le stress est interrompu, 'animal compenseolassommation excessive induite par le
stress par une hypophagie correctrice. D’autreestyde stress, peu intenses et non
douloureux, induisent le méme comportement d’augatiem de la prise alimentaire chez
plusieurs especes animales. Si l'intensité du stess forte, alors la réponse de I'animal est
inverse : il cesse de manger. Cette hypophagieralenge méme aprés I'élimination du
stimulus agressif et peut entrainer une perte a¥smgnificatif [160]; [164]; [165]. En outre
I'effet du stress sur la prise alimentaire et dingke poids dépend aussi de I'heure a laquelle
le stress est appliqué [166].

Toutes les études précédentes concernaient larcomestion d’un aliment unique, qu’en est-il

lorsque les animaux ont le choix entre les 3 madraonents ?

2.2.2 Stress et choix alimentaire

Peu d’études se sont intéressées aux effets dis stwe la sélection en macronutriments. Les
réponses physiologiques et comportementales dssss@nt orchestrées par I'activation du
systeme CRF. C’est ainsi que certains auteurs xarhi@é les effets de I'infusion de CRF

[167] sur la prise alimentaire et les effets denjéction centrale ou périphérique de
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corticostérone sur le choix alimentaire des ratgjdction de 1 ug de CRF dans le ventricule
latéral de I'hypothalamus inhibe la prise lipidig@@ndis que la dose de 5ug inhibe a la fois
les prises lipidique et protéique sans affecterdegides [168]. Ces résultats confirment
linhibition de la prise alimentaire par le CRF Ilogpalamique et démontrent que cette
inhibition de la prise alimentaire totale résulte ld diminution de l'ingestion de certains
macronutriments. Ces auteurs concluent qu’il s’dgihimaux ayant une grande préférence
pour les lipides, et il serait intéressant d’étudies mémes effets sur des rats préférant les
glucides afin de séparer les effets de l'administina de CRF sur lingestion d'un
macronutriment spécifique de celle de I'alimentf@ré. Les glucocorticoides sécrétés apres le
stress, suite a l'activation de l'axe corticotropmfluencent aussi la sélection de
macronutriments. Les rats surrénalectomisés soamis régime en choix abolissent la prise
lipidique, réduisent la prise glucidique et augreent’ingestion protéique. L'injection des
récepteurs GR restaure les préférences en madroents [169]. De méme, Castonguay et
coll. [170] ont montré une réponse dose dépendaietel’injection de corticostérone
rétablissant la prise lipidique chez les rats swaigctomisés. Il existe une corrélation positive
entre le taux basal d’excrétion urinaire de cosiémne et la préeférence pour les lipides
[171].

Des modeles de stress aigu ont montré, chez I'dnima augmentation du taux de sérotonine
hypothalamique ainsi que de ses métabolites (5elxyilrdoleacetic acid (5-HIAA)) [172]
[164] [173]. L’hypothese selon laquelle les récepses-HT pourraient étre impliqués dans la
modulation de la prise alimentaire a été récemndéégnidue aux effets du stress ; puisque
selon Fdez-Espejo et coll. [174] l'injection desoates de 5-HT inverse les effets
comportementaux de certaines formes de stress. Obezrat, des traitements
pharmacologiques qui tendent & augmenter la dibpb@ide 5-HT ou a stimuler directement
les récepteurs 5-HT, diminuent la prise alimentatale, mais ceci est dU essentiellement a la
diminution de l'ingestion de glucides [175]. Palteairs une corrélation inverse entre le taux
de sérotonine et la prise glucidique a été obsgi/ég]. Cependant I'ingestion d’'un régime
riche en glucides et pauvre en protéines mobilissuline pancréatique [177], [178] ce qui
ameliore l'utilisation des acides aminés neutres|lea tissus périphériques aux dépens du
tryptophane. L’insuline augmente la quantité deptophane disponible qui traverse la
barriere hémato-méningée et facilite ainsi la sgs¢hde 5-HT [179] [178]. L'ingestion de
glucides potentialise alors directement la syntts®&-HT dans le cerveau et entraine ainsi

une inhibition de la prise glucidique [180].
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En relation avec ces données chez I'animal, dedestwcliniques ont mis en évidence
importance de 5-HT dans la prise alimentaire é@isigurs manipulations du systéme
sérotonergique chez I’homme entrainent des changemmearqués dans le comportement
alimentaire [181]. Ainsi Ericsson et coll. [182]nptomontré qu’un faible taux de 5-HT est

associé a une augmentation de la prise glucidibee kes femmes.
2.2.3 Mécanismes centraux impliqués dans le contrdle da prise alimentaire par le stress

Les mécanismes centraux impliqués dans l'inhibitilenla prise alimentaire et du gain de
poids par le stress ne sont pas trés bien élucés certains peptides et monoamines
semblent étre impliqués. Il est bien établi que tesnoamines [183] et le CRF [184]
influencent le comportement alimentaire et médiéed réponses physiologiques et
comportementales du stress [185]; [186]. Plusiétudes ont attribué I'anorexie induite par le
stress a l'activation du CRF et /ou du 5-HT. Cesromédiateurs sont élevés apres le stress
dans plusieurs régions du cerveau particulierernelés impliquées dans la régulation du
comportement alimentaire. L’administration intrad#oventriculaire de CRF produit des
comportements typiques de stress induisant la dgiprede I'appétit [187], [188]. L’anorexie
est aussi observée apres l'injection de CRF awanidel NPV et le traitement au préalable des
animaux avec les antagonistes du CRhélice CRF) ou des anticorps anti-CRF, bloque les
effets du stress et I'anorexie induite par le 54tifgérant que l'activation du 5-HT entraine
la sécrétion de CRF qui & son tour inhibe la paisaentaire.

Malgré I'implication de CRF et du 5-HT dans la rigion de la prise alimentaire chez les
rats stresses, des mécanismes spécifiques d’aetiatiinteraction possibles restent mal
élucidés.

Un mécanisme alternatif par lequel le stress pdusapprimer la prise alimentaire est
I'inhibition de la sécrétion de NPY par le CRF. NI@¥t un stimulateur potentiel de la prise
alimentaire quand il est injecté au niveau du NB¥ blocage de CRF par des antagonistes
dans le NPV produit des effets semblables a I'impacde NPY dans la méme région [123],
[189].

Stress ——* 5-TH/—> CRF /—> NPY\ —» PA\ — GP \

Par ailleurs la réactivité aux stimulations de Vieonnement et la sensibilité aux troubles

induits ou favorisés par le stress sont trés veegabelon les individus. Une partie de cette

46



variabilité est d’origine génétique, en interactawec les facteurs d’environnement. En effet,

les hormones corticostéroides libérées par lesdgkarsurrénales au cours du stress sont
impliquées dans de nombreuses régulations fonalm®) dans les métabolismes, le systeme
immunitaire et le systéme nerveux central. La \mlité fonctionnelle de I'axe corticotrope

est associée a divers dysfonctionnements métalesligunutritionnels telle que I'obésite.
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3 Stress et obésité

Les corticostéroides régulent de nombreuses fargtigales. Un dysfonctionnement de leur
régulation peut donc entrainer des désequilibrésegont basculer I'organisme vers un état
pathologique. Leur régulation dépend de beaucoupaleurs et varie d’un individu a l'autre,

et d’une souche ou d’'une lignée a l'autre chezifeh Cette variabilité peut étre influencée

par des facteurs environnementaux [190], [191] raassi génétiques [192], [193].

3.1Variabilité génétique de I'axe corticotrope

Il existe une importante variabilité inter-spéaifegmais aussi inter-individuelle de I'activité
et de la réactivité au stress. L'interaction erfiér&eurs environnementaux et prédispositions
géneétiques induit de fortes différences inter-irdlielles de variabilités aux maladies liées au
dysfonctionnement de I'axe corticotrope [34].

3.1.1 Chez 'homme :

Chez 'homme, la cortisolémie basale (mesurée lgnjnaarie d’un individu a 'autre mais est
stable chez un méme individu [194]. L'origine palfeé génétique de cette variabilité a été
montrée grace a des études faites sur différeategldés. La cortisolémie présente en effet
une plus faible variabilité au sein d’'une fratrig¢'antre individus sans lien de parenté. Ces
etudes familiales présentent toutefois des incolewendu fait de la non dissociation entre les
influences environnementales (milieu et niveau @e eulture, éducation...) et les facteurs
purement génétiques sur le phénotype étudié. Dedegtportant sur I'adoption ou la
comparaison de jumeaux monozygotes et dizygotesé®leensemble ou séparément
permettent de dissocier plus nettement les infleengénétigues des influences
environnementales sur la variabilité¢ de I'activiié I'axe corticotrope chez 'homme. La
cortisolémie montre une variabilité plus faiblerenumeaux monozygotes qu’entre jumeaux
dizygotes [195], [196].

Le cycle nycthéméral de sécrétion de cortisol vagalement d’un individu a un autre, sans

relation apparente avec le contexte psychosociaédéndividus [197].
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La variabilité interindividuelle de l'activité etlréactivité de I'axe corticotrope au stress est
en partie déterminée par des facteurs génétiqueslttomme. Cette variabilité sous-entend
des vulnérabilités différentes a certaines pathetodiées a I'axe corticotrope comme par
exemple I'obésité, la dépression et I'anorexie eese. L'étude de l'origine génétique de

cette variabilité peut étre simplifiée par I'utdison de modeéles animaux.

3.1.2 Chez l'animal

La variabilité des réponses neuroendocriniennesoetportementales au stress chez les
animaux est partiellement d’origine génétique.

La réponse au stress, bien que peu étudiée comumse oa conséquence de la domestication,
a certainement un impact considérable sur I'admptates animaux d’élevage [198]. En effet,
les poissons en élevage sont soumis d’'une parg andaipulations différentes, et d’autre part
a un confinement (densité d’élevage) bien supé&iaureux de leurs congénéres sauvages et
ceci peut avoir des conséquences négatives plusians importantes aussi bien sur la
croissance que sur la reproduction.

Les lignées de rongeurs de laboratoires sont diextse modeles d’études des bases
moléculaires de la variabilité de I'activité et lderéactivité de I'axe corticotrope au stress.
Ceci peut étre da a l'utilisation d'un grand nomhi&nimaux, a I’homogénéité des
populations, a la reproduction trés rapide et &atlité de manipulation. Les différences
mesurées entre souches en environnement constamtars d’origine génétique, et la
variabilité interindividuelle au sein d’'une mémeusbe peut étre attribuée a des influences
purement environnementales.

Les rats consanguins sont souvent utilisés potud&des variations génétiques de I'activité
et de la réactivitt de l'axe corticotrope au streBm effet, les concentrations de
corticostérones et d’ACTH mesurées en situatioralbasu en réponse au stress varient
fortement d’une souche de rats a l'autre [199]0]2(201]. Ainsi, des études comparatives
sur des souches consanguines de rats difféerentdsysaéactivité au stress ont été utilisées
afin de rechercher des mécanismes génétiques @¢oraidans le fonctionnement de leur axe
corticotrope [202]. Il existe une différence deatdaté et d’activité de I'axe corticotrope
entre les rats Brown Norway (BN) et les rats Fisqlt844) [203]. Comparée a la souche
F344, la souche BN sécrete moins de corticostépmmelant la phase obscure de rythme

circadien. Cette différence est associée a unérdiite de la densité des récepteurs MR au
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niveau de I'hippocampe et de la concentration piEme de transcortine entre ces deux
souches.

Il existe aussi une variabilité de I'axe corticqtedliée au sexe [204]. Il est bien établi que les
hormones sexuelles interagissent avec les neurateé@ds impliqués dans la dépression.

C’est ainsi qu’une déplétion des taux d’cestrog&hassociee a la dépression [205].

3.2 Axe corticotrope et physiopathologie de I'obésité

3.2.1 L’obésité

L'obésité est un état caractérisé par un excesagsargrasse, résultat d'un déséquilibre entre
l'apport calorique quotidien et les dépenses étigtgss. Cependant, de nombreux facteurs
peuvent renforcer ce déséquilibre, et favoriséélité ou du moins la prise de poids.

L'obésité est définie par undice de Masse Corporelle (IM@u Body Mass Index (BMI).
L'IMC est calculé en divisant le poids de la persopar le carré de sa taille (Kg / m2). Si cet
indice est supérieur ou égal a 30, l'individu estsidéré comme obese. Entre 25 et 30, on
parle de surpoids. A partir de 40 Kg / m2, on pattbésité morbide. C'est le seuil a partir
duquel on risque de voir apparaitre une morbidié€osdaire a différents types de

complications.

3.2.2 Epidémiologie

L'obésité est devenue la premiere maladie non tiefese de I'Histoire. C'est une véritable
épidémiequi frappe aussi bien les pays industrialisés gagphys en voie de développement.
L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) placaigltgment sa prévention et sa prise en
charge comme une priorité dans le domaine des lpgibe nutritionnelles.

- Sur 6 milliards d'individus, il y a plus d’'un ridrd d’adultes en surpoids et au moins 300
millions d’entre eux sont obeses.

- 50 % des américains sont en surpoids et 25 %liement obeses.

- On dénombre en France, selon I'enquéte ObEpi 28@Bsée auprés de 20000 foyers,
41.6% de personnes en surpoids (IMC>25) ce quiésgmte environ 19.8 millions
d’individus.

On observe dans les pays industrialisés, un gradmsial inverse de I'obésité, c’est a dire
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gue les populations de faible niveau socio-éconaegpnt plus touchées par le surpoids et
I'obésité que les classes aisées [206].

Ainsi I'obésité cause ou exacerbe de nombreuseadiesl non transmissibles tels que le
diabéte de type 2, des maladies cardiovascula?2@g|.[Le risque de mortalité augmente de

maniere exponentielle lorsque I'IMC dépasse 30.
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3.2.3 Les causes de I'obésité

Les causes de I'obésité sont multifactorielles paidias :

- les facteurs génétiquesils ont un role indéniable mais ne sont paséads responsables.

Un petit nombre de genes aurait un impact impoganta corpulence et le pourcentage ou la
distribution régionale de la masse grasse.

Les enfants en surpoids agés d'une dizaine d'amy@&es au moins un parent obése ont un
risque de 80 % de devenir obeses a I'age adulteecbd % de risque si les deux parents sont
maigres.

- les facteurs environnementaux et les modificationsomportementales la « malbouffe »
avec une alimentation trop riche en énergie. Lgsuladions occidentales ont tendance a
consommer moins de calories et moins de graissesajq les années 1960 alors qu'elles
grossissent régulierement. Cela s'explique parhamgement du style de vie qui devient de
plus en plus sédentaire.

- les facteurs endocrinologiques. une anomalie d’'un des systémes neuroendocriniens
(déreglements hormonaux) peut conduire a une dyktgn du comportement alimentaire,
du stockage et/ou de la dépense énergétique. @ glimentaire, le stockage et les dépenses
énergétiques sont en partie régulés par les cetémmides.

3.3Fonctionnement de I'axe corticotrope et obésité :

L’'importance des glucocorticoides dans le développd et le maintien de I'obésité ainsi que
la genése de ses complications métaboliques ebeaadculaires est maintenant bien connue.
Les glucocorticoides interviennent dans la régutatde I'équilibre énergétique. Non
seulement ils modulent les effets des neuropeptieteseux de certains signaux afférents au
SNC, tels que ceux de la leptine, mais ils inflericaussi directement le métabolisme
périphérique. Une altération de cet équilibre conuaes le cas des syndromes d’obésité lies
a des pathologies telle que l'insulino-résistanad-etie en cause un dysfonctionnement de

I'axe corticotrope ?
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3.3.1 ChezI'homme:

Le stress engendre des émotions négatives. Cealiresst généralement combattu a l'aide de
réponses spécifiques adaptées utilisant les compEtale chacun. Or, lorsque le probleme ne
peut étre résolu, I'organisme fait appel a des miéozes de défense non spécifiques, destinés
a diminuer l'anxiété et les émotions négativesa@elt se traduire par une augmentation de
la prise alimentaire surtout avec des alimentsguggtes a apporter du réconfort (aliments
palatables), d'ou une prise de poids, qui elle-mésgeie de générer du stress et c'est le départ
d'un véritable cercle viciewSur le plan physiopathologique, plusieurs étuddsrapporté

une hyperactivité de I'axe corticotrope associéel#sité viscérale chez ’'homme. Rosmond,
[208], et Wajchenberg, [209] ont montré une forssaxiation entre 'obésité abdominale et
I'hypercortisolémie dans le syndrome de Cushing.

Ainsi, aprés une stimulation de I'axe corticotrdpgection de CRF, stress), on observe une
augmentation plus élevée de la sécrétion de cbuiser les patients obeses comparés aux
sujets normaux ce qui démontre une plus grandesxathilité des obeses au stress. En outre la
gravité des anomalies métaboliques associées @ésltéb(hyperinsulinémie, hyperlipidémie)
est trés fortement corrélée au déréglement de l@icotrope [208]. L’hyperglycémie
induite par une hypercortisolémie serait par exenaplorigine de I'insulino-résistance notée
chez les patients obeses. En effet, I'existencez dlobese, de concentrations circulantes
normales de cortisol laisse envisager la pos@&bdianomalies du métabolisme local des
glucocorticoides, en particulier dans le tissu adip Un ensemble de données récentes a mis

en évidence, dans ce tissu, une surexpression H{hydroxystéroide déshydrogénase de

type 1 (1BHSD1), enzyme qui convertit la cortisone (inacef) cortisol (actif). Cette

surexpression engendre un hypercorticisme locd][21

3.3.2 Chez I'animal

Des modéles animaux obéses révélent des dysfonetiments de leur axe corticotrope. Chez
les souris mutante ob/ob ou knock-out (ko) du giméa leptine, une hypercorticostéronémie
et une obésité se manifestent, elles peuvent étrersibles aprés surrénalectomie [211],

[212]. Ce modéle monogénique de souris obése pgeésenoutre une sensibilité accrue a la
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corticostérone entrainant une hyperphagie, une rimgudinémie et une augmentation du
poids corporel [213]. Il a été prouvé qu’une sedance de stress suffit a provoquer une prise
de poids chez les animaux prédisposés a lI'obégié][ l'augmentation de la prise
alimentaire, cause de la prise de poids, contréuarmettre fin au stress ou éventuellement a
le prévenir [211].

Des expériences menées sur des rats Zucker (géerdtiat prédisposés a I'obésité) ont
révélé que la privation de nourriture provoquai¢ tmausse de corticostérone [215]. Chez ces
rats, trois heures de jelne suffisent pour provogaestress alors que chez les rats normaux
aucun effet n'a été observé méme aprés 48h de.j&imeffet les rats Zucker obéses sont
caractérisés par un taux plasmatique élevé decostéirone lié a une hyperactivité de leur axe
corticotrope [216], cette souche est caractérisg¢aipe surexpression de CRF en situation de
stress [217], [218].

La plupart des anomalies métaboliques présentes l@aphénotype obese du rat Zucker
(hyperphagie, hyperinsulinémie, hyperlipidémie)ts@wersibles aprés une surrénalectomie et
restaurées par une complémentation en corticog¢2d19], [211].

Ainsi certains modéles danimaux transgéniques igoeht [l'implication des

glucocorticoides dans I'expression des phénotyjmsedite. Le modéle de souris trangénique

surexprimant la IAHSD1 dans le tissu adipeux manifeste une obésitéraimale associée a

une augmentation du taux de corticostérone lo@46][ Cette surexpression de |aRHSD1

peut constituer une étiologie possible d'obésité relation avec l'axe corticotrope en
modifiant la biodisponibilité des corticostéroidess glucocorticoides ont un effet inhibiteur
direct sur I'axe corticotrope, mais les doses clywes (sur plusieurs jours) de ces stéroides
sur le cerveau sont globalement excitatrices. tlligressant de constater que I'absence de
glucocorticoides empéche tous les effets de I'infusentrale chronique de NPY chez le rat
normal [221]. En effet, 'augmentation de la priskmentaire et celle du poids corporel
consécutives a l'administration centrale de NPYsiaique les altérations hormono-
métaboliques observées sont absentes lorsque dstratirrénalectomisé et ne réapparaissent
gue lorsque les glucocorticoides sont administefdralement en méme temps que le NPY
[222]. Ceci permet de conclure que la présenceralentle glucocorticoides est nécessaire
pour permettre I'action du NPY dans l'induction d’siyndrome d’obésité.

Des doses élevées chroniques de glucocorticoidisseag) fonctionnellement selon trois

voies :
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-les glucocorticoides augmentent I'expression dé-@Bns le noyau central de 'amygdale
(zone du cerveau impliquée dans I'émotion).

-Les glucocorticoides entrainent 'augmentation aetsvités compulsives (ingestion accrue
de glucides, lipides)

-Les glucocorticoides favorisent la prise de patétablissement d’'un syndrome d’obésité
abdominale associé a l'insulino-résistance, pabiés d’'une action centrale induisant une
activation du systeme nerveux parasympath{gig12) [208]; [223], .

Dans cette perspective, il est intéressant de atamstjue, bien que ne s’accompagnant pas
toujours d’'un état d’hypercorticisme a I'état basabésité chez le rongeur présente souvent
une hypersécrétion de corticostérone en réponsa prise alimentaire. Ceci se refléte
d’ailleurs par une excrétion urinaire de corticost@ exagérée chez le rat génétiquement
obese par rapport a son témoin mince [224]. De, pdusonsommation d’un régime riche en
graisses chez I'animal normal, qui produit un spnue d’obésité et d’insulino-résistance,
s’accompagne également d'un excés de productiogiu®corticoides [75]. Ceci constitue
des éléments importants dans le constat de l'impoe d'un dysfonctionnement de l'axe
corticotrope dans les troubles métaboliques accgnapd I'obésité.

Chez I'animal d’expérience, les mesures phénotygsqoaractérisant le parametre étudié
(activité basale de I'axe corticotrope, réponsaaendocrinienne au stress etc..) peuvent étre
réalisées de maniere systématique sur des souahi@mées pures afin d’en sélectionner le
couple le plus divergent pour ce caractere. Etaugle constituera un excellent modele des
différences d’origine génétique de I'activité etldaéactivité de I'axe corticotrope au stress,

étudié dans la®partie de cette thése.
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TRAVAUX PERSONNELS

Il'y a 40 ans, le mot "stress" commencait & pei@ré connu. Maintenant, c'est une réalité
qui est considérée comme un probleme normal deelm@derne. Le stress est le lot quotidien
d'une majorité de personnes dans leur travail, maatteint également les enfants, les
adolescents et les personnes agées

Le stress est le résultat de ce que I'on ressephusuprofond de soi ou de ce qui se passe dans
notre environnement et vient perturber notre éopdgli L'organisme déploie alors différents
moyens pour le gérer afin de retrouver le calmé&égilibre. Ces moyens peuvent étre
biologiques et/ou comportementaux. Puisque lestespartie intégrante de notre quotidien,
la maniere dont nous mangeons quand nous somregeséstrpeut avoir des répercussions sur
notre alimentation et notre santé. Ainsi les étudemtrant les effets post stress sur le
comportement alimentaire sont contradictoires dudfane part de la complexité du terme
stress mais aussi de la difference de méthodolegiee les études. Des études chez les
animaux de laboratoire soumis a des conditiongrdess montrent que la prise alimentaire est
soit stimulée, soit inhibée. La plupart de ces &tuadnt utilisé I'aliment standard mixte sans
chercher a déterminer si la réponse comportemeatatress était due plus particulierement
a l'effet d'un des macronutriments présents damadéimient standard (proté€ines, lipides,
glucides).

Dans lapremiéere partie de notre travail, nous essayerons de détermiméiluénce du stress

sur le choix alimentaire, le gain de poids et sucihétique des hormones (corticostérone et
insuline).

L'impact des circonstances de stress sur I'actisé#érétoire des systémes neuroendocriniens
cérébraux impliqués dans la régulation de la bal@&mergétique est bien connu.

Par ailleurs I'activation de I'axe corticotrope @aduite d’'un stress entraine la libération des
glucocorticoides. L'importance des glucocorticoidass le développement et le maintien de

I'obésité est maintenant bien établie. Les gluctiomides modulent non seulement les effets

des neuropeptides et ceux de certains signauxeaféau SNC, tels que ceux de la leptine,

mais aussi influencent directement le métabolisgrgpérique. Plusieurs études ont montré

gue les syndromes d’obésité chez le rongeur somhalsés apres une surrénalectomie et
restaurés par une administration de glucocortiyidétestant ainsi que ces derniers sont
impliqués dans la réponse au stress et jouent kenimportant dans le développement de

l'obésité. La prévention de I'obésité augmente algoh importante aussi bien dans les pays
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développés que dans les pays en développementienddeés lors un véritable probleme de
santé publique. Cette prévention passe par unéenmeilcompréhension des causes mais aussi
des conséquences. Sur le plan physiopathologigsestdides ont montré une hyperactivité de
'axe corticotrope associée a l'obésité viscérdly. la réactivité aux stimulations de
'environnement et la sensibilité aux troubles imslpar le stress sont trés variables selon les
individus. Une partie de cette variabilité est djore génétique. En effet, I'analyse de la
variabilité génétique de l'activité et de la réaité de I'axe corticotrope permettra, d’une part,
de mettre en évidence les mécanismes responsablies compréhension des processus
physiopathologiques associés, en particulier nomriiels et meétaboliques d’autre part. Les
souches consanguines de rongeurs sont donc desesatdéressants pour cette recherche du
fait d’'une grande variabilité phénotypique entredees. En outre, I'existence, chez I'obese,
d'une concentration basale élevée de glucocorgsoidmet-elle en cause un
dysfonctionnement de I'axe corticotrope ?

Afin d’apporter une réponse a cette question, rexens mené dans ™ partie de ce
travail, une étude comparative sur le plan neuroerwien, nutritionnel et métabolique entre
deux souches de rats: Lou (souche résistante biésit@) et Fischer F344 (tendance a
'obésité).

Le processus de régulation et d’adaptation ausspas|’organisme implique, entre autre, les
facteurs nutritionnels. En effet, certains nutritsejouent un réle biologique spécifique en
intervenant dans la régulation des neuromédiaieysBqués dans le stress ; puisqu’il existe
un lien direct entre les apports nutritionnelsaebiosynthese de ces neuromédiateurs. Enfin
qéme

dans la et derniére partie de cette these nous nous sommes intéressés aes§uec

d’adaptation et de régulation du stress par ura@xde levure.
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Etude 1: Relation stress et comportement alimentaire : inflence

du stress sur le choix alimentaire.
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Le lien habituellement admis entre stress et pgdsse par une modification du
comportement alimentaire sous I'effet d’'une comi&i d’'une agression ou d’une restriction
qui sont des stress. L'effet du stress sur la [@liseentaire est cependant variable, engendrant
selon les sujets une réduction ou un accroissedeelat prise alimentaire.

Plusieurs travaux indiquent que le stress inhiljrike alimentaire et le gain de poids chez les
rats. Mais la question la plus importante est deoisasi certaines caracteéristiques
psychologiques ou physiologiques prédisposent lgetss a adopter une alimentation
malsaine. Exemple : le degré d’hypophagie induitlpastress dépend de I'état des réserves
de l'animal avant une situation stressante suggéaarsi qu’une restriction alimentaire
pouvait accroitre la prise alimentaire et par cqneét le gain de poids lors du stress [225]

La plupart de études mesurant les effets postsst@slia prise alimentaire et le gain de poids
se sont basées sur un régime standard mixte exdtupassibilité de savoir si le stress inhibe
tous les macronutriments ou bien si cette dimimutiésulte du refus d’'un macronutriment
spécifique présent dans l'aliment standard ? d’objdctif de cette partie qui a fait I'objet

d’un article soumis Appetite (voir Article 1 a la fin de la partie)

Résumé de l'article :

L'objectif de cette étude est de déterminer l'iefige du stress sur le gain de poids et sur la
prise alimentaire totale plus particulierement luchoix en macronutriments chez les rats
Wistar méles et femelles soumis a deux situatibmeeataires différentes :

Expérience 1: les rats recoivent I'alimentation a volonté (doj-

Expérience 2: les rats recoivent 2 repas par jouf (épas : 10h-11h ef 2epas : 15h-17h).
Apres deux semaines d’habituation au régime etyalednverse, la ligne de base pour
chaque macronutriment est établie. Les rats (ssufiloupes témoins) sont soumis a un stress
aigu de 15 minutes de nage pendant 3 jours confsdti sang est aussi prélevé a différents
intervalles afin de voir l'influence du stress dar cinétigue des hormones telles que la
corticostérone et l'insuline. Le gain de poidsattbnsommation alimentaire sont comparés
d’'une part aux valeurs basles et d’autre partlacees groupes témoins.

Les résultats montrent dans les deux expériences3qours consécutifs de stress entrainent
une diminution significative du gain de poids joairar chez les rats Wistar males et femelles.
En ce qui concerne la consommation alimentaireyraienodification de la prise alimentaire

totale des 24h n’a été observée. Par contre sixamiee la prise alimentaire a différents
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intervalles de temps (toutes les 3 heures pendamihbse nocturne), on constate, dans
I'expérience 1 que la réduction de la prise alimentaire a lieulament au cours des trois
premieres heures apres le stress. Chez les gradmems aucune modification n'a été notée.
Chez les rats males, la diminution de la prise etitaire observée pendant les trois premiéres
heures concerne tous les trois macronutrimentstéimes, lipides et glucides sont réduits de
40%, 39.8% et 29.2% respectivement ; alors que ld@sefemelles seule I'ingestion lipidique
est significativement réduite.

Dans lexpérience2, la diminution de la prise alimentaire affectelsment la I période
alimentaire. Elle concerne comme dans I'expériehcées trois macronutriments chez les
males tandis que seules les consommations de meetét lipides sont réduites chez les
femelles. Un rebond hyperphagique est constaté lesefemelles six heures apres le stress
dans I'expérience 1 et durant la seconde périodeeataire donnée 5 heures apres le stress

dans I'expérience 2 ; di essentiellement a I'audatiem de la prise lipidique.

En ce qui concerne les profils hormonaux, le steessaine, chez les males aussi bien chez les
femelles, une augmentation de la corticostéronéaiie,redevient normale 3 heures apres.
Alors que pour I'insulinémie on observe l'inversest a dire une diminution et un retour a la

valeur basale 3 heures apreés le stress.

Conclusion de I'étude

Nous avons montré a partir de nos deux protocolpéramentaux qu’un stress aigu (15 min
de nage par jour pendant 3 jours consecutifs) gp@len début de nuit, juste avant la phase
active entraine une diminution du gain de poidsralier chez les rats Wistar males et
femelles. La prise alimentaire quotidienne n’est paodifiée, par contre les prises
alimentaires examinées a différents intervallesed®ps durant la phase nocturne révélent une
dépression de la prise alimentaire durant les Bigmres heures apres le stress (expérience 1)
et durant le ¥ épisode alimentaire (expérience 2) aussi bien ¢d®zanales que chez les
femelles.

Chez les males, cette diminution de prise alimeat@incerne les trois macronutriments aussi
bien dans I'expérience 1 que dans I'expérienceoBsajue chez les femelles, seule la prise
lipidique est significativement réduite (expérierige les prises lipidique et protéique sont
diminuées dans I'expérience 2. Un rebond hypergjegest constaté chez les femelles 5 a 6
heures apres le stress et cela ne concerne quésdalipidique. Le stress induit aussi une

modification des taux plasmatiques circulants déicmstérone et d’insulinémie.
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Ces résultats démontrent que la modification duxchmentaire en réponse au stress est
différente selon les rats méles ou femelles. llmalérent aussi que les stress induit, en plus
d’'un effet quantitatif, des effets qualitatifs saprise alimentaire.

L’hypothése de Linnie et al.[226] selon laquelle tats en restriction alimentaire mangeraient
plus et par conséquent grossiraient a la suite stass n’'a pas été observée dans I'expérience
2. Dans nos deux protocoles expérimentaux, lessesntrainé une diminution du gain de
poids journalier. Vraisemblablement di au choixl@lesouche Wistar, puisqu’il existe une

variabilité génétique de la réponse au stress.
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Acute stress modifies food choice in Wistar male ahfemale rats.
Abdoulaye DIANE, M.VICTORIANO, G. Fromentin, D.TOME and C.LARUE-
ACHAGIOTIS

3 Abstract

The present study investigates the effects of astress (15-min of swimming/day for 3
consecutive days) applied at the onset of the plagse, just before the usual feeding time, on
energy intake and more specifically on macronutrsgiection, in male and female Wistar

rats. The influence of stress regarding corticasterand insulin kinetics was also examined.

In the two experiments (1: food ad lib and 2: tweding periods/day), three consecutive days
of stress reduced daily body weight gain for batkes.

In the first experiment, the reduction in energy intake only occurred migirihe first three
hours after stress. In males, the 3-h decrease nergg intake affected the three
macronutrients, while in females, only the fat kaawas decreased. Ithe second
experiment, the stress only affected intake during the fiestding period. Protein, fat and
CHO intakes were reduced in males, while in femalay the protein and fat intakes were
decreased. Unlike males, an increase in fat ingestas observed in females; this occurred 6
hours after stress in experiment 1, and duringsdw®nd feeding period 5 hours after stress in
experiment 2. Stress raised plasma corticosterewvedd in both sexes, while plasma insulin
levels were decreased.

These results demonstrate that the response &s stiffered in males and females regarding
macronutrient selection. Moreover, stress inducedamly a quantitative effect on energy

intake but also a qualitative one.

Key words: stress, macronutrient selection, energy intakey lweeight gain,corticosterone,

insulin.

63



INTRODUCTION:

Stress has been described as a state charactbgizadset of nonspecific responses of the
organism to factors that tend to alter an exiséeputilibrum. Many investigators have shown
that stress suppresses energy intake and body wgaghin rats (Kenett, Chaouloff, Marcou
& Curzon, 1986; Krahn, Gosnell & Majchrzak, 199The inhibition of energy intake and
weight loss in rats exposed to stress is well éstaal, although specific feeding effects may
be modulated by the degree of stress imposed, utaion and frequency of exposure, and
the time of day when stress is applied (Krahn, @bsta Majchrzak, 1990; Marti, Marti &
Armario, 1994; Rybkin et al., 1997). The centralchmnisms involved in the stress-induced
inhibition of energy intake have not been fully ®@tlated, but certain peptides and
neurotransmitters are thought to be involved in réEponse. It is generally accepted that
corticotropin-releasing factor (CRF) is responsibfer initiating and coordinating
neurological, behavioural, endocrine and immunaalgiresponses to stress (Koob et al.,
1993; Dunn & Berridge, 1990]. CRF levels are eledan response to stress in many brain
areas, including those involved in the regulatidnfeeding behaviour (Makino, Smith &
Gold, 1995; Shimizu, Take, Hori & Oomura, 1992). eThintracerebroventricular
administration of CRF inhibits energy intake, prolyaby reducing expression of the
orexigenic protein neuropeptide Y (NPY) in the hyadamus (Heirichs et al, 1993). NPY is
a potent stimulator of energy intake when injectea the intracerebroventricular route
(Stanley, Kyrkouli, Lampert & Leibowitz, 1986).

Under conditions of stress, stimulation of the CRyStem results in activation of the
sympathetic nervous system and the hypothalamigtgiy-adrenal (HPA) axis, and a
disruption of feeding behaviour. Koob et al., 39%oob et al., 1993; Owens & Nemrroff,

1991) and Dallman et al. (Dallman et al., 1995) gasted that the balance between
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corticosterone and insulin is a primary determinainénergy intake and nutrient utilization
because the two hormones have opposite effectseatinig, when administered centrally.
More extreme stressors inhibit food intake, but #ffect of stress on energy intake has
produced discrepant results. The majority of stigdeamining the effects of stress on energy
intake involved the use of adult male rats whichnta@ned a normal body weight, except for
the Wang study which used females (Wang, 2002). é¥ew some data have indicated that
the degree of hypophagia induced by stress is digpé¢mpon the energy balance status of the
animal at the time of exposure to stress (Harrad.eR000). All these studies were carried out
using standard laboratory chow diets, which thuslugled the opportunity to determine
whether stress inhibited the appetite for all ruits or whether the decline in energy intake
resulted specifically from the avoidance of a sfieanacronutrient present in a standard diet.
Moreover, most of these studies measured the sftécttress on 24-h energy intake, and did
not take account of the periodicity of the rat'®&gy intake. Rodents are nocturnal animals,
and most of their physical and feeding activitiesuws during the dark cycle.

The aim of the present study was therefore to tiy&te the effects of stress applied at the
beginning of the nocturnal phase on the self-seleaf macronutrients measured every 3-h

during the night, and on corticosterone and institiie course.

Material and methods

Animals

Eighty male and female, ten-week old, adult Wistas were studied (DEPRE, St Doulchard,
France) [males: n=40, (221-226 g body weight); fiesian=40, (151-154 g body weight)].
They were housed individually in stainless steglesain a temperature-regulated room £22
2°C) with a 12:12h light-dark reverse cycle (liglof§ at 10:00 am). Water was available ad

libitum in their cages. The rats were provided wieparate sources of the three
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macronutrients: protein, fat and carbohydrate. Erpents were performed in accordance
with the principles and guidelines of the Frenchisliry of Agriculture concerning animal
welfare.

The study was divided into three experimerigperiment 1: the experimental group: 10
males and 10 females, and the control group: 1@snahd 10 females, received food ad
libitum. Experiment 2: the experimental group: 10 males and 10 femaled,tlae control
group: 10 males and 10 females, were fed duringpevands each day (first feeding period of
1h, from 10:00 am to 11:00 am, and second feedanpg of 2h, from 3 :00 pm to 5:00 pm.
Experiment 2 was performed in order to examineeffect of stress during a shorter period of
time (one hour) (Larue, 1978). Moreover, this fegdparadigm induced a permanent lower
body weight which could be considered as an indicaf chronic stress. The aim was to
determine whether these food-restricted rats woniddease their energy intake and gain
weight following the stress. It is well known thhe effect of stress on energy intake is
dependant upon the size of body energy stores hwindzild imply that the response to stress

is regulated to prevent excessive tissue catabdgliemnie, McCarty & Keesey, 1995).

2- Self-selection diet:

The self-selection diet was composed of separateces of the three pure macronutrients.
The protein component (metabolizable energy 3.9d&cavas composed of 90.27% total milk
proteins. The fat component (7.6 kcal/g) contai@6eb lard and 54.27% soybean oil, while
the carbohydrate component (3.7 kcal/g) consigte80.27% pregelatinized cornstarch and
10% commercial sucrose. Each macronutrient dietsugplement with 5% alpha-cellulose,
1% vitamins, 3.5% salt mixture and 0.23% cholin@ariate. The protein and carbohydrate
diets were available in a powdered form while thediet was in a paste form. All diets were

prepared in the laboratory and made up using time sagredients.
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3- Procedure

In the stainless steel cages, the three diets placed in separate food cups anchored to three
of the four sides of the cage. The positioningaafd cups was modified randomly in order to
avoid diet selection due to position preferencefterAtwo weeks of adaptation to the self-
selection diet, body weight was recorded everyatdy0:00 am at the end of diurnal period, at
the time of food cup refilling. Food intakes weeeorded duringxperiment 1at 10:00 am,
1:00 pm, 4:00 pm, 7:00 pm and duriegperiment 2, after each feeding period, in order to
establish a baseline intake for each macronutrieim. intake was measured by subtracting
the amount of food uneaten from the fixed amourdvigled to the rat. During each
experiment and for each sex, the rats were dividedtwo groups, the experimental group
being exposed to stress consisting of 15-min ofrsning in water (37°C) each day at the
onset of the dark cycle for three consecutive dayessl, stress2, stress3), while rats in the

control group remained in their cages without faod water.

Experiment 3:

At the end of these two experiments, and after 4¢s df identical feeding schedules, the
same rats (20 males and 20 females from experihe@0 males and 20 females from
experiment 2) were anaesthetized with a ketamitegkye mixture (0.2 ml/100g body

weight) for catheter implantation. The catheter waerted in the right lateral jugular vein for
blood sampling. It was then tunnelled subcutangossl that it could be externalized and
fixed to the skull using dental cement. One wedkragurgery, blood samples (0.3 ml) were
collected from the jugular catheter vein into EDTIPRASYLOL-coated tubes at various time
points: 9:45 am was the baseline, and then strassapplied at 10:00 am (except in control
groups). Thereafter, blood samples were collecte@m@ous time points (10:15 am, 11:00 am

and 1:00 pm) with food being available accordinghe two feeding protocols. The blood
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samples were centrifuged and then the plasma wapeoted and stored at -20 °C until
hormone assays. Considering the time allowed befgperiment 3, it was hypothesized that
there was no habituation to stress under theseateoml(Harris et al., 2004).

Plasma insulin concentrations were determined usihopsulin RIA kit produced by Diasorin
Insik (Antony, France). Plasma corticosterone cotre¢éions were determined using rat
corticosterone RIA kit (MP Biomedicals, NY, USA).

4
5 Statistical analysis

Values are presented as means + standard err@ V(S Differences in energy intake and

body weight gain between control and stressed grdop each sex were tested using
Student’s t-test. Energy intake and body weighh gailues were also compared with baseline
and analyzed using two-way analysis of variance @QMA), with stress and sex as the main
factors. ANOVA for repeated measures was performedotal and separate macronutrient
intakes during the experimental periods. When §igant differences were detected, post-hoc
comparisons of means were performed using the Ttdsty Statistical significance was set at

p<0.05.

RESULTS:
Experiment 1
Body weight gain (Table 1):

At the end of baseline period, the body weight @flenrats was 301.8 £ 5.0 g, while in
females it was 173.6 + 3.0 g. After three days afta stress (15 min per day), daily body
weight gains were significantly decreased in batkes when compared to their own baseline

and to control groups.

Energy intake (Table 2)
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During the baseline period, male control rats iteg91.2 kcal daily and male stressed rats
ingested on average 95.7 kcal/day, made up of48.6% protein, 29.8 + 18.7% fat and 20.8
+ 6.2% CHO. In females, the control group ingesi®® kcal daily and stressed group rats
ingested 51.2 kcal/day, consisting of 24.6 + 2.5%ten, 69.0 = 3.6% fat and 6.4 + 2.2%
CHO. During the baseline period, both groups (adrdnd stress) displayed identical energy
intakes, irrespective of sex. However, there wasgaificant effect of sex on total energy
intake (p<0.001): males ingested more calories tesnales, although when energy was
expressed in kcal/100 g body weight, the valueevganilar: males= 32.7 + 1/&al/100 g
and females= 30.6 + 2.2 kcal/100 g body weight Qp& ns). As for baseline macronutrient
intakes (expressed as percentages), males ingestedCHO and protein than females while
the opposite was observed with respect to fat emtdkese differences persisted even when
the energy was expressed in kcal/100 g body weNbtsignificant differences in energy
intakes were observed during the baseline peridivdsn the two groups (control and
experimental for males and females), so that aftesss, intakes were compared to their own
baseline and to the control groups.

The total 24-h energy intake was not modified lnesst applied at the beginning of the
nocturnal period, whatever the sex. Energy intakasured at intervals during the dark cycle
in both sexes showed that 15 min of stress indacsignificant decrease in the total energy
intake (Protein + Fat + CHO), but only during tivstf3-h after the stress (44% in males and
29.5% in females; p<0.01). During subsequent psriad significant differences were found
regarding total energy intake, except in femalesvben 9-24-h. Table 2). In males the
stressed group ate less than control animals duhiedirst 3-h, and this reduction mainly
affected protein ( 40%) and fat (38%) intakes (p&). Moreover, the reduction in fat
ingestion varied considerably from one rat to aenthn the experimental group, a very

significant effect of stress was observed in senats (total group = 10) who preferentially
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ingested fat (i.e. more than 35% calories in thienfof fat); fat intake was reduced by 40% on
day 1 and by 68% on days 2 and 3 (p<0.05). In therahree rats, fat ingestion was low
(average/day= 7.6 £ 3.7 kcal) and was not affebtedtress. On day 1, CHO intake was not
significantly reduced (29%) due to a marked intefhridual differences, but on days 2 and 3,
these reductions attained statistical significaifig .1).

In females energy intake was not significantly decreasednduthe first day of stress when
compared to baselin@able 2). But on the second day, stressed rats significartiuced
their energy intake during the first 3-h comparedbtseline and the control group, this
reduction mainly concerning the fat intake (p<0))(uring the two recovery days, rats
failed to return to their baseline fat intake. Bmotintake was not modified while the CHO
intake, already low, was reduced by 11.4% althotlgh difference was not statistically
significant. But unlike what we observed in mal#se energy intake was significantly
enhanced during subsequent hours (9-24-h) aftestthes period in female$dble 2). This

increase was limited to fat intake which persistadng the recovery period (30%Fi§ 2).

Hormone profiles:

The resting level of corticosterone was 1.3-folghar in female rats than in male rats. In
response to stress, plasma corticosterone values @levated in both sexes. The plasma
corticosterone peak was reached immediately aftesssin females, while it appeared later in
males (1 hour after stress). In control groupsticmsteronemia remained unchanged. Unlike
plasma corticosterone, plasma insulin were sigmifily reduced in both sexes, an effect

which was sustained until three hours after thesstin female rat$-{gs 5 and §.

Experiment 2:
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Body weight gain (Table 1):

At the end of the habituation period, the body Weigf male rats was 244.7 + 8.2 g, while in
females it was 175.0 £ 2.2 g. After three days wéss, daily body weight gain was
significantly reduced in both sexes, while in cohigroups the body weight gain was not
significantly modified. When compared with baselwvedues or controls, stress for 15 min
induced a significant reduction in daily body wdiglain. This reduction in body weight gain

disappeared during the recovery period in bothsexe

Energy intake: (Table 2)

Energy intake was measured after each feeding chefibe baseline 24-h intakeS{#2™
feeding periods) was identical. In control malesrat55.6 + 7.4 kcal; stress=50.4 + 5.7 kcal
and in control female rats = 43.3 = 2.5 kcal. Inlesathefirst feeding period represented
39.2% of the total energy intake, consisting 0628 protein, 26.2% fat and 45.2% CHO, and
the second feeding period 60.8% (P=30.2%, fat=26Q2PKD=43.6%), while in females these
values were 44% (P=16.9%, fat=74.6%, CHO=8.5%), &6 (P=28.3%, fat=64.3%,
CHO=7.4%). When energy intake was expressed in1@ad body weight, the two groups
ingested identical quantities: males = 20.3 + 8l land females = 24.9 + 1.4 kcal (p= 0.8,
ns). There was a significant effect of sex on fad £&HO intakes. Similar to experiment 1,
male rats ingested more CHO than females whilegp®site was found for fat intake. When
compared to the baseline period, stress only irdl@csignificant energy intake reduction
during the first feeding period in both sexes (840.

In males, after stress, a 53% reduction in energy intake atserved during the first feeding
period on the first day. Almost identical reduogoon the second and third days after stress
(about 30%), related to significant decreases iotgm (52.7%), and CHO (30%), were
observed. Fat intake was reduced by 39.6%, but dlifsrence did not attain statistical
significance: in fact, as during experiment 1, ¢herere marked inter-individual variations, a

significant reduction in fat intake (37.8%; p<0.@®ing observed in rats which preferentially
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ingested fat (n=7), while the others (n=3) ingestadaverage, 0.76 = 0.1 kcal as fat during
the first baseline feeding periolig. 3).

In females, a reduction in total energy intake was only obsérdering the first feeding
period after stressTéble 2). The reduction was significant on days 1 (42%J an37%) of
stress. This reduction significantly affected thetgin and fat intakes (34% and 38%), while
the CHO intake was not significantly reduced (17.2%g. 4). As during experiment 1,
energy intake during the second feeding period dbr$ after stress) was slightly but not
significantly increased. This increment was morek®ad on day 1 (22%) and reached about

15% on the second and third days of stress, maifdgting fat intake (26%).

Hormone profiles:

In both sexes, stress induced a significant elematf plasma corticosterone. However, this
increase was significantly higher in females thammiales. As for insulinemia, both males
and females significantly increased their insuéiwels after stress. These values returned to

baseline 180 min after stre$sds. 7 and §.

Discussion:

This work once more clearly demonstrated a diffeeem food selection between male and
female rats in response to stress. At the same ragke rats ingested more protein and
carbohydrate than females while the opposite wagmkd with respect to fat intake. These
results agree with those found by Jean et al. (@eah, 2002). This study also revealed not
only a quantitative effect of stress on food intéke also a qualitative one. Moreover, food
choice was not modified in the same way in malesfamales. There was no clear difference

in the effect of stress between experiments 1 aad Bgards body weigh gain and energy
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intake reductions. Thus the hypothesis that ratsxperiment 2, already stressed by chronic
food restriction, would ingest more and gain bodyght (Lennie, McCarty & Keesey, 1995),
was not confirmed by the present study.

This stress model caused a temporary suppressiemenfly intake and a significant reduction
in body weight gain. Body weight responses durhmgtivo experiments were similar to those
observed in young rats that had been stressed bhyolitization for 3 hours on three
consecutive days (Harris et al., 1998). The toflahZnergy intake was not modified, despite
the reduction in body weight gain. This suggestd the mechanisms responsible for this
reduction in stressed rats are not solely depermeiat reduction in energy intake. Under the
two experimental conditions, the reduction in egergake occurred during the first hours
after stress, whatever the sex. These resultsoasgstent with those reported by Krahn et al.
(Krahn et al., 1986) and Rybkin et al. (Rybkin &t 4997), who showed that the energy
intake depression of rats exposed to stress artef the light period only occurred during
the first 2h of the dark cycle.

During the two experiments, our results show that two groups of rats did not respond
identically in terms of reductions in macronutriémtiake after stress. Furthermore, within the
same experiment, the two sexes responded diffgreBibith groups of rats (males and
females) reduced their energy intake during thet 8rh after stress, but in females a rebound
of fat ingestion was observed, probably to compeng$ar the hypophagia immediately
following stressIn male rats, the reduction in intakes concerned the three omatrients,
while in femalesonly the protein and fat intakes were reduceds Tdst finding was in close
agreement with that of Wang (Wang, 2002) who didatserve any reduction in CHO intake
in female rats after an acute stress.

In the present study, carbohydrate intake was dessitive to the effect of stress, perhaps

because of the very low intake of this nutrientamales. Together with this low CHO intake,
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there was a high consumption of protein in thisugroThe ingestion of food with a high
protein content enhances the peripheral tissueofissmino acids with the exception of
tryptophan; the amount of tryptophan available tfansport across the blood brain barrier
thus increases and facilitates 5-HT synthesis (@wuet al., 1991; Brewerton, 1995). As a
result of this mechanism, protein ingestion direpibtentiates 5-HT synthesis and CRF in the
brain and may explain the inhibition of energy k&&a Modulations of neurotransmitter
concentrations during stress have been extensinegstigated. Both CRF and 5-HT inhibit
energy intake when infused centrally (Spina et196; Leibowitz et al., 1993). It has also
been observed that ICV CRF reduces hoarding betnawianale rats by achieving a negative
balance, influencing the set-point for body weighgulation (Cabanac&Richard, 1994).
Moreover, it has been also demonstrated that tthection in energy intake that immediately
follows a stress period can partially be prevertigdhe CRF receptor antagondsthelical
CRF (Krahn et al., 1986). Activation of the CRFteys by stress also results in increased
peripheral corticosterone levels (Koob et al., 7998 the present study, measurements of
plasma corticosterone levels at different timesrafte stress endorsed this role. During our
experiments, stress was applied at the onset afateperiod. It is well known that in normal
rats fed ad-lib, peak circulating corticosteroneele are attained at the beginning of the dark
phase, declining slowly thereafter (Marissal-Ariyak, ). Thus the high corticosterone values
measured during the two experiments were relatedstoess effect.

In females, plasma corticosterone levels were &evenmediately after stress and returned
to baseline three hours later, which was consistétht previous reports [(Harris et al., 2004;
Armario et al., 1985; Natelson et al., 1987). Tiféecknt peak corticosterone values in male
and female rats after stress were probably dueet@teater vulnerability to stress of females,
reported by numerous studies (Haleem, Kennett &s@ur 1988; Kant et al., 1983;

Yoshimura et al., 2003), and to a difference in Bexmones (principally estradiol which
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influences the hypothalamic-pituitary axis (HPAp&tion (Norman et al., 1992; Xiao et al.,
1994). In normal rats, plasma insulin levels aftéeeding episode are high (Strubbe, Steffens
& Ruiter, 1997); thus, the lower plasma insulindsvobserved in rats after stress [consistent
with previously published results; (Michel et &005)], could be explained by the balance of
these two hormones as a primary determinant ofggnertake and nutrient utilization.
Insulin release is probably inhibited by the diraction of corticosterone on pancreatic beta
cells promoting non-insulin-dependent nutrient izdiion, but the mechanism remains
unclear, and further experiments are necessargribrm this hypothesis. However, the two
hormones exert opposite effects on feeding whenirastrated centrally, and on nutrient
partitioning in the periphery (Dallman et al., 199%he anabolic effect of insulin was altered
by the high serum corticosterone levels inducedtbgss. In addition to promoting the release
of corticosterone, stress, and its activation of tHPA axis, promotes the release of
inflammatory cytokines (Zhou et al., 1996) and aocth (Armario, Gavalda & Marti, 1995)
and suppresses the release of growth hormone (Mla@avalda, 1993), all of which have
also been shown to influence feeding and body weajgim. Therefore, the effects of stress on
energy balance and body weight gain probably ireointeractions between numerous

systems.
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Tables and Figures

Experiment 1 Base (g) Stress ()
Stress 5.6+0.3 28+04
Males *
Control 48+0.5 52+0.8
Stress 2.2+0.8 09+0.72
Females *
Control 26+04 28+04
Experiment 2
Stress 33+08 1.1+058
Males *
Control 2.6 +0.6 3.1+0.5
Stress 1.2 + 0.1a 05+ O.f
Females *
Control 1.3+04 1.4+05

Table 1 Effect of stress on body weight gain in male &dale rats in the two experiments.

Data are expressed in means + SEM. Superscripty @ithin the same line, indicate
difference in body weight gain when compared to tihseline period (p<0.01¥. indicates

difference between stressed and control rats.
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A- Experiment 1

Males ad lib
Kcal Base Stressl Stress?2 Stress3 Post-Stress
Stress 25.4+8% 175+423 136+473 11.7+57 178+58
oo control 236+34 218+15 183+11 191+18 18k%x
Stress 23.9+57 256+6.1 253x7.1 247+85 214%
>-on Control 204+29 223+31 188+25 233+x13 182%
Stress 19.7+49 17152 159+52 178+57 2083
o-n Control 16.2+2.7 182+34 196+25 16.9+3.6 1942
Stress 26.7+41 345+6.3 314+96 299+7.3 29BF
o240 Control 31.1+6.4 354+45 328+36 264+51 353%
Stress 95.7+9.0 946+11.7 86.2+10.6 84.2+11.6 8912.6
Total 24h
Control 91.2+119 97.7+64 89.6+52 885+51 91%&
Females ad lib
Stress 149+18 88+13° 75+18 98x07 11.6+123"

0-3h * * *

control 16.7+£2.6 18.7+22 154+21 165+24 154+16

Stress 129+16 132+1.4 160%1.2 102+1002+1.2
>on Control  142+19 11.1+22 142+13 132+2253+27

Stress 96+14 109+07 104+20 128+1201%16
oo Control  125+23 133+15 125+31 158+2.342+18

Stress 156+1.8 154+1.4 264+148 21.1+18 221+18
S-24n Control ~ 165+1.8 162+24 194+17 17.2+2865+2.4

Stress 53.0+4.3 523+26 604+31 53.7+254.0+2.4
Total 24h

Control  59.9+5.8 59.3+35 61.5+47 62.7+5%51.3+3.9

Table 2 : Energy intake measured at several time pointhate and female rats. Data are
means + SEM. Superscripts (a-b) within the same, lindicate difference in energy intake

when compared to the baseline period (p<0.81)ndicates difference between stress and

control during the same period.
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Energy intake (0-3h)

Kcal @ base
20 - o s1
o s2
18 - O S3
0O PostS
16 -
14 -
- a Stress
12 T a Stress
10 - iﬁ a b
T T T s
s b b tress
b a
T+ P T _¢_
6 T T
T b b ab f"[_b
b
47 ;I.T T b
T
> J T
(@] T T 1
Prot Fat CHO

Fig. 1 : Males’ macronutrient intakes during the 3 finsiurs after stress . Data are means +
SEM. Bars labelled with different letters withinetrsame macronutrient are statistically
different (p<0.01)

Energy intake (0-3h)

Kcal @base
20 - oSl
£ls?2
18 - [s3
16 - EpostS
14 4
Stress
12 4
10 -
8 4 Stress
Stress
ns
|l|__'__|_'__l_"__l—'4=|
Prot Fat CHO

Fig. 2 : Females’ macronutrient intakes after stressal@ae means + SEM. Bars labelled

with different letters within the same macronuttiare statistically different (p<0.01).
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B- EXPERIMENT 2

Males
Kcal Base Stress1 Stress2 Stress3 Post-Stress

Stress  191+1.8 88423 121+1.4 129+18 191+3.8
1% feeding period * * *

Control 222+41 245+38 21.1+12 235+26 21.4+0.9

Stress 31.3+42 331+57 328+4.1 342+45 33D2x
2" feeding period

Control 335+35 302+34 321+1.2 314+36 2872Z%

Stress 504+57 419+79 449+55 471+58 5244
Total * *

Control 556+7.4 548+43 532+41 549+45 50.1+34
Females

Stress 18.8+1% 10.9+1.3 11.8+185 159+1.% 230+1.8
1° feeding period * . *

Control 21.1+1.3 248+21 23.8+18 254+39 239+5.2

Stress  245+18 315+2% 204+1.8 276+2% 233+1.8
2" feeding period *

Control 259+58 233+23 222+6.1 23.0+x4.3 24829

Stress 43.3+25 425+24 413+20 435+25 461B%*
Total

Control 47.1+6.1 481+38 46.1+6.3 484+6.6 48&2%

Table 3 Total energy intake in male and female rats dytime first and second feeding

periods. Superscripts (a-b) within the same lindjdate a difference in energy intake when

compared to the baseline period (p<0.@1ndicates difference between stressed and control

rats during the same period.
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Energy intake (1st feeding period)

20 - mE Baseline
Kcal Osi
18 4 OS2
O S3
16 - O PostS
14 4

Stress

12 4
10 1 Stress Stress a i a

ab T

8 4 a a a a b L
. —L —L b

b b b
4l b1 b b
2 4
0 - v y

Prot Fat CHO

Fig. 3: Males’ macronutrient intakes during the firstdeng period. Data are means + SEM.
Bars labelled with different letters within the sammacronutrient are statistically different

(p<0.01).
Energy intake (1 ° feeding period)
kcal .
18 A c
I
16 ] stress
a
14 - a |
12 A -
10 - b b
8 T stress
6 - a stress
44 £ =
) B b
2 - |
0 r r i = I
Prot Fat CHO

Fig. 4 : Females’s macronutrient intakes during the fiegtding periods. Data are means *
SEM. Bars labelled with different letters withinettsame macronutrient, are statistically
different (p<0.01).
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320 -
Females m Stress

b (]
280 - Control
Males

240 - b
200 - a *
160 4

120 -

corticosterone (ng/ml
o

80 -

40 -

09:3$0:15 11:00 13:00 09:30?0:15 11:00 13:00

Stress Stress

Fig. 5: Corticosteronemia in male and female ratgpériment 1). Data are means + SEM.
Bars labelled with different letters within the sausex, are statistically different (p<0.0%).

indicates difference between stress and controugg during the same period.

50 - Males Females
m Stress
* * * O Control
a i ]
_ 40 - _|—_ a a *
£
)
2
o 307 ol | b b|| b
(S b
0]
=
=
E 20 -
10 -
0' T T T T T T -
09:3$10:15 11:00 13:00 09:30-¥):15 11:00 13:00
Stress Stress

Fig. 6 : Insulinemia in male and female raexgeriment 1). Data are means + SEM. Bars
labelled with different letters within the same sexe statistically different (p<0.05}.

indicate difference between stressed and contt®lpa0.05) during the same period.

86



Females
b

320 1 | Stress

280 - O control

240 - Males

200 a a

160 ~

corticosterone (ng/ml
(o
*

120 -

80 T

40 -

09:30 Fons 11:00 13:00 09:30 ?0:15 11:00 13:00
Stress Stress

Fig. 7 . Corticosteronemia in male and female etperiment 2) Data are means = SEM.
Bars labelled with different letters within the sasex, are statistically different (p<0.05).

indicate difference between stressed and contt®lp&0.05) during the same period.

Females
Males "
50 - a W Stress
* * I a O Control
a I I a
40 4 a
E
2 30 -
8 b o]
IS
2
£ b
7 20 -
£
10 A
0 A T T T T T T L
09:30T10:15 11:00 13:00 09:30 T10:15 11:00 13:00
Stress Stress

Fig. 8 : insulinemia in male and female rats{periment 2) Data are means = SEM. Bars
labelled with different letters within the same sexe statistically different (p<0.05). *

indicates difference between stressed and corat®l(p<0.05) during the same period.
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Etude 2: Variabilité génétique de I'axe corticotrope et réglation

du métabolisme énergétique
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L’activation de I'axe corticotrope sous l'effet datress provoque la libération de
glucocorticoides. On évoque une perturbation deel’&orticotrope modifiant ainsi la
régulation du bilan énergétique et des « centrele»contrble de la prise alimentaire.
L’'importance d’'un excés de glucocorticoides dansyedrome d’obésité a fait I'objet de
nombreuses études : chez les patients schizophteheésité centrale est frequente et est
associée a des niveaux plus élevés de cortisahpligue [227]. De méme la dépression est
souvent associée a une obésité viscérale et aypeedortisolémie [228]. Il existe également,
chez 'hnomme, une réponse hypothalamo-corticotraperue associée a I'obésité centrale
[229]. La conclusion qui ressort de ces étudesjestl’hyperactivité de I'axe corticotrope se
traduit par une augmentation de la production aésod, mais du fait d’'une augmentation de
sa clearance son taux plasmatique reste souvemah@@230]. Ceci suggere qu’il existe une
sensibilité¢ de certains tissus cibles aux gluciomides. Puisque dans de nombreux cas
d’obésité, particulierement I'obésité de type cain(abdominale) on note une augmentation
locale omentale de l'activité de lafLhydroxysteroide déshydrogénase [231]. Celle-diddtc

la production de cortisol ce qui aboutit a une poatithn locale de corticoides actifs
susceptibles de stimuler la différenciation desagigocytes en adipocytes et d’augmenter
leur taille.

Ainsi les relations entre poids et stress sont dexas. L’'activation de I'axe corticotrope sous
I'effet du stress joue un réle important du faihsaloute d’'une susceptibilité individuelle
génétiquement conditionnée, liée a l'activité deplhydroxysteroide déshydrogénase et
pouvant favoriser I'obésité [232]. En effet lesraaux génétiqguement prédisposés a I'obésité
sont caractérisés par un taux plasmatique élev@odiostérone lié a une hyperactivité de
leur axe corticotrope comparés aux animaux maigres.souches consanguines de rats sont
d’excellents modeles pour la compréhension degréifites d’origine génétique de I'activité
et de la réactivité de I'axe corticotrope en relatavec I'obésité : d’ou I'objectif de cette

partie.
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But et objectifs

Les travaux présentés dans cette partie, en codlibo avec le laboratoire de neurogénétique
et stress INRA de Bordeaux, ont pour objectif deraciriser les différences
neuroendocriniennes, nutritionnelles et métabobgésultantes du fonctionnement de 'axe
corticotrope entre les souches de rats Lou et EisEB44 en relation avec ses implications
dans une pathologie métabolique : I'obésité.

Les particularités nutritionnelles et métaboliquesdu rat Lou :

Le rat Lou d'origine Wistar est une souche consaegapparue en 1970 a l'université de
Louvain en Belgique. Utilisé au départ comme mod&ecancérologie (plasmocystomes
spontanés) et producteur d'anticorps monoclon&urgtl Lou s'est ensuite distingué pour ses
particularités nutritionnelles et métaboliques. Laésnnées disponibles démontrent une
évolution des préférences alimentaires avec I'aggnjentation de la fraction lipidique aux
détriments des glucides), de faibles quantitéseaaiiaires ingérées ainsi qu'une efficacité de
la régulation du poids corporel [233].

Sur le plan nutritionnel, la comparaison avec dds Wistar soumis a un régime restrictif
pour assurer le méme apport énergétique dansitm ratontre que les rats Lou sont plus
maigres a ingestion alimentaire égale, avec unarapoteines/lipides plus faible [234]. Ces
résultats suggerent l'existence d'adaptations rokqales spécifiques chez cette souche.
L’efficacité de régulation de la composition cormpds est associée a des particularités
métaboliques et anatomiques (glycémie basale dspi®s surrénales plus faibles chez le rat
Lou) comparables a celles observées chez lesaatsis a un régime restrictif ; or chez le rat
Lou ces adaptations sont physiologiques. Etant édanrdle des corticostéroides dans la
régulation de I'équilibre énergétique, et notammdahs le métabolisme lipidique et le
comportement alimentaire, il est intéressant d'esgl les particularités déaxe corticotrope
des rats Lou. Au vu de ces données, le rat Loutitcoesin modele intéressant pour I'étude
des facteurs responsables d'une régulation effiahicepoids corporel en relation avec
I'activité/réactivité de I'axe corticotrope.

Afin de tester cette hypothése, nous avons choisi f[a comparaison avec le rat Lou, le rat
Fischer 344 (F344), souche consanguine, ayant endamce a |'obésité et résistant a
I'insuline.

Les comparaisons neuroendocriniennes, nutritioeset métaboliques entre les souches Lou

et Fischer F344 font I'objet de cett@rejpartie, afin de retenir les traits discriminantsiple
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phénotypage. L’exploration de I'axe corticotropeamament I'activité et la réactivité ainsi
que l'efficacité des récepteurs aux corticostémihront aussi examinés.
La premiere étape elle a été effectuée au laboratoire de neurdgpree de stress de

Bordeaux pour I'exploration de I'axe corticotrodea ™ étape: étude du comportement
alimentaire, de la composition corporelle post mwortet des profils métaboliques s’est

déroulée au sein de notre laboratoire.
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A. ETUDE FONCTIONNELLES DES SYSTEME NEUROENDOCRINIENS

1 Matériel et Méthodes :

1.1.Animaux :

L’étude concerne des rats Lou (Harlan France) eldF3ffa Credo France) agés de 12
semaines (n= 32 : Lou : 8 males + 8 femelles ;3d4F 8 males + 8 femelles). Les animaux
sont hébergés par cage de deux, dans des conditamdards (température 22 + 1°C, cycle
normal lumiere-obscurité 12h :12h avec début d¢ adioh). lls ont libre accés a I'aliment
standard et a I'eau. Apres deux semaines d’halbtuydes animaux sont soumis a différentes

séries d’études (un lot composeé de rats Lou et R&ds et femelles, par étude).

1.2.Activité et réactivité de I'axe corticotrope :

1.2.1 Corticostéronémie basale sur 24h :
L’extrémité de la queue des rats étant préalahlip@®, du sang est prélevé toutes les 6 heures
(00 :00, 06 :00, 12 :00, 18 :00h) sans que I'anineasoit perturbé.

1.2.2 Corticostéronémie apres le stress :

Ici les animaux sont soumis a un stress de cootem@&ndant 20mn. Pour cela les rats sont
enfermés dans un sac plastique conique percé tééleixé et fermé avec un ruban adhésif ce
qui facilite 'accés a la queue. Le sang est pglava queue avant le stress, 30 min, et 1h
apres le stress (TO, TO+50, TO+80).

Dans ces cas, le sang est recueilli dans des agpEndorf contenant de I' EDTA 10% puis
centrifugé a 4°C a 3500g pendant 20min. 10ul desnmda est aliquoté pour chaque
prélevement puis congelé a —80°C en vue du dosagerticostérone.

Le corticostérone est dosé par RIA a partir d’'urLkico (voir annexe).

1.3.Efficacité des récepteurs aux corticostéroidé&R et MR)

L’efficacité d'un récepteur réside dans sa capacipéoduire un effet lorsqu’il est soumis a un

ligand a dose fixe. Pour chercher a démontrer amation d’efficacité d’un récepteur entre
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nos deux souches Lou et F344, on administre la nédmse d'un ligand spécifique et on
mesure I'amplitude de I'effet produit par ce réegjpt

1.3.1 Efficacité GR

Ce protocole consiste a faire une injection souar@e de déxaméthasone aux deux souches
de rats et a effectuer des prélevements de saniffédedts moments au cours du cycle
nycthéméral. La dose utilisée est de 5ug/100g despmrporel, dose jugée suffisamment
forte pour induire une action inhibitrice sur I'agerticotrope (les GR sont activés par une
forte dose de corticoides). L'efficacité des GRemes deux souches est mesurée au niveau
central et périphérique par :

1.3.1.1Rétrocontrble négatif :

Une forte dose de corticoides inhibe au niveauraklat sécrétion de CRF et d’ACTH ce qui
entraine une diminution de la sécrétion de cort@ose chez le rat au niveau des glandes
surrénales. Le rétrocontrdle négatif se manifeatreupe diminution de la corticostéronémie
aprés administration de déxaméthasone.

1.3.1.1.1 Laglycémie

Un dosage de glycémie est effectué afin d’exameedifférences de variations pendant 90
minutes entre les deux souches aprées injectiorswlime induisant une hypoglycémie par
augmentation du transport membranaire et donc wtdidation du glucose. Pour cela une
dose d’insuline est injectée aux rats et du sahgréfeve a la queue avant, 30min et 90min
apres et la glycémie est mesurée avec un glucometre

1.3.1.1.2 Numeération-Formule sanguine.

Il s’agit de la modification de la numération-forlausanguine induite par une action des
corticoides sur les GR présents dans toutes lédeseddu systeme immunitaire. Pour cela,
chez les deux souches de rats, des échantillosardgsont prélevés sur EDTA 10% avant et
2 heures apres une injection sous cutané de 5upd®@oids corporel. L'effet GR s’évalue
par une numération lymphocytaire.

1.3.2 Efficacité MR

Les minéralocorticoides tel que I'aldostérone réguessentiellement le métabolisme de I'eau
et des électrolytes. Au niveau périphérique, l@ttdes minéralocorticoides sur les MR se
manifeste par l'activation des canaux ioniques &€ gompes ATPases Na+/K+, ce qui
augmente la kaliureése et diminue la natriurése.

L’efficacité des récepteurs MR entre les deux seach été mesurée par le rapport Na/K
urinaire apres injection d’aldostérone.

Pour cela une dose aigué de 100ug/100g de poigmorebrd’aldostérone par voie sous
cutanée, a été injectée aux deux souches de aatssptn cage de métabolisme. Cette dose est
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capable d’induire une diminution du ratio Na+/K-a® h apres injection [235, 236]. L'urine

est collectée 8 h apres injection. 3 ml d’eau Igtéont été également injectés par voie
intrapéritonéale préalablement afin d’assurer uoantjité d’'urine suffisante (puisque les
minéralocorticoides inhibent la prise hydrique pae action MR au niveau central). Les
dosages des concentrations urinaires de Na+ enkKété effectués.

2  Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. lyapade variance ANOVA two-way a

été

effectuée avec souche, sexe et temps comme factspras une différence statistique, la
comparaison post-hoc entre les groupes est effectmé utilisant le test de Tuckey. La
signification statistique est retenue avec p<0,05.
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3 Reésultats

3.1 Activité/réactivité de I'axe corticotrope

3.1.1 Cycle nycthéméral de la corticostéronémie

a. Rythme circadien
Méales Femelles
750 750 7 E
60C - ~-O-F344 60C - * ’__,_/’"%\\
ngMaL nuit Lou ng/ASC -%

300 300 A

15C 15C

0 T T T T 0 T T T T
0 6 12 18 heures 0 6 12 18 heures
b. Effet du stress
Males Femelless
*kk
105C 105C 7
90¢ 7 O - F344 90C
75C 75C
—m— | ou
ng/mjoc ng/myoc -
45C 450
30C 30C
15C 15C
O T T T T T T 1 . O T T T T T T 1 .
0 2C 40 60 80 10C 12C  minutes 0 2C 4C 60 8C 10C 12C  minutes
| m— | m—
stress stress

Figure 13: corticostéronémie basale (a) et corticostéronépies un stress de contention (b)

Pour les niveaux de base de corticostérone dgrladena au cours du nycthémeére, ’ANOVA
réveéle un effet souche (p<0.01), un effet sexe QKO une interaction souche-sexe
(p<0.001), et un effet temps (p<0.01).Chez les maheissi bien que chez les femelles la
corticostéronémie des F344 est plus élevée que des Lou durant la phase nocturne
(p<0.01). Pendent la phase diurne la corticosténim@st plus élevée chez les F344 males
gue chez les Lou males a 12h (p<0.01). Aucunerdiffge a 18h n’a été notée entre ces deux
souches quel que soit le sexe.

A 06h la corticostéronémie basale est plus éleWw&z tes femelles que chez les males au

niveau des deux souches Lou et F344.
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3.1.2 Réponse au stress de contention

L’ANOVA révele un effet souche (p<0.01), un effeixe (p<0.01), un effet temps (p<0.01),

une interaction souche-temps (p<0.001). 20 mindéestress entrainent une augmentation de

la concentration plasmatique de corticostérone tdgezleux souches et I'effet est plus élevé

chez les F344 que chez les Lou.

Chez les F344, aussi bien chez les males et fesnel@mn de stress entrainent une

augmentation de la corticostéronémie plasmatiques an pic qui est atteint 30mn apres et

diminue ensuite, mais reste élevée jusqu’'a 100nmasapélimination du stresseur (sans

retrouver la valeur basale) alors que chez les1@imn apres le stress, la corticostéronémie

reste comparable a la valeur basale, et ceci queesqit le sexe.

Ces résultats montrent aussi un effet sexe en sépan stress : la corticostéronémie apres le

stress est plus élevée chez les femelles compadeales males.

3.2 Efficacité aux récepteurs corticoides
3.2.1 Efficacité GR :

3.2.1.1Glycémie

g/l

1.2 4
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—» o
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90
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Figure 14: Glycémie apres un stress métabolique entre L&344
ANOVA révele un effet souche (p<0.05), un effetes¢p<0.01) et un effet temps (p<0.05) et

une interaction souche-temps (p<0.01).

En situation basale, les rats Lou et F344 présentea glycémie identique. L'injection

d’insuline entraine, 30min et 90 min aprés, uneimition de la glycémie chez les deux
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souches et les deux sexes ; mais plus marquéedaehe®U que chez les F344 quel que soit

le sexe.

3.2.1.2Numération-formule

25 1

M/mm3

*k

O F344
20 - W Lou

15 1

10 1

*k

Basal Dexaméthasone

Figure 15 : Effetimmunodépressif de l'injection de dexaméthasone &weF344 et Lou

Males

L’ANOVA révele un effet souche (p<0.001), un effegitement (p<0.001) et une interaction
souche-traitement (p<0.05). En situation basaleptaentration plasmatique de lymphocytes
chez les males est plus élevée chez les Lou que lekeF344 (p<0.01). L'injection de
déxaméthasone entraine une diminution du nombrgndghocytes chez les deux souches
(p<0.001) mais cette diminution est plus marquéezcles Lou (-80.30%) que chez les
Fischer (-73.3%).
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3.2.2 Efficacité MR

3.2.2.1Rapport Na/K urinaire

Na/K 0.4 1

D F344

0.3 1 B Lou

0.3 4

0.2 4

0.2 4

0.1+

0.1+

0.0 T T
Basal Aldostérone

Figure 16: Effet de I'injection d’aldostérone sur I'excrétiominaire de Na et K

En situation basale, les rats Lou et F344 ont ppae Na/K urinaire identique.
8h apreés injection d’aldostérone, seul le rappatKNurinaire chez les Lou a diminué de
facon significative (p<0.01). Chez les F344, letéraent a I'aldostérone n’a aucun effet sur

I'excrétion urinaire de Naet K'.
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4 Discussion :

Les résultats concernant le systeme neuroendaogrimigquent que la variabilité de I'activité
et de la réactivitée de I'axe corticotrope dépendéamtla souche de rat, ce qui confirme
I'importance des facteurs génétiques dans I'expyasie la variabilité inter-individuelle.

En ce qui concerne l'activité de I'axe corticotrppes résultats montrent que, globalement, la
corticostéronémie des rats F344 est plus élevéegjieedes rats Lou au cours des points du
nycthémere. Chez les F344, il existe un dimorphisseguel dans la sécrétion de
corticostérone : la corticostéronémie basale ast plevée chez les femelles que chez les
males. Cette différence est plus accrue pendantiilaque le jour ce qui atteste une plus
grande activité de I'axe corticotrope des femel@44 durant la phase active. Chez les males
des deux souches ainsi que chez les femelles Lpig lde corticostérone basal est observé en
début de nuit. Les résultats similaires ont dégaattservés par Windle RJ et coll. [237] sur
des rats femelles Sprague-Dawley ; alors que aeF3844 femelles ce pic n'a été observé
gu’en fin de nuit.

La réactivité de I'axe corticotrope s’évalue paréponse de celui-ci suite a un stress (pic de
corticostéronémie et par la vitesse de régulatmralle-ci). Le retour aux valeurs basales se
fait grace au rétrocontréle négatif de la cortiéomte qui s’exerce sur les centres impliqués
dans le stress tels que I'hypophyse, I'hypothalaetukhippocampe par I'intermédiaire des
GR. Compte tenu des leurs affinités, les GR neat@rent qu’en situation d’hypersécrétion
comme aprés un stress. Plus les GR sont efficpbes,le rétrocontrble est important et le
retour de la corticostéronémie aux valeurs bassdesapide. Le pic de corticostérone 30mn
apres le stress de contention est plus élevé eseZ344 que chez les Lou. On note aussi un
effet sexe par rapport a la réactivité au stréss femelles quelle que soit la souche sont plus
réactives que les males ce qui se traduit par iffirehce de pic de corticostérone. Cette
différence est probablement due a une forte vuhiliéades femelles au stress comme l'ont
rapporté d’autres auteurs [238], [239], [240], maissi au fait que les hormones sexuelles
sont différentes principalement I'estradiol qui likhce le fonctionnement de l'axe
corticotrope [102]; [241]. Cependant le retour debrticostéronémie aux valeurs basales est
plus rapide chez les Lou que chez les F344 cergduit une plus grande efficacité des
récepteurs GR chez les rats Lou.

La réponse insulinémique induisant une diminutienalglycémie est plus marquée chez les
rats Lou que chez les F344. Ceci atteste une terdalinsulino-résistance décrite chez le rat
F344 [242]. La corticostéronémie élevée observéz tdrat F344 pourrait étre la cause de la
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non efficacité de l'insuline sur la glycémie puisgees deux hormones présentent des effets
opposés au niveau périphérique comme l'ont consBatélos et coll. [211]. L'effet
anabolisant de l'insuline est altéré par un taexélde corticostérone.

La régulation du rapport Na/K est I'un des effeds plus importants de l'action des MR.
L’aldostérone diminue la natriurése tout en auganeria kaliurese via ce récepteur [60], [3].
Ce rapport peut également étre modifie par de dodeses de corticostérone ou de
déxaméthasone dans le sens inverse (augmentatioatiiigrése et de kaliurése). Au niveau
basal, le rapport Na/K urinaire est comparableeetds deux souches chez les males. Le
traitement a I'aldostérone est sans effet cheE3dgl males alors que chez les Lou il diminue
fortement le rapport Na/K. ce qui est en accorccd¥gypothése d’'un MR plus efficace chez
les Lou males. Cette diminution est essentiellertiéata une kaliurése plus importante chez
le rat Lou. Chez les F344 ce rapport inchangé déKNest dG a une natriurese
particulierement élevée et probablement a leur fotie corticostéronémie (et donc a un effet
médié via les GR), observée par plusieurs aut@®d][[243], [244].

Cependant lorsqu’on injecte de la déxaméthasonepsarve surtout un effet GR mais aussi
un effet MR selon la dose utilisée. Cette injectmraine un rétrocontrdle négatif sur I'axe
corticotrope donc de la production endogéne de ogluticoides. Lorsqu'on cherche a
évaluer l'effet GR périphériqgue par une injectioa dlucocorticoides, chez les rats non
surrénalectomisés, on se retrouve confronté awtseffupplémentaires des glucocorticoides
endogenes et de la réactivité de I'axe corticotrapgant de variable qui peuvent biaiser
I'interprétation de I'efficacité GR. En effet dewides sur rats surrénalectomisés réalisées par
Marissal-Arvy et coll., [245] ont mis en évidenceeudifférence d’efficacité des récepteurs
aux corticostéroides entre Lou et F344. ce quiinoef le rble négligeable des effets
supplémentaires des glucocorticoides endogenesndénesprotocole utilisé.

Au vu de ces données, et étant donné le rble desogirticoides dans I’homéostasie,
notamment dans le métabolisme énergétique et Ipadement alimentaire, il est intéressant
d’explorer les particularités nutritionnelles ettatiliques les plus discriminantes entre ces

deux souches de rats Lou et F344, d’'ou I'objetatee partie de I'étude.
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B. ETUDE COMPARATIVE DES CARACTERISTIQUES NUTRITIONNELLES ET METABOLIQUES

Ce travail a fait I'objet de 2 articles : le prem&été publié dans la rev@esity Research

en 2005 et le second daAkysiology & Behavioren 2005.

Dans cette étude nous avons essayé de caractésedifférences nutritionnelles et
métaboliques entre les 2 souches de rats Lou et &Mfférents ages et leur susceptibilité a
développer l'obésité afin de valider le choix dessrF344 comme souche consanguine
contrastant la souche Lou pour des études de géeétioléculaire.

La premiéere partie de I'étudaricle 2) a porté sur des rats Lou et F344 males et femelle
agés de 18 semaines et soumis a différents typegaees.

L’'obésité se définit comme étant un exces de tsBpeux résultant du déséquilibre entre les
entrées et les sorties d’énergie, qui se dévelames la plupart des cas au cours du
vieillissement. Elle est aussi associée au syndrongabolique telles que linsulino-

résistance et la leptino-résistance.

Résumé de I'étude 2:

Le but de cette étude est de caractériser suatermitritionnel les deux souches de rats (Lou
et F344). Afin d’examiner l'effet du régime, sur ¢min de poids et sur la composition
corporelle, les deux souches de rats, recoiverdl@nté pendant cinq semaines 3 régimes
différents : un régime standard, un régime de cheix macronutriments, un régime
hypercaloriqgue d’'une part et d’autre part les et soumis a un environnement de 4°C
censé induire une augmentation de la dépense dioeré

La prise énergétique, le gain de poids et la coitipnsorporelle ont été mesurés.

Dans chacun des régimes, l'efficacité alimentaié¢eadéterminée : elle correspond au gain de
poids (par semaine) exprimé en mg divisé par latjgatotale d’énergie ingérée (kJ) pendant
cette méme période.

Les résultats montrent que malgré une prise éngugétlevée, le rat Lou, comparé au rat
F344, manifeste un faible gain de poids et de madg®euse alors qu’'on observe l'inverse
pour la masse maigre.

La présentation d’'un régime dissocié montre uné&mihce de choix en macronutriments
entre ces deux souches. Chez les males, les ratsngérent moins de protéines (25% vs
34%) que les F344 tandis qu’'on observe l'inverszdas femelles.

Ainsi I'obésité induite par un régime hypercaloeguest observée que chez la souche F344

entrainant un développement plus important de ssenadipeuse.
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L’exposition a un environnement froid entraine, zhes deux souches, une augmentation du
tissu adipeux brun comparée a celle des témoins m#ssi une augmentation de la prise
énergétique. Quel que soit le type de régime,itatité alimentaire est plus élevée chez les
F344 que chez les Lou.

Ces résultats montrent une nette différence nurrille entre le rat Lou, souche maigre et
résistante a I'obésité induite par un régime hyaleraue et le rat F344 qui est une souche
tendant a I'obésité.

Dans la deuxieme partie de cette ét(atécle 3) nous nous sommes intéressés egalement, en
plus de la prise énergétique (entrées) et de Igosition corporelle, a la dépense énergétique
exprimée par la thermogenése et au profil hormdaales deux souches a un age un peu plus

précoce (8 semaines d’age).

Résumé de I'étude 3 :

L'objectif de cette étude est de comparer la baladrwergétique, la composition corporelle,
les profils métaboliques entre les deux souchesarmuines de rats (Lou et F344 ) males et
femelles agés de 8 semaines.

Dés leur arrivée, les rats sont pesés et soumisragime alimentaire en choix. A la fin de
I'expérience (aprés 3 semaines) et aprés une muijedne, les rats sont anesthésiés par
injection intrapéritonéale au pentobarbital (50 kggdle poids corporel) et héparinés (100U
héparine/100g de poids corporel). Le sang estaélla partir de la veine cave inférieure,
centrifugé et le plasma est conservé a —20°C pesirddsages ultérieurs. Les concentrations
plasmatiques d'insuline et de leptine sont déte¥asirpar dosage radio-immunologie (RIA)
(voir annexes). La composition corporelle est dgieée : 4 dépbts de tissu adipeux blanc
(périgonadal, rétropéritonéal, mésentérique et-satene) sont disséqués et pesés. Le foie, la
rate, le thymus, les reins, les surrénales etrizasae (muscles + squelette) sont aussi préleves
et pesés.

Le tissus adipeux brun interscapulaire est rapidé¢rmisséqué et pesé. Il sera utilisé pour la
détermination de la thermogenése par respiratioimehodriale selon la méthode de Cannon
et Lindberg [246] (voir annexes).

Tous les résultats sont exprimés en moyennes + $ENjain de poids, la prise énergétique
durant toute la durée de I'expérience sont ennégistt exprimés par semaine et total des 3
semaines. La consommation de chaque macronutrigsgnéxprimée en pourcentage. Les
différences concernant le choix alimentaire et ¢empgosition corporelle entre les deux

souches et pour chaque sexe sont comparées a ldideest de Student. Par ailleurs, une
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ANOVA pour mesures répétées est utilisée pour coeng&volution de la consommation
pendant les 3 semaines d’expérimentation entrédes souches.

Les résultats montrent que, durant les 3 semair@gdétience, la prise énergétique est
identique pour les deux souches de rats (males =L%9619.2 + 349.4 kJ, F344 = 5875.4 kJ +
171.4 ; femelles : Lou = 3864.4 + 166.4 kJ, F344058.8 + 118.7 kJpéanmoins le gain de
poids, le pourcentage de masse adipeuse sont beayr@lus importants chez les F344
gue chez les Lou quel que soit le sexe et linvergpour le pourcentage de la masse
maigre.

En ce qui concerne le pourcentage des macronutisnoams la ration, on constate, chez les
males, que les Lou ingérent plus de protéines esi€-844 47.5%vs 37.5%) alors que chez
les femelles on note l'inverse pour lI'ingestion descides 82.5%vs 45%y).

L’activité thermogénique mesurée par respiratiotoamondriale au niveau du tissu adipeux
brun interscapulaire est plus élevée chez led.@iscomparée a celle des F344 quel que soit
le sexe.

Ainsi la faible efficacité alimentaire notée chezd rat Lou accompagnée d’une faible
accumulation de tissu adipeux blanc suggere une fierperte d’énergie par thermogenese
observée chez cette souche

La leptinémie et I'insulinémie sont beaucoup pliesvées chez les rats F344 comparées a
celles des rats Lou aussi bien chez les males bae kes femelles et ceci malgré une
importante masse adipeuse chez les F344 ce gsteatiee tendance a la leptino-résistance
chez ces animaux.

Ces résultats montrent que les mécanismes respessde la régulation efficace de la
composition corporelle chez le rat Lou se mettenplace trés tdét au cours de la vie donnant a
cette souche un grand intérét pour I'étude degtastde résistance a I'obésité.

Conclusion de I'étude

Ces travaux nous ont permis de préciser les diffé® nutritionnelles, métaboliques entre les
souches Lou et F344. Ainsi, quel que soit le régilmeat Lou présente un poids inférieur
compare au rat F344 lié principalement a une adipéable attestant une régulation efficace
de son comportement alimentaire et de sa compositgoorelle.

Les comparaisons neuroendocriniennes, entre leshesuLou et F344 révélent des traits
discriminants. Le taux de corticostérone plasmatigasal ainsi celui observé aprés un stress
sont plus élevés chez le rat F344 que chez leaat Ceci peut s’expliquer par une faible

efficacité des récepteurs GR et MR notée chezualsoF344 obese.

103



ARTICLE 2

104



Comparison of Fat Storage between Fischer 344
and Obesity-Resistant Louw/C Rats Fed Different

Diets

Jean-Marie Heéliés, *® Abdoulave Diane,i Allan Langlois,* Christiane Larue-Achagiotis,v Gilles Fromentin, ¥
Daniel Tomé, T Pierre Morméde,* and Nathalie Marissal-Arvy*

Abstract

HELIES, JEAN-MARIE, ABDOULAYE DIANE, ALLAN
LANGLOIS, CHRISTIANE LARUE-ACHAGIOTIS,
GILLES FROMENTIN, DANIEL TOME. PIERRE
MORMEDE, AND NATHALIE MARISSAL-ARVY.
Comparison of fat storage between Fischer 344 and obesity-
resistant Low/C rats fed different diets. Obes Res. 2005:13:
3-10.

Objectiver We aimed to characterize further the Louw/C
(LOLU and Fischer 344 (F344) rat strains for nutritional
traits to validate their use as contrasting strains for molec-
ular genetic studies.

Research Methods and Procedures: Five batches of LOU
and F344 rats were used to measure caloric intake, weight
gain, and body composition when fed a chow diet, a self-
selection diet (together with the study of preferences for
macronutrients j, hypercaloric diets, and a chow diet in a
cold environment.

Resules: Despite a higher caloric intake when fed a chow
diet, LOU rats showed a lower weight gain, final body
weight, and percentage of fat tissue, together with a higher
percentage of carcass weight, than F344 rats. When fed a
self-selection diet, LOU males ingested less protein and
maore fat than F344 males, and the reverse was observed for
females. In this condition, feed efficiency was reduced in
LOU but increased in F344 rats compared with the chow
diet. Diet-induced obesity was observed in F344 rats but not
in LOW rats fed hypercaloric diets. In a cold environment,
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both LOU and F344 rats displayed an increased percentage
of brown adipose tissue compared with control groups,
together with a higher caloric intake.

Discussion: The study shows robust nutritional differences
between the LOU rat, a lean strain with a low feed effi-
ciency and resistant to diet-induced ocbesity, and the con-
trasting F344 rat strain. It also shows the interest in these
strains for studying the genetic components of resistance to
obesity.

Key words: diet-induced obesity, self-selection diet, body
composition

Introduction

Environmental factors such as lack of exercise and exces-
sive food intake comelate with the increased prevalence of
obesity in humans (1.2). However, 1t is also clear that, in a
favorable environment, some individvals have a genetic pre-
disposition to store excessive caloric intake mainly as fat or,
conversely, to maintain a low percentage of adipose tissue {3).
In laboratory rats, when fed a hypercaloric diet, individual rats
from an outbred strain differ widely in diet-induced abesity (4).
Such a variability in fat storage regulation can be also found
among inbred strains, which are useful models to study the
genetic components of complex traits such as obesity or, con-
versely, resistance to obesity (5).

The inbred Low/C rat (LOU)," originating from a Wistar
strain (6), has been described as a good model to study
healthy aging (7) and resistance to obesity with age (3).
Compared with Wistar rats, they exhibit a low caloric intake
and a low body weight (9). associated with a stable percent-
age of adipose tissues throughout life (13% for males and
11% for females) { 10}, despite the fact that LOU rats also
display a preference for fat at the expense of carbohydrates

! Momstandard abbreviations: LOW, LowC; FA4, Fischer 344; ME, metabolizable energy:
LARD, fat die: OCC, cocidental diey; CTL, control diet.

OBESITY RESEARCH Vol. 13 No. 1 January 2005 3
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Table 1.  Initial body weight of rats used in the four experiments
Lou F344
Male Female Male Female
Experiment Treatment " BW £ SE n BW = SE n BW = SE n BW % SE
1 ] 285+ 12 ] 169 =7 4 34T + 13 ] 196 + |2
fi 275+ 20 9 170 =7 8 312 + 12 9 186 + 8
3 LARD diet 4 258 + 16 4 300 + |
OCC diet 4 252+9 -+ 287 = 12
CTL diet 2 M5x7 4 291 =10
4a COLD 4+ 2[2k6 -+ 303 x 42
CTL 4 266 + 5 4 322+ 8
b COLD 4 M5+ 7 4 08 +5
CTL 4 238 =+ | 4 276+ 6

Walues are number of animals (n) per sex and treatment, and mean body weight = SE in grams (BW £ SE).

BW, body weight.

during aging. For those reasons, the LOU strain is consid-
ered an interesting model of resistance to the development
of obesity. However. thus far, the effect of an excessive
caloric intake on their body composition has not been stud-
ied in young adult rats.

The quantitative trait loci analysis is recognized as a valu-
able approach to find the chromosome regions influencing
complex traits such as fat storage (11). The success of this
technique lies mainly in the choice of two inbred contrasting
strains. The Fischer 344 (F344) strain expresses a number of
metabolic and nutdtional traits that differ from LOU rats. F344
rats are predisposed to obesity and accumulate lipid exces-
sively in liver and muscle (12). Moreover, there is evidence
that, although F344 rats have normal glucose wolerance, they
show insulin resistance, leptin resistance, and dyslipidemia
(123, F244 rats exhibit traits that are also common in human
obesity such as insulin resistance. dyslipidemia, and fat accu-
mulation. generally described as syndrome X

The aim of this study was to characterize further the LOU
and FA44 rat strains for nutritional traits and their sensitivity to
diet-induced obesity and to validate F344 rats as a contrasting
strain to the LOU strain for further molecolar genetic studies.
Caloric intake, weight gain. and body composition in LOU and
F344 rats were measured 1) in a control condition using chow
diet and then a self-selection diet of macronutrients. 2) using
high caloric diets, and 3) in an environment of 4 °C. inducing
an increasad energy expenditure.

Research Methods and Procedures

Animals and Housing
LOU and F344 rats were housed in standard cages in a
temperature-controlled room (23 * | °C) with a 12:12-hour

4 OBESITY RESEARCH Vol. 13 No. 1 January 2005

light:dark cyele (lights on at 7:00 am). All animals were
bom and raised in the laboratory from LOU and F344
breeders supplied. respectively, by Harlan ( Gannat, France)
and Hfa Credo (L'Arbresle, France). They were fed with
SAFE-AD3 chow [3.2 keal/g metabolizahle energy (ME)]
until weaning at 28 days of age and subsequently with
SAFE-AMM (2.9 keal/g ME) chow until the beginning of the
experiments. Diets were supplied by SAFE (Scientific An-
imal Food and Engineering. Villemoisson-sur-orge,
France). Water was available ad libitum. Initial mean body
weight and number of rats per strain used in each experi-
ment are shown in Table 1.

Experiment 1; Caloric Intake on a Balanced Chow Diet

Eighteen-week-old rats were housed individually and
given ad libitum access 1o the SAFE-AO4 chow diet for 2
weeks. Animals, food. and water were weighed once a week
for 2 weeks. Mean energy intake (mean of kilocalories
ingested per week for 2 weeks per 100 grams of body
weight) and feed efficiency (milligrams gained per total
ingested kilocalories for 2 weeks) were caleulated from
food intake and weight gain.

Experiment 2: Food Intake, Percenfages of
Macronatrients Ingested, and Body Composition an a
Self-Selection Dict

Diet. The three macronutrients (protein. carbohydrate,
and fat) were presented separately. The protein diet (3.9
kecal/g) was composed of 90.5% total milk proteins (MNutri-
nov, Rennes, France). Total milk protein is a mixture of
casein (85%) and other milk proteins {albumins and glob-
ulins). These other milk proteins constitute a direct source
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of limiting sulfur amino acids. The carbohydrate diet (3.7
kcalfg) consisted of 8005% pregelatinized cornstarch and
10% sucrose. The fat diet (7.6 kcalig) contained 36.2% lard
and 54.3% soybean oil. Each diet contained 3.5% minerals
(AIN 93-Mx: ICM Pharmaceuticals, Orsay, France), 1%
vitaming (AIN 93-Wx: ICN Pharmaceuticals). and 5%
o-cellulose (Alphacel: ICN Pharmaceuticals). The protein
and carbohydrate diets were in powdered form. whereas the
fat diet was semisolid (123,

Protocol. Sixteen-week-old rats were housed individu-
ally. Rats were given the self-selection diet for 3 weeks. The
three food cups containing macronutrients in each cage
were weighed and refilled daily. Rats were also weighed
daily. Mean caloric intake was calculated as kilocalories
ingested per week per 100 grams of body weight by adding
the intake from the three sources. Feed efficiency (milli-
grams gained per total ingested kilocalories for 2 weeks)
was caleulated from food intake and weight gain. Percent-
ages of macronutrients were calculated as the relative
amount of calories provided by each source against the total
calories ingested. Before death at 20 weeks, rats were fed
the SAFE-ADQ4 chow for | week. Then rats were fasted for
one night. weighed. and killed by decapitation (starting at
%:00 aM). Four depots of adipose lissue were carefully
removed and weighed: epididymal (around testis and ductus
deferens) or periovarian {around ovaries). retroperitoneal
{along the posterior wall, from the kidney to the hip region),
mesenteric (along the mesentery, starting from the lesser
curvature of the stomach and ending at the sigmoid colon).
and inguinal (subcutaneous fat between the lower part of the
rib cage and the thighs). The addition of the adipose tissues
was considered total fat mass. Liver, kidneys. heart, spleen,
adrenals, and thymus were weighed. Other internal organs
{e.g.. lungs, genitals, and intestines ) were also removed but
not weighed. After dissection, the carcass (1.e., muscle mass
and skeleton. excluding the tail) was weighed (14).

Experiment 3: Effect af Hypercaloric Diefs on Caloric
Imtake and Body Composttion

Male rais of each strain were hovsed in groups of two per
cage and received SAFE-AQ4 chow for | week of habitua-
tion (Table ). Then. three different diets were given ad
libitum for 5 weeks (from 16 to 21 weeks of age): 1) a fat
diet (LARD) diet with access to pork subcutanecus Fat (8.5
kecal/g ME) and SAFE-A04 chow (2.9 kcal/g ME): 2) occi-
dental (OCC) diet from SAFE (3.82 kealig ME). composed
aof 16% protein. 16% lipid. 46% carbohydrate, and 1%
vitamins: and 3} control (CTL) diet composed of SAFE-
AQ4 chow, Animals, food, and water were weighed every 2
davs. Mean energy intake (mean of kilocalories ingested per
week for 5 weeks per 100 grams of body weight) and feed
efficiency {milligrams gained per total ingested kilocalories
for 5 weeks) were caleulated from food intake and weight
gain. After 5 weeks, the rats were killed as described pre-

viously. Animals were weighed. and mesenteric and ingui-
nal fat were removed and weighed.

Experiment 4: Effect of Cold on Caloric Intake and
Body Composition

Two subexperiments were carried out separately.

Experiment 4a. Food intake was recorded in 12-week-old
male rats of each strain hovused in groups of two per cage at
room temperature (CTL) or at 4 °C (COLD) (Table 1).
Animals, food, and water were weighed before and after |
week of the experiment. Mean energy intake per week
(mean of kilocalories ingested for | week per 100 grams of
body welghty and feed efficiency (milligrams gained per
total ingested kilocalories for | week) were calculated from
the food intake and weight gain.

Experiment 4b. Twelve-week-old male rats of each strain
were housed two per cage at room temperature and at 4 °C
for 1 week and killed as described previously for body
composition analysis.

During these experiments, rats were fed SAFE-AQ4 chow
ad libitum.

All experiments were conducted in strict compliance with
European conventional and institutional regulations.

Statistical Analysis

Data are presented as means £ SE. Organ and tissue
weights are expressed as the percentage of total body
weight. Food intake, food efficiency. weight gain. and body
composition were analyzed by two-way ANOVA, with
strain and sex or strain and treatment as main factors. When
significant differences were detected. post hoc comparisons
of means were performed with the Newman-Keuls test.
Statistical significance was sel at p <= 0.05.

Results

Experiment 1@ Caloric Intake on a Balanced Chow Diet

Caloric Intake. Strain (p < 0.001) and sex {p = 0.001)
main effects and the strain * sex interaction (p << 0.0}
were significant for caloric intake (Table 2). In both sexes,
LOW rats ingested more calories than F344 rats. LOU males
ingested fewer calories than LOU females. whereas there
was no sex difference in F344 rats.

Weight Gain. Strain (p < 0.001) and sex (p < 0.001})
main effects and the strain * sex interaction {(p =< 0.0}
were significant for weight gain. LOU rats gained less
weight than F344 rats, and Females gained less welght than
males. The sex difference was larger in F344 rats.

Feed Efficiency. Strain (p < 0.001) and sex (p << 0.001)
main effects and the strain ¥ sex interaction (p <2 0.01})
were significant for feed efficiency. LOU rats displayed a
lower feed efficiency than F344 in both males and females.
In both strains, males showed a higher feed efficiency than
females, but the difference was larger in F344 rats.
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Table 2.

Caloric intake (C1, kilocalories per week per 100 grams of body weight), weight gain (WG, grams per

week), and feed efficiency (FE. milligrams per kilocalories) of LOU and F344 rats fed chow diet during 2 weeks

(experiment 1)

LOU F344 r
Male (n = B) Female (n = 8) Miile (n = B) Female (n = 8) Strain Sex Strain X sex
Cl 126.7 & | Ji#* 145.3 = 2.0 111.9 =23 LIB7 + 37 0.001 0,001 0013
WG 3 044 1.0+ 0.1* T3 £ 0.7%% 1.8 02 0.00] 0.001 0006
FE 852+ 11248 5.43 = 0.33¢ 1835 + 159 508 + 0.61 0.001 0.001 0.004

WValues are means = SE; p values are from two-way ANOVA.

Significantly different from the other group of the same sex: * p <2 0.05, ¥ p << 0.01, § p =2 0.001.
Significantly different from the other group of the same strain: § p << 005, 1 p < 001, ** p < 0.001.

Experiment 2: Food Intake, Percentages of
Macronutrients Ingested, and Body Composition on a
Self-Selection Diet

Caloric Intake. Strain (p < 0.05) and sex {p < 0.001)
main effects and the strain * sex interaction (p < 0.05)
were significant for caloric intake (Table 3). In males, LOU
rats ingested more calories than F344, but there was no
significant strain difference in females. In the F344 strain,
males ingested fewer calories than females, but there was no
significant sex difference in LOU rats.

Weight Gain. Strain (p << 0.001) and sex (p < 0.001)
main effects and the strain > sex interaction (p = 0.001)
were significant for weight gain. LOU rats gained less
weight than F344 rats. No sex differences were found in the
LOU strain. whereas in the F344 strain, males gained more
weight than females.

Feed Efficiency. Strain (p << 0.001) and sex (p = 0.01)
main effects and the strain ¥ sex interaction (p < 0.01)
were significant for feed efficiency. The LOU strain dis-

played a lower feed efficiency than the F344 strain in both
sexes. In LOU rats, no sex difference was found between
sexes, whereas in F344 rats. males displayed a higher feed
efficiency than females.

Macronutrient Intake. Sex (p < 0.01) main effect and the
strain ® sex interaction (p <= 0.01) were significant for
protein amount (Figure 11 In males. LOU rats displayed a
lower protein intake than F344 rats, but the reverse was
found in females. The strain X sex interaction (p < 0.03)
was significant for fat intake. No significamt effect for
carbohvdrate intake was found.

Body Composition. In both sexes, LOU rats displayed a
lower body weight, a higher relative carcass weight, and a
lower relative skin weight than F344 rats (Table 4). Body
composition also revealed significant differences in relative
organ weights between strains. In both sexes. LOU rats
showed a lower relative total white adipose tissue weight, a
higher relative heart weight. and a lower relative spleen
weight than F344 rats. Significant differences between

Table 3.

Caloric intake (C1, kilocalories per week per 100 grams of body weight), weight gain (WG, grams per

week), and feed efficiency (FE. milligrams per kilocalorie) of LOU and F344 rats fed a self-selection diet

{experiment 2}

LOU F344 r
Male (w = 6) Female (w = 9) Male (n = 8) Female (n = 9) Strain Sex Strain X sex
(| 171.3 = 3.8% 184.2 = 4.2 1543 + 2.1% 1849 + 2.4 0.020 0.001 0012
WG 16 £ 1L1% 08 = 0.4% 128 = 0.7% 36% 1.0 0.00] 0.001 0001
FE 2.95 = 2.13% 2.46 = 1.40% 2226 * |.38% 942 + 2.60 0.00] 0.002 0003

Values are means = SE:; p values are from two-way ANOVA.

Significantly different from the other group of the same sex: *p < 0,05, T p <7 0.001.
Significantly different from the other group of the same strain: & p < 0,05,
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Flgure I: Percentage of macronutrient intake in LOU and F344
rats fed a self-selection diet. The figure shows relative amount of
calories provided by proteins (P), fat (F). and carbobydrates (C).
8 Means within a macronutrient lacking a common superscript
differ significantly (p < 0.05).

strains within sexes were also found. In males, relative liver
weight was lower in LOU rats than in F344 rats. In females,
LOU rats displayed lower relative kidneys and adrenals
weights than F344 rats. No welight differences were found
for interscapular brown adipose tissue or thymus between
F344 and LOU rats.

Experiment 3: Effect of Hypercaloric Diets on Caloric
Imtake and Body Composifion

Caloric Intake. A diet (p < 0.001) main effect and a
strain X diet interaction (p <2 (0L05) were significant for

caloric intake (Figure 2). In both strains, rats increased their
caloric intake from CTL to OCC diets and from OCC to
LARD diets. Within diets, a strain difference was found for
the OCC diet only, with LOU rats ingesting more calories
than F344 ras. However, for CTL and LARD diets, both
strains ingested the same amount of calories.

Weight Gain. Strain (p < 0.001) and diet (p < 0.001)
main effects were significant for weight gain. but no inter-
action was found. With all diets. LOU rats gained less
weight than F344 rats. In the LOU strain, rats fed the OCC
and LARD diets gained more weight than rats fed the CTL
diet, but no difference was found between OCC and LARD
diets. In the F344 strain. rats fed the LARD diet gained
more weight than rats fed the OCC or CTL diets, but no
difference was shown between CTL and OCC diets.

Feed Efficiency. Strain {(p << 0.01) and sex (p << 0.001)
main effects and the strain X sex interaction (p < 0.05)
were significant for feed efficiency, LOU rats showed a
lower feed efficiency than F344 for OCC and LARD diets.
In the LOU strain, no differences in feed efficiency were
found between diets. In the F344 strain, rats fed with OCC
or LARD diets had the same feed efficiency but lower than
those fed with CTL diet.

Final Body Weight. Strain (p <2 0,001) and diet (p <
0.001) main effects were significant for final body weight.
The significant differences were the same as described for
weight gain.

Mesenteric Fat. Strain (p < 0,001) and diet (p < 0,001}
main effects and the strain * sex inferaction (p < 0,001}

Table 4. Body composition of 20-week-old LOU and F344 rats fed chow diet (experiment 2)

Lou

Fid4 P

Male (n = 6)

Female (w = 9) Male (v = 8) Female (n = 9) Strain  Sex  Strain X sex

Body weight (g) 288 + B¥§ 180 = 3% 369 + 5% 4 x4 0001  0.001 0.0t
Carcass (% BW) 50.3 * 0.7+ 45.0 + 0.4% 439+ 1.0 442+ 04 0.001 0100 0.046
Skin (% BW) 18.8 £ D.4%% 17.9 £ 0.1* 20,1 £ 0.3% 192 £ 02 0001 0001 08965
WAT (% BW) 4,27 * 0.20% 472+ D.1T* 8.33 +0.35 8.56 = 0.38 0.001  0.259 0707
IBAT (% BW) 0.24 £ 0.02 0.30 £ 0.01 0.26 + 0.01 0.28 £ 0.0 0.963  0.005 0.060
Liver (% BW) 2.93 = 0.04% 299 = 0.07 338 +0.10% 286 = 0.04 0.022  0.001 0001
Heart (% BW) 0.35 + 0.01%F 0.38 = 0.00* 0.28 + 0.01F 0.33 = 0.00 0001 0.001 0.250

Spleen (% BW)
Kidneys (% BW) 0.625 £ 0.009
Thymus (% BW) 0113 * 0.014
Adrenals (% BW) 0.022 * 0.002

0.138 * 0.030

Values are means £ SE; p values are from two-way ANOVA,

0.185 * 0.004%%  0.219 = 0.003% 0215 + 0.005% 02590009 0001 0001 0.389
0610 £ 0.007% 0638 £0.013F 0693 £ 0008 0001 0030 (LR
0.105 * 0.0161  0.140 %= 0.022 0700 0.001 0.508
0,028 £ 0.001% 0019 200011 0.036 £ 0001 0137 0001 0.002

Significantly different from the other group of the same sex (* p < 0.01).
Significantly different from the other group of the same strain (f p < 0.01),
% BW., percentage of body weight: WAT, total white adipose tissue; iBAT. interscapular brown adipose tissue.
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Figure 2: Effect of hypercaloric diets on food intake and body
composition of 16-week-old LOU and F344 rats (experiment 3).
Rats were fed for 5 weeks either on CTL, OCC, or LARD. BW.
body weight; w, week. *"* Columns within a strain lackiog a
common superscript differ significantly (p < 0.05).% Significantly
different from the other group of the same diet (p < 0.05),

cTL LaRD

werne significant for the percentage of mesenteric fat. With
all diets, LOU rats displayed a lower percentage of mesen-
teric fat, In the LOU strain, no differences were found
among diets. In the F344 sirain, the percentage of mesen-
teric fat was higher in rats fed the LARD diet.

Inguinal Fas. The effect of diet was significant (p <
0.05), but the post hoc test did not reveal group differences.

Experiment 4a: Effect of Cold on Caloric Intake

Caloric Intake. Strain (p < 0.05) and treatment (p <
0,001 ) main effects were significant for caloric intake. with-
out interaction (Table 5). LOU rats ingested more calories
than F344 rats, and calone mtake was higher in anintals
exposed to cold.

Weight Gain. Strain (p <7 0.001) and treatment (p <
0,001 ) main effects were significant for weight gain, with-
out interaction. LOW rats gained less weight than F344 rats
in both CTL and COLD treatments. In both strains, weight
gain was higher in the CTL group than in the COLD group.

Feed Efficiency. Strain (p <2 0.001) and treatment (p <
0,001) main effects were significant for feed efficiency,
without interaction. LOTU rats displayed a lower feed effi-
ciency than F344 rats in both CTL and COLD treatments. In
both strains, feed efficiency was higher in the CTL group
than in the COLD group.

Experiment 4b: Effect of Cold on Body Composition

A strain (p < 0.001) main effect and the strain ¥ treat-
ment interaction (p < 0.05) were significant for the relative
carcass weighlt (Table 6). Relative carcass weight was
higher in LOU rats than in F344 rats, but no differences
were significant between treatments. However, in F344 rats,
relative carcass weight was lower for COLD.

Strain (p < 0.001 ) and treatment (p < 0.05) main effects
were significant for relative skin weight, without interac-
tion. LOU rats displayed a lower relative skin weight,
without interaction, and COLD induced a decrease of rela-
tive skin weight.

A strain (p << 0.01) main effect was significant for
percentage of liver, without interaction. Percentages of liver
were lower for LOU rats,

Strain (p < 0.001 ) and treatment (p < 0,05) main effects
were significant for relative mesenteric fat weight, without

Table 5.

Effect of a 1-week exposure to cold on caloric intake (Cl, kilocalories per week per 100 grams of body

weight), weight gain (WG, grams per week), and feed efficiency (FE. milligrams per kilocalorie) of 12-week-old

LOU and F344 male rats (experiment da).

LOU F344 P
CTL COLD CTL COLD Strain *
n=4) n=4) n=4) m= 4} Strain Treatment treatment
I 259+ 6 301 = 1% 4T +6 27T = 44 0.016 0.001 0.369
WG 23 1.2¥% —6.0 = LO¥} IEZ =37 0.3+ 1.3% 0.001 0.001 0.092
FE 343 &+ LLB4% —8.02 = L.B3*Y le.56 + 212 0.43 = 156+ 0.1 0.001 0.182

Values are means * SE; p values are from two-way ANOVA,

Significantly different from the other group of the same treatment (* p < 0.01).
Significantly different from the CTL group of the same strain (¥ p < 0.01),
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Table 6.
{experiment 4b)

Effect of a |-week exposure to cold on body composition of 12-week-old LOU and F344 male rats

LOU Fidd P
CTL COLD CTL COLD Strain %
n=4) n=4) n=4) n=4) Strain ~ Treatment  treatment
Carcass (% BW) 386 £ 041 586 £ 051 52704 510+ 0,45 0.001 0.074 0.050
Skin (% BW) 17.7 £ 03F 166 £ 0.6% 21,3 +024 20404 0.001 0016 0.843
Liver (% BW) 4.32 £ 0.05 3.BR + 0.10%% 4.50 = 0.07 4.50 + 0.21 0.007 0109 0.102
Mesenteric fat
(% BW) I8+ 008 082 *+0114% 202+0.00 1.85 +0.08 0.001 0012 0.291
Inguinal fat
(% BW) 041 =004  0.59 = 0.08*% 062+ 008 102 x0.11 0.001 0,003 0.197
iBAT (% BW) 018 £ 001 0.23 +0.02% 0.18 002  0.24 +0.01% 1.000 0.004 1.000

Walues are means * SE; p values are from two-way ANOVA.

Significantly different from the other group of the same treatment: * p =2 0.01, ¥ p < 0.001.
Significantly different from the other group of the same strain: § p < 0.05.

BW. body weight: iBAT, interscapular brown adipose tissue.

interaction. LOU rats displayed lower relative mesenteric
fat weight, and COLD reduced relative mesenteric fat
weight.

Strain (p =< 0.001) and treatment (p < 0.01 ) main effects
were significant for relative inguinal fat weight, without
interaction. LOU rats displayed lower relative inguinal fat
weight, and COLD increased relative inguinal fat weight.

A treatment (p <2 0.01) main effect was significant for
relative brown adipose tissue weight. COLD increased rel-
ative brown adipose tissue weight.

Discussion

These results showed large differences in nutritional
characteristics and fat storage capacity between LOU and
F344 rat strains and showed why these two inbred rat strains
should be of interest as models for the study of genetic
components involved in resistance to obesity.

The main observation was that, when fed the different
diets (chow, OCC, LARD, self-selected), LOU rats always
showed a lower body weight gain than F344 rats, despite an
equivalent or even higher caloric intake. The body weight
difference was explained mainly by a percentage of fat two
times lower in LOU rats. Feed efficiency was higher in
males than in females, the sex difference being larger in the
F344 strain. Previous studies with the LOU rat have shown
that this strain ingests fewer calories than the Wistar strain
{7.15), and these results show the relevance of using LOU
and F344 rats as contrasting strains for further genetic
studies. A striking result of this study is the larger difference
in feed efficiency between the two strains when offered a

self-selection diet compared with a chow diet. In both sexes,
self-selection of macronutrients resulted in a lower feed
efficiency in LOU rats, and the reverse was true for Fid44
rats, thereby increasing the difference between the two
strains. Moreover, when fed hypercaloric diets, both strains
increased caloric intake with the energy value of diets, and,
in addition, F344 rats also increased the amount of mesen-
teric fat with increasing caloric intake. This is a further
illustration of resistance to obesity in the LOU strain, which
has already been described in aging rats ( 10).
Understanding the origin of these nutritional differences
and their consequences on body composition will require
further studies. Both male and female LOU rats exhibited a
lower body weight and percentage of skin, together with a
higher percentage of carcass weight. This might be a source
of differential energy expenditure between the two strains
because of increased protein synthesis, muscular activity,
andfor glycogen storage. The lower feed efficiency mea-
sured in LOU rats together with a lower amount of fat tissue
also suggests that there is an increased loss of energy by
thermogenesis in this strain. No difference between strains
was found in the relative weight of brown adipose tissue,
which 1s known to increase energy expenditure by heat
dissipation { 16), but further functional studies will be nec-
essary to discard this hypothesis. Finally, the bigger liver of
F344 rats could be the result of a higher triglyceride storage
linked to their insulin resistance (12). We also observed a
differential regulation of white adipose tissues in F344 rats
between the intraabdominal (mesenteric) and subcutanecus
(inguinal} fat compartments. Indeed, inguinal fat seemed
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insensitive to the increase of caloric intake compared with
mesenteric fat. Regional differences in the binding of hor-
mone to receptors (such as glucocorticoid receptors) (17) or
selective innervation (18) might be involved in the tissue-
specific variation of fat storage. Finally, when energy ex-
penditure is increased (COLD), LOU and F244 rats seem to
use distinct regulatory pathways. In a cold environment, rats
increase nonshivering thermogenesis by the brown adipose
tissue (19) and also increase their caloric intake (20). In-
deed, in a cold environment, hoth LOU and F344 rats
displayed an increased percentage of brown adipose tissue
compared with control groups, together with a higher ca-
loric intake. However, LOU rats did not manage to maintain
their body weight because of a lower feed efficiency in both
CTL and COLD treatments compared with F344 rats.

Conclusion and Perspectives

LOU rats have more carcass and less fat weight than
F344 rats, despite a higher amount of food intake. Further-
more, the lower feed efficiency of LOU rats is further
decreased by self-selection of macronutrients, contrary to
F344 rats, which increase their feed efficiency. This shows
that the strain difference is not caused by specific needs of
the Lou rat that would not be fulfilled by the chow. LOU
rats are also resistant to diet-induced obesity, and feed
efficlency cannot be improved in the case of energy mobi-
lization, such as during cold exposure. The results of these
experiments show robust nutritional differences between the
LOU rat, a lean strain with a low feed efficiency and
resistant to diet-induced obesity, and the F344 rat strain.
These strains are, therefore, suited for further study of the
pathophysiclogical mechanisms and molecular genetic
bases of resistance to obesity.
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Albstract

This study aimed to compare energy balance, metabolic profiles and body composition between two inbred strains of rats (F344 and Lou)
submitied to a sel Fselecting macronutrient. During the 3 weeks of experiment, the two strains did not differ significantly for their otal energy
intake; males: F344=5875.4+ 171 4 kJ, Lou=5619.2+ 3494 kJ; and females: F344=4058 81187 kJ, Lou=3864 4166 4 kI. However, F344
rats showed a higher weight pain, and percentage of total fat tissue, together with a lower percentage of carcass weight than Lou rats regardless of
sex. The percentages of each macronutrient revealed a lower preference of protein for F344 males and the opposite in females for CHO. The
thermogenic activity measured in interscapular brown adipose tissue was lower in Fischer than in Lou while the reverse was observed for
leptinemia and insulinemia,

These results indicate that the mechanism mesponsible for the regulation of body composition observed in Lou rats takes place very early in life

and attest the interest in this strain for smdying the featires of resistance to obesity,

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywards: Food choice; Body composition; WAT; BAT, Thermogenesis

1. Introduction

Obesity is characterized by a positive energy balance and is
associated with several metabolic disturbances constituting one
of the most prevalent risk factors for commaon chronic diseases
in the Western world. No efficacious long-term treatment has
vet been identified to permmently decrease excess weight.
There are a number of metabolic factors that tend to drive post-
obese individuals back to their previous high body weight [1].
However, it 15 well known that obesity has often a genetic
background m humans and rodents. In fact. some strams of
rats, for example Fischer F344 (F344) rats, have a high trend to
become obese, while other strains are resistant to obesity, for
example Low/C (Lou) rats.

* Corresponding authaor.
E-mail address: larueachi@inapg fr (C. Larse-Achagiotis).

0031 -9384% - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
dioiz 1010 16/ physheh 2005 09014

In a previous study [2] it was observed that F344 rats et
quickly obese with age, while Lou rats, originatng from a
Wistar strain, are resistant to obesity. Lou rats gained less
weight than F344 for both sexes and had different food choice
preferences. Few studies have explored the origin of obesity
resistance of Lou rats, and the mechanism underlyimg this
resistance is not yet fully clanfied.

It was then of particular interest to examine these two strains
when presented a self-selecting macronutrient diet at a young
age, in order to examimne if obesity resulted from the difference
of macronutrient selection and energy expenditure. Several
hormones can affect both energy expenditure and fat mass,
among which are insulin and leptin. Insulin is considered as an
adiposity signal. Its plasma concentration is associated with the
amount of fat stores [3.4]; insulin receptors are expressed in the
bram, especially in the paraventricular nuclel mvolved in the
control of energy [5.6]. Leptin, secreted by white adipocytes,
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provides feedback mformation on the lipid stores towards the
hypothalamus. Leptin contributes to the regulation of both food
mtake and energy expenditure [7.8]. The plasma leptin
concentration 15 directly related to body fat mass [9.10].
Moreover, it has been observed that Lou rats exhibit a
particular preference for fat at the expense of carbohydrate
during aging [11]. A previous work in our laboratory showed
the same trend i Wistar rats as soon as 13 weeks of age [12].
The purpose of the present study, therefore, was to compare
food mtakes, body composition, energy expenditure and
metabolic profiles (insulin and leptn) between two inbred
genetically homogenous strams of male and female rats (F344
rats prone to obesity and Lou rats resistant to obesity), 8 to 12
weeks of age, submitted to a self-selecting macronutrient diet.

2. Methods
2.1, Animals

Experiments were carried out in accordance to the European
guidelines for the care of vertebrate laboratory animals. Two
mhred strains of rats were used: Lou rats [n=16; 8 males and
8 females (Harlan, France)] and F344 rats [#=16; 8 males and
8 females (IFFA Credo, France)]. They were 8 weeks of age at
arrival m the laboratory. Rats were housed mdividually in
stamless steel cages and mamtained m temperature-controlled
room (2241 C) with a 12:12 h light—dark cycle (hght on
10:00 am). Food and water were available ad libitum in their
cages. The rats were provided with separate sources of the three
macronutrients, protein, fat and carbohydrate (CHO), supple-
mented with vitamins, minerals and fibers,

2.2, Diets

The protein diet (metabolizable energy=16.3 kl/g) was
composed of 90.27% total milk proteins (Nutrinov, Rennes,
France). The fat diet (31.8 kl/g) contamed 36% lard and
54.27% soybean oil. The carbohydrate (CHO) diet (15 .46 kl/g)
consisted of 80.27% pregelatinized cornstarch and 10%
commercial sucrose. Each diet contained 3.5% minerals (AIN
93-Mx, ICN Pharmaceuticals; Orsay, France), 1% vitamins
(AIN 93-Vx, ICN Pharmaceuticals; Orsay, France), 5% alpha-
cellulose (Alphacel, ICN Pharmaceuticals, Orsay, France) and
0.23%, choline bitartrate. The protein and carbohydrate diets
were in powdered form while the fat diet was in paste form. All
diets were prepared m the laboratory.

2.3, Procedure

In the stanless steel cages, the three diets were placed
separated food cups anchored on three of the four sides of the
cage. After 1 week of habituation to the self-selection regimen,
food intake and body weight were measured daily duning 3
weeks at 10:00 am, and fresh diets were provided at this time.
The positions of the food cups were randomly modified
everyday to avoid diet selection due to position preferences.
Although spillage was minimal, when it did occur, the food lost

from stainless steel holders was collected and added to the total
not consumed.

At the end of the experiment, after one nmight of food
deprivation, the rats were anesthetized with pentobarbital (50
mg/kg BW Lp injection) and heparinized ( 100 U heparm/100 g
BW). Blood samples were collected from the inferior vein
cava, centrifuged, and then the plasma was frozen at — 20 °C
for subsequent msulin and leptin assays.

The body composition was determined: four depots of white
adipose tissue (WAT) perigonadeal retropentoneal, mesenteric
and subcutaneous tissues were removed and weighed; the liver,
spleen, heart, thymus, kidneys and surrenal glands, and carcass
(muscles+skeleton, without head, legs and tail) were also
weighed.

Interscapular brown adipose tissue (IBAT) was rapidly
dissected out, weighed and uwsed for expenments. IBAT
mitochondria were prepared according to the method of
Cammon and Lindberg [13]. Oxygen uptake was measured
polographically with a Clark-type electrode and membrane
potential with a laboratory constructed with tetraphenylpho-
sphonium (TPP+) selective electrode. Values of membrane
potential were plotted agamst values of respiration rate that was
modulated by a-glycerophosphate substrate concentration [ 14].
The IBAT mitochondnal protein yield was determmed by
spectrophotometric assay of the mitochondral marker cyto-
chrome c-pxidase in the homogenate and in the purified
mitochondrial fraction [15], and was expressed in mg
mitochondrial protein per IBAT.

Plasma msulin concentrations were determined using rat
imsulin RIA kit (Imit of sensibility =04 pU/ml) produced by
Diasorin Insik (Antony, France). Plasma leptin concentrations
were determmed using rat leptin R1A kit (Iimit of sensibili-
ty=0.5 ng/ml) produced by Linco Research (5t. Charles, MO,
USA).

2.4. Data analysis

All results were expressed as meanst S E.M. Weight gain and
food intake duning the expenment were recorded and expressed
in terms of total week and total 3-week intakes. Intakes were also
expressed as a percentage of the total intake; these values
represent the rats’ relative preferences for each of the three
macronurients. Differences in food choice and body composi-
tion between the two strains for each sex were tested using
Student’s f-test. The evolution of food intake during the 3 weeks
of experimentation was analyzed using ANOWVA repeated
measures. (Statistical Analysis System (SAS) version 6.11,
Cary, NC, USA). When appropriate, a post-hoc Tukey’s HSD
was used to compare between-group means when the ANOVA
test was significant. Statistical significance was set at F<0.05

3. Results
3.1. Energy intakes

The total energy intake during the 3 weeks of experiment
was not significantly different in both sexes; males,
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Table I
Protein, fat, carbohydrte (CHOY), total energy intakes (k1), and food efficiency
(FE, BWG in mgtoal k] ingesed)for 3 weeks

Weeks Males Females
Fischer Lou Fischer Lou

1 Protein 6290043897 973.1463.1™ 35074305 SM4.94677¢
Fat 22041009 46504699  ISTDHA14 5656401
CHO 61954910 S42141104 53554426 4723+25%%
Total  TETO0I464.8" (98514895 1243 14481 1655.7+564"

2 Protein 77544439 EIS6451E™  34TA4300  426.8+589
Fat STEA+TA4 41974736 0704560 430014389
CHOO SES6497.0  SI6348TE  6659+4447  4356+350°
Total 1937 H+TH6" ITH] S4585 1410344107 1292.5+456"

3 Protein 72004314 E3524284%  334E43089 4254686
Fat TITIHOE6  AOHELY ADLIHA60 42134560
CHO 61994961 SE194840 66024364  4314+5581°%
Total 2067E+686% (45304207 457516 127784686

Protein 21255497 8 2634.7+125.0" 10325+84.0 1357241873
Fat 1925342671 1324642495 11554+134.6 1417.0+1195
CHO 1EM64269.6 1659942629 TETLO+110.4 13209+ 107.8°
Total  SETS 441714 5619243404 J0SEELI1ET JE64.44166.4
FE 154401 0B +0.1* 0.9440.1 0454001

Total

Mcans in a same column for cach macromtrient without a commen letter differ,
P=045 between the 3 weeks.
* n<{.05, significant difference between Lou and Fi44 {Student’s r-test).

F344=58754+1714 K and Lou=356192+3404 kI and
females, F344 =4058.8+ 1 18.7 k) and Lou=3864 4+ 1664 k1.
When energy was expressed in kJ/100 g of body weight. the
vahuies were very identical: males, F344=2124.9456.8 keal
and Lou=22489+34.01 kecal; and females, F344=242041
60,1 keal and Lou=25053+19.1 kcal.

120
Energy
intake (%)
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ANOVA repeated measures were performed on each
macronutrient mtake for both stmins and sexes during the
3 expenmental weeks, As regarding the three macronutrient
mtakes (Table 1), it revealed that male and female Lou rats
exhibited a sigmificant higher protein intake as compared to
F344 rats [strain effect, p=0.006; strainx time effect,
p=0.0001], whercas no strain difference was found between
F344 and Lou for CHO and fat miakes. Female F344 rats
igested more CHO as compared to Lou rats [strain effect,
p=0.004; strain = time effect. p=0003], while fat and
protein intakes were significantly lower in F344 than in
Lou rats [strain = tme, p<0.002; and time cffect. p=0.05,
respectively].

In F344 males, Tukey's test revealed a significant higher
protein intake during the 2nd week and 3rd week and a lower
intake for Lou mats in the same weeks. On the other hand, no
difference for protemn, fat md CHO intakes between the 3
experimental weeks was found in female strams. The total
energy intake was higher during the 2nd and 3rd weeks for
F344 female (p<0.05) and during the 1st week for Lou female
rats ( p=<0.01)

Percentages of each macronutrient intake (Fig. 1) were
calculated as the relative amount of calories provided by each
macronutricnt source against the total calores ingested, The
percentage for the 3 weeks show that F344 males and fomales
ingested less profeins than Lou, but these differences were
significant only for males. CHO was significantly preferred in
F344 females ( P<0.001), while fat was identically mgested in
both sexes for the two stains.

[@CHO
O Fat
O Prot

Females

Flda Lou

F344 Lou

Fig. |. Percentage of macronutrient ntakes in Lou and F344 mis ie. the relative amount of energy (k1) provided by protein (Prot), fat {Fat) and cathohydmate (CHO)
Within the same sex, bars labeled with different letters are statistically different ( p <0.05, Student’s t-test).
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Tahle 2
Body composition, leptinemia and insulinemia of 12-week-old Lou and F344
rats

Males Females
Fischer Lon Fischer Loun
(n=K) {n=§) {n=%) (r=8§)
Iritial body [92.05+6 53 179204491 131532292 127.5045.06
weight (g)
Final body TT2HRATT 250 204 6,60 167694232 165672702
weight {g)
BWG (final — initinl) 83204540 66.79:44.39% 35864274 6914241
Carcass {g) 3783 +374 136114469 E4E1+41.34  BE64+320
Carcass'BW (%) 497840697 55134069 50.58+048% S3.690+1.02
WAT (g)
Mesenteric S644032% 1I04007 296006 2E44031
Perigonadoneal 6720465 301:0.23 571:034%  190+062
Refroperitoneal 6U24+0,54*% 2814004  2EILOIS  L15+026
Subeutancous 12534032% 6564069 6714040 3424027
Total WAT ILEDL2.29% 15684080 [8211091% 12314120
WAT carass (%) 2304 1.61% 11494079 21.45+09% 13764107
BAT {g)
Interscapular 05240065 0374003 044002 037+004
Perirenal O66+0,12% 0354004 0344003 037003
Total BAT LEH0IT* 0726004 Q794004 0744004
BAT/camass (%) OET+0,15* 0524003 0931005  0.84:+005
Heart {g) 0784007 0844005 0554002 056+002
Spleen (g) 064+0.02% 0434004 0514002%  038+002
Liver(g) 0924041% THEH034  S69L015 5254024
Leptinemia {ng/mll  L64+0.04% 1264003  L56+003% 274004
Insulinemia 435.44396% MBS0 29174398% 16674136
{pmol/ml)

BW=body weight; BWG=body weight gain; WAT =white adipose tissue;
BAT=hmown adipose tksue; carcass= nmscles +skeleton.

* P=L.05, significant difference between Lou and F344 rats within the same
BEX.

3.2, Food efficiency

Food efficiency is represented by the ratio of the body
weight gain (BWG) expressed m mg by the total energy (k1)
intake duning the same pertod, thus BWG obtamed with | kJ.
In both sexes. the food efficiency was significantly higher n
F344 than in Lou rats (Swudent’s r-test, p<0.01) durmg the
whole expeniment (Table 2).

3.3. Body weight

The first week represented the habituation to the self-
selecting diet. At ther amval, the two strams had wdentical
body weight m both sexes. After 3 expenmental weeks. F344
male rats presented a significant higher body weight than Lou
male rats (p=<005 Table 2): §5.2%55 g for F344 and
66.8+4.4 g for Lou mats; while in females, no difference was
found between F344 and Lou rats durmg the 3 weeks: Fi44
gained 35.842.7 g and Lou 3694 2.4 g (ns).

3.4. Body composition and metabolic profiles (Table 2}
At the end of the expenment, F344 male rats had a

significantly higher body weight than Lou males. but fermales
had 1dentical body weights. The carcass (muscles +skeleton)

mass did not differ between stmins for both sexes. But when
expressed as the percentage of total body weight, carcass of
F344 rats was significantly bower than that of Lou rats for both
sexes, Fat pads exhibited the most striking weight differences.
F344 rats had more retropentoneal, perigonadoneal, and
subcutancous white adipose tissues (p<0.05) regardless of
the sex. The mesenteric white adipose tissue was significantly
higher in F344 than in Lou males. As for the other fissues, we
noted that n males. F344 rats had a higher weight for spleen,
liver and BAT; while in females, only spleen was heavier for
F344.

Plasma insulin levels in both sexes were significantly
(p=0.05) higher m F344 than m Lon mats. As for msulin,
plasma leptin levels were significantly (p<0.05) higher in
F344 than m Lou rats (Table 2).

3.5, Thermogenesis

Fig. 2 shows the reationship between the respiratory rate
and membrane potential. For all groups proton conductance
appeared to be dependent on membrane potential and high
potential membrane values were enhanced. Experiment using
GDP, which mhibits the uncoupling protein-1 (UCP-1}),
allowing the observation of respiratory rate in relation to
membrane potential without the UCP-1 actvity, showed that,
as expected, there was no difference between F344 and Lou
rats. Without GDP, companson of force—flux relationships

Respiratory rate
o —&— Male Lou

= =& = Female Lou
—_—— GOFP *

g | = == = Female Fischer 1

: T

——#— Male Fischer T [

1]

410

20

] T

0 20 40 &0 80 100 120 140 180 180
Membrane potential (mV)

Fig. 2. Representative varations of respimiory mte {oopressed in nmol oxygen
per minute per mg mitochondral proteins) with membrane potental (mV) in
interscapular BAT mitochondria of Lou and F344 mts, *p<0.05, significant
difference between Lou and Fischer female; *p<0.05, significant difference
betweon Lou and Fischer males.
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showed that. over the whole range of membrane potential, the
respiratory rate and thus proton conductance was higher in Lou
rats, both males and females, than in F344 rats, indicating a
significant specific stimulation of BAT mitochondria thermo-
genic activity m Lou rats due to the enhanced UCP-1 activity.
Moreover, the IBAT mitochondnal protein yield was slightly
increased in Lou rats of both sexes: males, F344=10.0£0.6 mg
andLou=13220.6 mg(p<0.01); and females, F344=11.120.5
mg and Lou=13.5104 mg (p<0.01). Both results indicated
enhanced BAT thermogenesis in the Lou stram.

4. Discussion

The present results showed large differences m feeding
behavior, metabolic characteristics and body composition
between F344 and Lou rat strains and illustrated the relevance
of the Lou stram as a model of obesity resistance. It has been
reported that Lou rats exhibit a spontaneous 40% reduction of
caloric intake resulting m a reduced growth rate and no
development of obesity with age [16.17]. Comparisons of the
present data on food intake in F344 and Lou rats during a 3-
week observation (weeks 10-11-12 of age) revealed no
significant difference in total energy intake but therr food
choice was not the same. However, the F344 rats were fatter
than Lou rats, as observed by Héliés et al. [2] 10 wecks later.
This suggests that the mechanism responsible for the
regulation of the body composition in Lou rats takes place
very early m life. Although 1t 15 now well established that
Lou rats exhibit a spontaneous reduction in growth rate
[16.17], direct comparisons of changes m body weight at a
younger age between F344 rats and their Lou counterparts
have never been reported. Owr results showed that the two
strains of rats did not answer identically, despite having the
same energy intake. In rats prone to obesity (F344), increase
in body weight was the result of an increase in fat pads while
the opposite results were found in rats resistant to obesity
(Lou), i.e. an increase in carcass (muscles+skeleton), which
can be explained by the high protein intake in Lou rats as
reported by Lacrom et al. [18].

One of the mamn findings of this study was that several
charactenistics of body composition were different bebween
F344 and Lou rats, although total energy intake through the 3
weeks of experiment was identical. The most striking feature of
these differences in body composition was that the weight of
total white adipose tissue was much more higher in F344 than
Lou rats. Indeed, the weight of white adipose tissue, especially
the weight of retroperitoneal white adipose tissue, whose
growth is correlated with the accretion of body lipid [19], are
markedly higher in F344 rats compared to Lou. The low fat
mass m Lou rats could be partly explamed by the higher energy
expenditure noticed. This finding suggests an increased
maobilization of metabolic substrates, which allow an increased
energy expenditure and finally a reduced fat mass.

The intrascapular brown adipose tissue 15 specialized mn heat
production and the sympathetic nervous system 1s the major
effector of thermogenesis through the release of noradrenaline
from nerve endings present in both wessels and adipocytes
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[20,21]. In brown adipose tissue, noradrenaline activates
profiferation [22,23] mainly through pereceptors, and induces
the UCP-1 expression [24]. UCP-1 uncouples the mitochon-
dnal respiratory cham from oxidative phosphorylation so that
energy, instead of being used for ATP production, is dissipated
as heat. Genetically, Zucker or glitamate-induced obese rats
show a reduced activity of the sympathetic nervous system,
which participates in the reduced thermogenic function of
interscapular brown adipose tissue and in this way contributes
to the development of obesity [25-27]. Thus, the enhanced
respiratory  rate with membrane potential in mitochondrial
IBAT of Lou rats could lead to a change in the thermogenic
capacity partly accounting for the higher resting metabolism
observed m this stram [28]. The lower food efficiency
measured m Lou rats together with a low amount of fat tissue
also suggested an mereased loss of energy by thermogenesis in
this strain. Compared to F344 rats, there was no difference in
food mtake expressed per 100 g of body weight, this attests a
better general metabolic rate of Lou rats than F344. The higher
plasma leptin levels in F344 together with the high WAT could
be possibly due to a tendeney of leptin resistance. In fact, leptin
plays a role in the regulation of feeding by inhibitng appetite
but also enhances energy expenditure by stimulating lipolysis
in white adipose tissue [29]. In rats, insulm stimulates leptin
secretion [30-32], whereas leptin suppresses the secretion of
insuln from pancreatic islet cells. The high plasma msulin
levels associated with the high levels of leptin noticed in F344
rats confirmed the proneness of leptin resistance in this strain.
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Etude 3 : Processus de régulation et d’adaptation au stressMise
en application a I'étude de l'effet d’'un aliment factionnel sur le

stress
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Introduction

De nombreux facteurs nutritionnels sont impliquéngsd le processus de régulation et
d’adaptation au stress par I'organisme.

Les protéines plus particulierement les acides émipuent un réle privilégié dans ce
processus en intervenant directement sur la réguolatles neuromédiateurs centraux
impliqués dans le stress. Plusieurs mécanismetiatissont évoqués :

- certains acides aminés sont a I'origine de layoithése des neuromédiateurs : la tyrosine et
la phénylalanine précurseurs des catécholaminegaidime et Noradrénaline), et le
tryptophane pour les indolamines (Sérotonine). xilste un lien direct entre les apports
nutritionnels et la biosynthése de ces neuromédigte

- certains peptides, issus du catabolisme digdssfprotéines ou directement présents dans
les protéines natives peuvent aussi avoir une radaticecte sur les centres régulateurs du
systéme nerveux central impliqgués dans le streamiRces peptides, il existe des peptides a
activité¢ opioide comme la lactomorphine et la casghine et des peptides a activité
GABAergique ou modulateurs de I'activité sérotongue.

En application clinique, pour corriger le désédudi des neuromédiateurs induits par le
stress, un apport de tyrosine est préconisé afimaiatenir un taux optimal de dopamine,
souvent altéré par les réactions adrénergiquesresssvia la tyrosine-amino-transférase dont
I'activité est accrue.

Il existe aussi des effets anxiolytiques, adaptegest antistressogenes des peptides tels que
I’ a-lactorphine et le décapeptide SRdu F200 du petit lait.

Certains acides gras polyinsaturés particuliereni@rgérie n-3 jouent eux aussi un réle
important dans le processus d’adaptation et ddatgn du stress. C’est ainsi que Delarue J
et coll. [247], ont montré que dans le cas d’'uesstrmental, une supplémentation en acides
gras de la série n-3 entrainait une diminutionifigative des taux d’adrénaline, de cortisol.
lIs concluaient que la supplémentation en acidas de la série n-3 réduisait la stimulation
surrénalienne au cours du stress mental.

Des extraits de levure semblent aussi avoir urt affg-stress observé sur différents animaux
d’élevage (porc, volaille). Cet effet n'est cepeamtdpas objectivé par des études précises de
stress. Les mécanismes d’action et le(s) pringj@efsf(s) impliqué(s) ne sont pas connus.
L’objectif de ce projet se propose de confirmer auentuel effet anti-stress d’extraits de
levure sur le modéle du rat soumis a un stress.

L’effet anti-stress a été évalué (1) par I'étudepdeametres comportementaux, comme la
prise alimentaire et le niveau d’anxiété (test ofield) ; (2) par la mesure de parametres

121



physiologiques comme les concentrations de cottcose et d’ACTH. Si cet effet est
confirmé, ce modéle pourra étre utilisé pour apprdir les mécanismes de cette activité et

identifier le(s) principe(s) actif(s).

1 Matériel et méthodes

1.1 Animaux, alimentation et complémentation

L’étude est réalisée sur des rats males Wistar@ndise en 6 groupes de 8 rats.

A leur arrivée les rats sont hébergés en cage ithablle et acclimatés aux conditions de
température (22+1°C) et de cycle inversé jour/@dit12h avec début de nuit a 10h. Les rats
recoivent I'eau et une alimentation standard PaBléau) a volonté. lls sont pesés tous les
jours et leur prise alimentaire est mesurée tdete8 heures. La ligne de base est établie, elle
est représentée par les 2 derniers jours avatreless

Aprés deux semaines d’habituation au cycle invetséu régime P14, les rats recoivent,
pendant 5 jours, avant le stress, puis pendant3lgsurs de stress, a 9h30 une dose
quotidienne orale (par gavage) de 0,2 ml contefiextrait de levure (L) a la dosde O
mg/kg (témoin),50 mg/kg 100 mg/kg et150 mg/kg,selon le groupe. Un®2yroupe de rats
témoins, positif regoit par injection intrapéritahe (10 mg/kg) une molécule active de
référence(valium, diazepam). Les résultats seront comparés a Grg@®upe témoin sans

stress.
Groupe Témoin Stress 3 jours

T LO L50 L100 L150
Dose extrait 0 mg/kg** 50 mg/kg** 100 mg/kg** 158g/kg**
Effectif 8 8 8 8 8
Temps (sem) 3 3 3 3 3

Tableau : Répartition des groupes selon la dose d’extratministration par voie orale.
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1.2Procédure expérimentale

1.2.1 Procédure d’'application des conditions de stress

Nous avons choisi de soumettre les rats a un sargsg15mn de nage dans un bac rempli au
¥ avec de 'eau tiede, 37° environ, pendant timisg conseécutifs). Ce protocole a été validé
dans I'étude 1 et montre que la diminution de lagpalimentaire est significative durant les 3
premiéres heures apres le stress appliqué en débutit. Ces résultats ont été confirmés par

d’autres études utilisant des stress différent§,[184, 200].

1.2.2 Protocole suivi

Excepté le groupe témoin, tous les groupes ont faiprocédure suivante, en raison d'un
groupe toutes les 2 semaines. Nous avons évallgord’d’effet du stress sur la prise
alimentaire.

- Au cours dul® jour de stress, la prise alimentaire est mesurée ttegesheures,

- Au 2° jour de stress, les rats subissent d’abord undestenfield, dispositif permettant
d’évaluer le niveau d’anxiété pendant 5 minutess jils sont replacés dans les cages pour
mesurer a nouveau la prise alimentaire.

-Au 3% jour les rats sont sacrifiés a la guillotine juste apegstress, du sang est recueilli puis
centrifugé et le plasma est conservé a —20°C afimdsurer les marqueurs biologigques du

stress (corticostérone et ACTH)

JO (arrivée) J8 J9 J10 Jir - J12

'

Habituation + gavage selon la dose

S3 et sacrifice

S2 : open field et mesure de PA

S1 et mesure de PA

1.2.3 Test du niveau d’anxiété des animaux

Pour tester le niveau d’anxiété, un dispositif st tdu stress en open field a été utilisé. Il

s’agit d’'une enceinte cylindrique en matiere ptasti sombre ouverte en haut, a fond
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eégalement sombre avec une pastille blanche enqlastollée au centre. Tous les rats sont
testés entre 10h et 11h. Un par un, les rats spus@s au centre de I'enceinte cylindrique, au
niveau de la zone claire et considérée comme aecrguis ils sont ainsi laissés dans cette
enceinte, au calme, pendant 5 minutes ; ils sbné# pendant toute cette période. Différents
parametres sont mesurés lors du dépouillementidéss; ce qui permet d’évaluer le niveau
d’anxiété des animaux : nombre de zones périphgsitnaversées, nombre de redressements,
nombre de traversées de la case centrale, duréeséppmir dans la case centrale,

mixion/défécation, nombres de toilettages du mu$248i.
1.2.4 Dispositif du test de stress en openfield

Vue de profil : Vue d'en haut :

Plastique de
couleur sombre

&
d_ ==

d »
] L

D=125cm

AN
H=60 cm '

Figure 17: Schémas du dispositif de I'open field

2 Analyses statistiques :

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Ise @limentaire, le gain de poids de
chaque rat sont comparés aux valeurs de leur pilgpre de base. Ces facteurs ont été
analysés a partir de I'analyse de variance ANOVA-omy avec stress et dose comme
facteurs. Aprés une différence statistique, la canaigon post-hoc sur les moyennes est
effectuée en utilisant le test de Tuckey. Le nivdamxiété est aussi analysé par ANOVA. La

différence significative est retenue avec p <0.05.
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3 Résultats

Nous avons décidé de ne pas présenter le group&pdian dans les résultats car, d’'une part, il
a été traité differemment (injection intrapéritoleéalors que les autres groupes ont recu le
produit par voie orale ce qui constitue un biaissdée protocole) et d’autre part, la dose
utilisée, probablement trop élevée, a entrainé wampeur des rats de ce groupe dans
I'openfield .

3.1Evolution relative du poids des animaux (%)

Groupes Base Stress p

0mg/kg (stressés) 100 78.0+8.2 0.04
50mg/kg 100 104.5 £ 13.3 0.78
100mg/kg 100 93.4+10.3 0.60
150mg/kg 100 84.0+5.3 0.07
Témoins 100 101.6 £9.2 0.89

Dans ce tableau, nous constatons que les group@s$ cu le produit ainsi que le groupe
témoin, ne présentent aucune variation signifieativ gain de poids aprés le stress comparé a
la base. Par contre le groupe recevamtosezéro manifeste une diminution significative du
gain de poid¢-22%) apres le stress.

Ces résultats montrent que le produit a un effetegteur sur la diminution du gain de poids

induite par le stress.

3.2La prise alimentaire

Dose 0 (eau)
*

Témoins non stressés

7:91
44 6.33 5.80 o | 6:38 7:24

w
N w e (52}
M M M

i
L

Base S1 S2 Base sans S1 Sans S2

a-Dose O:effet significatif du stress sur la PA (p<0.0%)} pas de diminution de la PA
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Dose 50mg/kg Dose 100mg/kg
9 70 ]_ 9 70 -
6.0 ]_ 6.0 4
6.19 b '|'
5.0 4 5.0 4 '|'
5.36 T
4.0 4 4.0 4
456 4.45 92
3.0 4 3.0
2.0 1 2.0 4
1.0 4 1.0 4
0.0 T T ) 0.0 T
Base S1 S2 Base S1 S2

c- Dose 50: pas d’effet du stress sur la Pé- Dose 100 : pas d’effet du stress sur la PA

Dose 150mg/kg

7.0

6.0 - ]-

5.0

5.40 5.86 5.21

4.0 4

3.0 4

2.0

1.0

0.0

Base S1 S2

e-Dose 150 : aucun effet stress sur la PA

S1: 1% jour de stressS2 2°jour de stress

Figure 18: figures (a-e) représentatifs de la consommatibmentaire des 3 premiéres
heures.

Le stress ne modifie pas la prise alimentaire désiel que soit le groupe considéré.

En observant la prise alimentaire mesurée toute8 leeures, on constate que seul le groupe
qui n'a pas recu le produit (groupe Omg/kg) a rédida PA comparée a la base, en
conséguence du stress subi. Les autres groupesdifiemt pas leur prise alimentaire.

Aucune différence n'a été observée entre les diffias doses de produit comparées entre
elles.

Etant donné que c'est au® Jour du stress qu'on a une diminution significativia

comparaison entre les groupes a l'aide d’'une ANQ¥Aalyse multiple range) montre une
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différence significative de tous les groupes pppoat au groupe ne recevant pas le produit (0

mg/kg).
3.3Parameétres d’anxiété

La réponse au stress suivant les groupes a égaletierévaluée par I'étude de certains
parametres comportementaux dans le dispositifrdessbpenfield. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau suivant.

Groupes Témoin Omg/kg |50mg/kg |100mg/kg |150mg/kg

Temps de séjour ad2.6+3.3 [6.5+1.4°/9.7+1.3° |10.2+3.5 [19.5+35
centre (secondes)

Nombre de traversé8.2 +0.6 3.2+0.8] 3.6+0.5 25+0.5 4.8 +0.52

de la case centrale

Nombre total de cased47.7 +4.5 | 55.0+4.8 51.8+3.7 42.7+4.2 58.2203

traversées

Sur une méme ligne, les moyennes avec des lefstsctes sont significativement différentes.

Tout d’abord, on ne note aucune variation signifieadu nombre de cases traversées, ce qui
montre que ni le stress appliqué, ni la compléniemtan’ont eu d’effet sur le comportement
locomoteur.

Le parametre le plus intéressant estelmps de séjour dans la case centraleonsidérée
comme aversive. Nos résultats montrent que segidepe Omg est resté significativement
moins longtemps dans la case centrale que le gnoopestressé. On peut y voir le signe de
I'effet du stress sur les animaux témoins stress@gcevant pas le produit (groupe 0 mg/kg) :
ils sont donc, plus anxieux. Le plus grand efféteaobservé avec la dose 150mg.

Par contre, on ne constate pas de difféerence &grgroupes complémentés stressés et le
groupe témoin non stressé. D’aprés ce critére,eom gonclure que ce produit a un effet anti-
stress.
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3.4 Parametres biologiques :

Témoin Omg/kg
Groupes ) 50mg/kg  100mg/kg 150mg/kg
(stresses)
ACTH (ng/dl) 146+4.8 356+7.1 342434 474+93 235+26
Corticostérone a b c b
1.2+06 147+0% 17+02 21+03 15+0.2
(ng/di)

Taux de corticostérone et d’ACTH plasmatiqu&s une méme ligne, les moyennes avec des lettres

distinctes sont significativement différentes.

Les taux de corticostérone et d’ACTH plasmatiqued significativement plus élevés chez le
groupe 0 mg/kg stressé comparés a ceux du groupeirtéce qui atteste la validité du
protocole utilisé (effet du stress).

Par contre pour les groupes ayant recu le traitenoenn’observe pas d’effet protecteur du
produit sur ces deux marqueurs biologiques dusseese, quelle que soit la dose.

4 Conclusion de I'étude:

A partir de cette étude, nous pouvons conclure rgwee qui concerne les paramétres
comportement alimentaire et anxiété, le produinaefiet anti-stress qui s’est traduit par la
non diminution de la prise alimentaire. Nous costs, dans I'open field, une augmentation
du temps de séjour, dans la case centrale aveds#geanimaux stressés et complémentés ce
qui indique l'effet du produit sur ces paramétresgiéte.

Par contre on ne note aucun effet du produit sumarqueurs biologiques du stress mesurés
de maniére ponctuelle apres le stress (ACTH etcostirone).

Il serait donc intéressant :

- de mener une étude beaucoup plus approfondiedaffpouvoir mesurer la cinétique de ces
deux marqueurs pendant 24h en utilisant des rateye d’un cathéter cardiaque permettant
des prises de sang répétées, et de tenir comtefience du rythme circadien.

- de mesurer le CRF et le NPY au niveau centras. li@@mones contrélent a la fois la prise
alimentaire, la production d’ACTH, et celle de éowstérone et elles sont les premiéres a étre

dérégulées a la suite d’un stress.
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- de rechercher un effet du produit sur l'autrengea voie de la réponse physiologique et

neurophysiologique au stress que constituent lactuation du systéme noradrénergique

central et celle du systéme nerveux sympathiguautirait pour cela envisager des dosages
de I'adrénaline et de la noradrénaline plasmatapres le stress.

Pour la suite de cette étude qui est en coursiaetidnnement du produit en plusieurs extraits
et peptides a été effectué afin de voir s’ils amg action identique au produit standard ou bien
s’il y a une peptide ou extrait plus efficace.

Des études ultérieures sont aussi nécessairegdafomprendre les mécanismes d’action de

cette levure au niveau central sans doute.
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DISCUSSION GENERALE

Influence du stress sur le choix alimentaire

Les résultats présentés dans cette partie monttainement une différence concernant les
choix alimentaires entre les rats males et femelefge égal, les males ingerent plus de
protéines et de glucides que les femelles alord’mverse est observé pour les lipides. Ceci
est en accord avec les résultats de Jean et édli®tte étude montre, que le stress a non
seulement des effets quantitatifs mais aussi detsefualitatifs sur le choix alimentaire.

Notre modéle de stress cause une inhibition breais significative de la prise alimentaire et
du gain de poids. Les réductions du gain de poasstatées dans nos deux protocoles
expérimentaux sont comparables a celles obtenued’quatres auteurs avec comme type de
stress, I'immobilisation [249]. Dans les deux exgéces, la prise énergétique journaliere
n'est pas modifiee malgré la réduction du gain dielg Ceci suggeéere que les mécanismes
responsables de la réduction du gain de poids t®zats stressés ne dépendent pas
seulement de I'apport énergétique.

La déplétion de la prise alimentaire apres le strés lieu qu’au cours des 3 premieres heures
qui suivent, ceci a été montré par d’autres autgid4)], [166].

En ce qui concerne le choix en macronutriment, derise modele expérimental, on constate
gue les males et les femelles ne répondent pasddement apres le stress. Les deux groupes
de rats (males et femelles) réduisent leur prissrgétique durant les 3 premiéres heures
suivant le stress, par contre un rebond hyperphagést observé plus tard chez les femelles
afin de compenser I'hypophagie induite immédiatemaprés le stress. Ceci pourrait
expliquer la faible inhibition du gain de poids zHes femelles comparée a celle des males.
Chez les males la réduction concerne les 3 maaiorarits tandis que chez les femelles seule
la prise lipidique est inhibée par le stress. @ssiltats sont semblables a ceux de Wang [250]
qui n'a observé aucun effet du stress, chez les feahelles, sur les prises protéique et
glucidique. L’ingestion des glucides est moins #&#as au stress, ceci est dd
vraisemblablement & une ingestion faible de ce omatriment chez les femelles en période
basale. Ainsi cette faible ingestion de glucidespesallele a une Iégére augmentation de
consommation protéique. Il a été démontré qu'unasepiche en protéines, améliore
I'utilisation périphérique des acides aminés neugex dépens du tryptophane ce qui favorise
le passage de cet acide aminé a travers la bami&mato-méningée et facilite ainsi la
synthese de la sérotonine [188],[178]. La sérommst considérée comme étant un puissant

inhibiteur de la prise alimentaire. Plusieurs argeant montré des changements de taux de
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neuromédiateurs durant le stress. L’injection @detrde CRF et 5-HT inhibe la prise
alimentaire et celle-ci pourrait étre empéchée lparantagonistes des récepteurs de CRF
[249]. Ce qui atteste I'implication des récepteGRF dans l'induction de la diminution de la
prise alimentaire. L’activation du systeme CRF lgastress entraine aussi une augmentation
de la corticostéronémie périphérique. Les diffa@smhesures effectuées dans notre étude afin
de déterminer la cinétique de corticostérone nensaignent sur I'effet du stress concernant
cette hormone. L'augmentation de la corticostéraaéaec un pic juste apres le stress et un
retour aux valeurs basales 3 heures aprés estcerdaavec les résultats d’Armario et coll.
[200].

Dans nos deux expériences, le stress est appliqudébut de nuit et le fort taux de
corticostérone mesuré a ce moment la aprés lesstrstsen accord avec les résultats de
Rybkin et coll. [166]. La difféerence de pic de ¢oostérone entre les males et femelles apres
le stress est probablement due a la plus grandeenaldilité des femelles au stress telle que
rapportée par plusieurs études [251] [238] [239ieepourrait s’expliquer par la différence
d’hormones sexuelles particulierement [I'estradiolii ginfluence [Ilactivité de I'axe
corticotrope[204] [102].

Il existe une corrélation inverse entre la cortiécanémie et I'insulinémie. L’équilibre entre
ces deux hormones est un facteur déterminant dapsde alimentaire et dans I'utilisation
des nutriments. Ces deux hormones ont des eff@tssép sur la prise alimentaire quand elles
sont injectées dans le cerveau, et sur le choixhdesments en injection périphérique [44].
L’effet anabolique de l'insuline est altéré par fietes concentrations de corticostérone
induites par le stress. En plus du corticostérbaetivation de I'axe corticotrope par le stress
induit la sécrétion des cytokines inflammatoire§2R de la prolactine [200] et inhibe la
sécrétion des hormones de croissance. Toutes oe®ihes influencent la prise alimentaire et
le gain de poids. Ainsi les effets du stress subdnce énergétique et du gain de poids

impliqueraient I'interaction entre plusieurs sysé&nmormonaux et neuronaux.
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Variabilité génétique de I'axe corticotrope

Dans la premiere étape de cette partie nous avamparé I'activité et la réactivité de I'axe
corticotrope entre les rats Lou et F344 mélesraefies. Comparé au rat F344, le rat Lou est
caractérisé par une faible sécrétion de corticosgdurant le rythme circadien et pendant la
phase de récupération aprés un stress. Le streabatigue a été aussi mis en exergue entre
les deux souches de rats par injection d’insulirs. résultats montrent une augmentation de
la corticostéronémie chez les deux souches maisesfuplus marquée chez les F344.
L’injection d’insuline entraine une diminution da glycémie chez les deux souches mais
cette diminution est plus accentuée chez lesbmiiscomparés aux rats F344. Ceci atteste
une tendance a l'insulino-résistance décrite caeatl F344 [253].

Il a été montré que les perturbations du fonctiomeret de I'axe corticotrope joueraient un
réle « permissif » dans les troubles métaboliques & I'obésité [254]. Dans la deuxiéme
étape de cette partie nous avons essayé de mdsgralifferences nutritionnelles et
métaboliques entre les deux souches de rats LdiB44 afin de déterminer si celles-ci
pourraient étre associées a la différence de fmmeément de leur axe corticotrope.

Nos résultats montrent que le rat Lou présentadus les ages, un poids inférieur au rat F344
notamment a cause d'une adiposité faible. Les dmaches de rats ne répondent pas
identiquement, méme a prise énergétique comparélfiez les F344, l'augmentation du
poids se traduit par une augmentation de la madipewse alors chez les rats Lou elle se
traduit par une augmentation de la masse maigeei; mourrait s’expliquer par une forte
ingestion protéique observée chez le rat Lou plils@u été rapporté qu’'un régime
hyperprotéique entrainait une augmentation de lasenanaigre aux dépends de la masse
adipeuse [255]. L'activité thermogénique mesuréerpapiration mitochondriale au niveau
du tissu adipeux brun interscapulaire, supérietnez de rat Lou, ainsi qu’une faible prise
alimentaire a I'dge de 21 semaines par rapporaEi344 pourraient aussi étre a l'origine de
I'absence d’accumulation énergétique chez lesb@is Le tissu adipeux brun, spécialisé dans
la production de chaleur, est responsable de 35% 6e 'augmentation de la thermogenése.
Les adipocytes du tissu adipeux brun sont direaténmnervés par le systeme nerveux
sympathique entrainant ainsi la libération de ladénaline [256]. La noradrénaline active la
lipolyse et la thermogenese via les récept@ues-stimule ainsi I'expression d’'UCP1 qui est
une protéine découplante dans la chaine respeatoitochondriale par phosphorylation
oxydative, ainsi, I'énergie, au lieu d’étre utikséous forme d’ATP, est dissipée sous forme
de chaleur [257, 258] expliquant ainsi I'origine ltketivité thermogénique du tissu adipeux

brun.
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La faible efficacité alimentaire mesurée a I'agel@esemaines chez le rat Lou consécutive a
une adiposité faible suggére une augmentation ger® de chaleur par thermogenése chez
cette souche. Comparé au rat F344, aucune différemcla prise énergétique exprimée par
100g de PC n’a été observée, ceci atteste un nnetbeix de métabolisme général observé
chez le Lou.

En ce qui concerne l'influence des signaux d’adipdgxemple de la leptine et de l'insuline)
sur la gestion des réserves en énergie a long teseésultats montrent une leptinémie plus
élevée chez le rat F344 comparé au rat Lou. Geptinle joue un réle dans la régulation de la
prise énergétique en inhibant l'appétit mais awmsieliore la dépense énergétique par
stimulation de la lipolyse dans le tissu adipeuanbl[135]. En effet la forte adiposité notée
chez le rat F344 accompagnée d’'une leptinémie élpoérrait étre liée a une tendance a la
leptino-résistance. Chez le rat, I'insuline stimlalesécrétion de leptine [259, 260], tandis que
la leptine inhibe la sécrétion d’insuline au nivedes cellules du pancréas. Le taux éleve
d’insuline plasmatique associé a une leptinémigééleobservée chez le rat F344 confirme
une tendance a la leptino-résistance chez cetteheotomme I'ont rapporté Perrin et coll.
[261]. Pour valider cette hypothese de non dévedogmt d’'une résistance a l'insuline chez
le rat Lou, des études utilisant la technique dum@ euglycémique-hyperinsulinique seront

nécessaires.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif premier de ce travail était d’étudiemifluence du stress sur le gain de poids et sur
la prise alimentaire particulierement sur le chaixmacronutriments. Nous avons postulé que
le comportement alimentaire en réponse au stresgafovarier selon I'état nutritionnel de
I'animal. Autrement dit, nous avons voulu précidans quelle circonstance et dans quel sens
le stress pouvait influencer le comportement alimies. Pour répondre a cette question, nous
avons mené une étude sur modeéle rat soumis a detocples expérimentaux différents :
d’'une part les rats recoivent l'aliment ad-libituet d’autre part ils sont soumis a une
restriction alimentaire (2 repas par jour). Lesulidés montrent qu’'un stress aigu (15min de
nage par jour pendant 3 jours consécutifs) applejuéébut de la phase active entraine une
diminution du gain de poids journalier chez les Mdtistar males et femelles dans les deux
protocoles expérimentaux. Le stress modifie temparent le comportement alimentaire qui
se traduit par une diminution de la prise alimestdies les premieres heures apres le stress.
En ce qui concerne l'effet du stress sur le chdimentaire on note un effet sexe : chez les
males la réduction de la prise alimentaire enteipar le stress concerne les trois
macronutriments alors que chez les femelles c’@stipalement la prise lipidique qui est
affectée attestant ainsi I'effet qualitatif du sgesur la prise alimentaire. Au niveau hormonal
nos résultats montrent une augmentation de lacogtéronémie apres le stress et l'inverse
pour l'insulinémie.

Etant donné I'implication des peptides centraus tgle CRF, NPY dans la régulation de la
prise alimentaire chez le rat stressé, il seraédr@ssant d’envisager comme perspective une
étude permettant de mesurer ces peptides afincitiélules mécanismes spécifiques d’actions
et d’interaction mis en jeu lors du stress.

L’existence d’'une variabilité génétique dans laoré&ge au stress nous a conduit, dans la
deuxieme partie de cette these, a comparer I'é€tetila réactivité de I'axe corticotrope entre
deux souches consanguines de rats. Un dysfonctizemede I'axe corticotrope jouerait un
réle « permissif » dans les troubles métaboligiess d I'obésité ce qui expliqgue notre choix
des deux souches de rats : les rats Lou résisddiabésité et les rats F344 qui sont obeses.
Comparée a la souche F344, la souche Lou est éasae par une faible activité et réactivité
de son axe corticotrope se traduisant d’'une partupa faible sécrétion de corticostérone
pendant le rythme circadien et durant la phasedgpération apres un stress de contention et
d’autre part par une plus grande efficacité desptaurs GR et MR.

Les comparaisons nutritionnelles et métaboliquestreat des différences nettes entre les

deux souches. Le rat F344 présente a tout age ids popérieur au rat Lou notamment a
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cause d’'une adiposité forte liée a 'augmentatieriadprise énergétique accompagnée d’'une
diminution du métabolisme de base. La leptinémiiretulinémie élevées mesurées chez le
rat F344 associées a une forte adiposité attestetemdance a la leptino et a I'insulino-
résistance chez cette souche.

Cependant il est difficile d’affirmer que I'altéran du fonctionnement de I'axe corticotrope
chez le rat F344 est a I'origine de I'obésité cenbén est une conséquence.

L’étude des bases moléculaires de l'obésité peramgitobablement de comprendre les
mécanismes de cette physiopathologie.

Ces travaux sont préliminaires a une recherche es @hfluencant la résistance a I'obésité
constatée chez le rat Lou en relation avec I'axéiocmtrope, impliqué dans la régulation de
I'équilibre énergétique a différents niveaux. Paa@la, apres la détermination des traits
discriminants entre les rats Lou et F344, un cro&® entre ses deux souches sera effectué et
ces phénotypes retenus seront étudiés sur la pigpuke? issue de ce croisement. L’étude de
QTL associant par cartographie génétiqgue une asiqults régions génomiques a la variation

d’un trait phénotypique permettra d’apporter urEorée.

F344/F344 Lou/Lou
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Les deux types de neurones du noyau arqué, aux effets antagonistes sur le
comportement alimentaire, sont en compétition constante pour déterminer l'intensité
des neurones situés dans le PVN. Les nombreuses informations disponibles pour le
noyau arqué déséquilibrent la compétition entre ces deux types de neurones dans un

sens ou dans l'autre, aboutissant ainsi a un effet sur la prise alimentaire via une

modulation de I'activité des neurones du PVN.
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ANNEXES

Annexe 1: Procédure chirurgicale de cathérisation de la veineave via la veine jugulaire
Matériel et réactifs

Chlorure de sodium a 0.9%

Plyvinylpyrrolidone (PVP) 26616297 (Prolabo)

Tube silastic, 0.508 (D.I. mm)x 0.1938 (D.E.mm) 682 (LPI distribution)

Tube silastic, 0.635 (D.l.mm)x 1.1938 (D.E.mm) 6821LPI distribution)

Tube PVC, 1.6 (D.I.mm)x 3.2 (D.E.mm)x 0.8mm B724E#&her Bioblock Scientific)
Tube tygon, 0.76 (D.l.mm)x 2.29 (D.E.mm)x 0.76mn2B2Z5 (Fischer Bioblock Scientific)
Vis BN402 DIN84A (Weber métaux)

Dentalon Plus, poudre 64702604 (Laboratoire Kulgesyupe heraeus)

Dentalon, solvant 64702588 (laboratoire Kulzeruge heraeus)

Héparine sodique 5000Ul/mL (Laboratoire Léo)

Préparation des cathéters et des piéces de tétes

« Piece de téte » cette étape consiste a insérer une pince fintaitle moyenne dans le

manchon de silastic 155 ; écarter la pince et fglisser le cathéter silastic 135 de 130 mm de
long dans le manchon. Placer le manchon a 50 mm.

Tube courbé de la « piece de téte il s'agit de sectionner délicatement I'extrénpt@ntue

de l'aiguille bleue (23Gx1%) aprés avoir donné un coup de lime sec. Limerola te
I'ouverture et I'intérieur du trou a l'aide d'uln@e anguleuse. Donner une courbure réguliére
au tube a l'aide d’'une pince a clamper, puis seogo comme précédemment I'extrémité coté
support plastique et limer (former un angle d’eoni60°).

Tube plastigue de la « piece de téte »cette piece est utilisée pour éviter le reflexsang

lors des prélevements en la pincant avant de rééireouchon. Enfiler le tube fin Technicon
1.5 cm, sur une aiguille bleue coupée. Mouillextigieur du tube fin a l'aide du compte
goutte d’acétone et trés rapidement l'enfiler démsube Technicon 1 cm de diamétre
supérieur (ou bien déposer guelques gouttes dae&id’intérieur du gros tube et enfiler le
tube fin)

Protocole opératoire

Les rats sont anesthésiés avec un mélange kétghmagene 1000 ; 75mg/kg) et Xylazine
(Rompun 1% ; 1mg/kg). La région cranienne et lao®gcapulaire droite sont épilées. Une
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incision longitudinale de 2 cm est réalisée au auvee la région scapulaire puis la veine
jugulaire est dégagée. Deux fils de ligature s@sép : I'un vers la téte et l'autre vers la partie
abdominale. Le cathéter préalablement biseaut&replr par une solution de chlorure de
sodium hépariné a 1% est introduit au niveau deelae jugulaire et poussé délicatement
jusqu’a la veine cave inférieure en franchissaatilim. La bonne mise en place du cathéter
est vérifiée en aspirant le sang, puis en repotus$aria solution de chlorure de sodium
hépariné dans le cathéter a l'aide d’'une séringée.deuxieme extrémité du cathéter est
ensuite passée en sous-cutané le long de I'épiadiemu puis ressortie au niveau de la téte
jusqu'a atteindre le crane. L'extrémité du cathétrréajustée a la morphologie de la téte du
rat pour un meilleur confort et la piece de téteneise en place. L'ensemble du dispositif est
fixé au niveau du crane ou il est fixé grace a deset du ciment dentaire. A la fin de
I'opération, une deuxiéme vérification du bon feochement du cathéter a lieu comme
précédemment puis 0.03 ml de solution de PVP ¢sttége dans le cathéter. Un traitement
antibiotique est effectué de maniere a préveniritggies d’'infection. Le rat est ensuite laissé
sur un tapis chaud jusqu’a son réveil.

Tous les 2 jours suivant I'opération, la permésbitiu cathéter est vérifiée a l'aide de sérum
physiologique hépariné (50 U.l./ml), et de solutas PVP (1g dans 2 ml d'une solution de
sérum physiologique héparinée a 500 U/ml) de maréeéviter la formation de caillots de
sang.

Figure 19. Schéma représentant les éléments associés det@ateineux

St MMM LLALY e A Mlivmasmasa sess Al Ll w e wasisima Aw vieu W Aiiafe

Visualisation du cathéter pour un rat de 250 g: ~ Bouchon

trombone Piéce de téte

plastique

Aiguille
recourbée

160 mm
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Annexe 2: Thermogenése par mesure de I'activité des mitooindries du TAB

Description de la méthodologie :

Il s’agit d’évaluer I'activité des protéines déctamtes (UCP 1) dans le tissu adipeux brun.
Cette méthode a été mise au point par Goubernlieteen1990 a partir de la méthode de
Cannon. La consommation g@st mesurée par un systéme d’électrodes : unedmite®
platine et une anode en argent sont reliées paonhsalin (détection électrochimique). Le
gradient de protons est mesuré par un potentielelabrane grace a un systeme d’électrodes
(une électrode de référence et une électrode phéngl phosphonium (TPPqui répond aux
variations de concentration de TREstant dans la milieu.

Apres avoir été disséqué, le TAB est placé danmiliru d’homogénat isotonique (pH 7.2)
constitué de : saccharose 0.25M, TES (tampon) 5enEGTA 0.2 mM puis broyé a l'aide
d’'un potter pour isoler les mitochondries. Apres yremiere centrifugation (750g, 2500
tr.mn?) afin de séparer les lipides, les débris cellakiet noyaux des organites qui se
trouvent dans le surnageant contenant les mitogtemde surnageant est ensuite récupéré et
centrifugé a 8500g, 8500 tr.Me qui permet de séparer les mitochondries de®sumes.

Le culot de mitochondries est récupéré dans un gémat afin de les ressolubiliser.

Ensuite ces mitochondries sont placées dans uaunik respiration saturé en €mpose de
saccharose (20 mM), TES 10 mM (tampon), KH2PO4,8iy5 mM, EGTA 1 mM (fixe le
Caz2+), serum-albumine bovine 0.1% (fixe les acgles présents), roténone 5uM (inhibe la
NADH déshydrogénase). La consommation d&3t mesurée par détection électrochimique
tandis que le potentiel de membrane est mesurétia gas variations de concentration de
TPP restant dans le milieu. NBLe TPP (Tétraphenyl Phosphonium) est une sonde (cation
lipophile) qui a la capacité de pénétrer dans ligsainondries.

La consommation d’@est mesurée en méme temps que le potentiel de raeenbt ces deux
systeme de mesures sont reliés a un ordinateupepumet de visualiser en temps réel
I’évolution de ces deux paramétres.

Le milieu de respiration saturé en, @st placé dans une cuve (V=1.5ml) contenant de la
solution de mitochondries puis étalonnée avec IB+TR.e substrati-glycérophosphate est
ajouté de maniére croissante.

Sur I'écran de l'ordinateur, apparaissent : -unerige représentant la quantité d'@résente
dans le milieu en fonction du temps et - une couebr@cant le potentiel de membrane.

Les résultats sont présentés sous forme de cowbfrde proton-motrice (potentiel de

membrane en fonction du flux de protons (vitesseedpiration)
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Annexe 3: Dosage d’Insuline par RIA

Cette procédure décrit la méthode de dosage dauliite par « radioimmunoassay » avec le
kit de dosage Diasorin

Principe du dosage :

Ce dosage repose sur la compétition entre l'insutiarquée et I'insuline contenue dans les
échantillons vis-a-vis des sites d’anticorps pré&sen nombre limité et fixe.

La quantité d’insuline marquée fixée a l'anticorpst inversement proportionnelle a la
quantité d’insuline non marquée présente dansdiétilton.

Le moyen de séparation lié/libre est basé sur llengbun réactif immunoprécipitant, dans
lequel un second anticorps en excés est pré-pré&cipuivi d’'une centrifugation de la
suspension et décantation du surnageant. La mesueeradioactivité dans le culot permet de
calculer la quantité d’insuline marquée présentesda fraction libre liée.

La quantité d’insuline non marquée présente dagshéntillon est déterminée par
extrapolation a partir d’'une courbe standard.

Réactifs fournis dans la trousse.

Ces réactifs doivent étre reconstitués avec de bistillée.

Réactifs Volume apres reconstitution
Insuline marquée 10 ml
Etalon O : QuU/ml 2 mi
Etalon 1 : 1QuU/ml 1mi
Etalon 2 : 25.U/ml 1ml
Etalon 3 : 5QuU/ml 1mi
Etalon 4 : 10QU/ml 1mi
Etalon 5 : 20QuU/ml 1mi
Sérum anti-insuline 10 ml
Réactif immunoprécipant 53 ml
Sérum de contrdle 1 ml

Matériel nécessaire
- eau distillée, -pipettes de (0 100 ul, 1000 ul, 10 ml), - tubes de 5ml en polystyréne et
portoirs pour tubes de 5 ml, - vortex, - centrifuge, -Trompe a vide, - compteur Gamma, -

papier spécial pour absorption
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Mode opératoire :
La distribution des réactifs doit étre effectuderapérature ambiante (20- 25°C)
Préparer un tube d’étalon aub/ml, soit 200ul d’étalon 1 + 20Qul d’étalon O.

Les différentes procédures sont décrites dandleda ci-dessous.

Etape 1:

Réactifs Activité totale NSB Etalons 0 a 200/ml| Echantillons
Etalon O - 100wl 100l -
Etalon1a5 - 100l -
Echantillons - - - 100l
Traceur 100l 100l 100l 100l
Anti-sérum - - 100wl 100 pl

Agiter les tubes au vortex et laisser incuber 1h8@#pérature ambiante en couvrant les tubes
avec du parafilm.

Etape 2

Apres 1h30 d’'incubation, ajouter 1 ml de réactégipitant a I'aide d’une multipipette sauf
dans le tube activité totale.

Agiter les tubes au vortex et les mettre dans tsops a centrifuger. Incuber pendant 15
minutes a température ambiante, puis centrifuged0@0 tr/min, pendant 20 minutes a
température ambiante.

Etape 3

Eliminer le surnageant par aspiration a I'aide é'@rompe a vide, et faire attention a ne pas
toucher le précipité.

Etape 4

Placer les tubes dans la cassette portant le nuthérprotocole prédéfini convenable en
respectant I'ordre décrit dans le « tube display »

Mesurer la radioactivité du culot pendant 4 minubeslure I'étalon O de la gamme.
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Annexe 4: Dosage de Leptine en RIA
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Cette procédure décrit la méthode de dosage dedepar « radioimmunoassay » avec le kit
de dosage Linco

Principe du dosage :

Ce dosage repose sur la compétition entre la eptiarquée et celle contenue dans les
échantillons vis-a-vis des sites d’anticorps pré&sen nombre limité et fixe.

La quantité de leptine marquée fixée a l'anticogs$ inversement proportionnelle a la

quantité de leptine non marquée présente dansaididon.

Réactifs fournis dans la trousse Ces réactifs sont reconstitués avec de I'eau ldistil

Réactifs Volume
Tampon 40 ml
Etalon 1 : Ing/ml 1ml
Etalon 2 : 2ng /ml 1ml
Etalon 5 : 5ng /ml 1mi
Etalon 10 : 1Gg /ml 1ml
Etalon 20 : 2Gg /ml 1ml
Etalon 50 : 5G,g /ml 1mi
Sérum anti-leptine 26 ml
Leptine marquée 27 ml
Réactif immunoprécipant 260 ml
Tampon 27ml
Controle 1 1ml
Controle 2 1ml
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Matériel nécessaire

-pipettes de (5@l, 100ul, 1 ml), - tubes de 5ml en polystyrene et portpiosir tubes de 5 ml,

- vortex, - centrifugeuse, -Trompe a vide, - commpt8amma, -papier spécial pour absorption

Mode opératoire :

Le dosage se déroule en trois jours répartis datableau qui suit :

JOUR 1 JOUR 2 JOUR 3

Etapel Etape PEtape 2 Etape 2 Etape 2
N° detubes| Ajout de| Standard, controlesAjout de|Vortexer |Ajout de|Vortexer | Ajout du|lncuber 20min a 4°Q,

tampon | et échantillons I'anticorp | et incuber | la et précipita | centrifuger, décante

S radioacti |incuber |nt et compter
vité

1-2 - - - 10Qul 1ml
3-4 300 - - 100l 1ml
5-6 200 - 104l 100ul 1mi
7-8 100 10Qul de 0.5ng/ml 100ul 100u 1ml
9-10 100 100ul de 1ng/mi 100ul 100ul 1ml
11-12 100 100ul de xg/mi 100ul 100ul 1mi
13-14 100 100ul de Sng/ml 100ul 100u 1ml
15-16 100 | 10Qude 10ng/ml 100ul 100ul 1ml
17-18 100 | 100u de 20ng/mi 100ul 100ul 1mi
19-20 100 | 10Qu deSOng/ml 100ul 100u 1ml
21-22 100 100ul de C1 100ul 100u 1ml
23-24 100 100ul de C2 100ul 100ul 1mi
25-n 100 100ul de I'échant | 10Qul 100u 1ml
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Annexe 5: Dosage de corticostérone par RIA

Cette procédure décrit la méthode de dosage dauliite par « radioimmunoassay » avec le
kit de dosage Diasorin CA-1529

Principe du dosage :

La trousse Gamma Coat'{) Cortisol permet le dosage du cortisol par unehod
radioimmunologique par compétition. Les étalonséehantillons sont incubés avec le
marqueur cortisol dans des tubes revétus d’anticdrps anticorps sont immobilisés sur la
paroi interne du fond du tube. Apres incubatiorgdatenu du tube est aspiré ou décanté et le

tube est compté.

Une courbe d’étalonnage est réalisée avec 6 étakmmgues dont les concentrations connues
varie entre 0 et 60 pg/dl. Les valeurs des échamsila déterminer sont calculés a partir de la
courbe d’étalon.

Réactifs fournis dans la trousse :

Réactifs Quantité
Marqueur (1*) 500 ml
Etalon A 1ml
Etalon B 1ml
Etalon C 1ml
Etalon D 1mi
Etalon E 1ml
Etalon F 1ml
Tubes revétus de sérum anti-cortisol de lapin 500
Tampon PBS 500 ml

Matériel nécessaire
Micropipette de 1Qul, multipipette, - bain-marie thermostaté, 37 #2¢€t portoirs pour tubes

de 5 ml, - vortex, - centrifugeuse, -Trompe a videgmpteur Gamma, -
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Mode opératoire :

Etape 1
Amener tous les réactifs a température ambiantesemélanger doucement afin d'éviter la

formation de mousse. Numéroter et compléter lestwlomme ci-dessous :

Tubes Réactif 1 (10ul) Réactif 2 (1 ml)
T, totaux Tampon marqueur Tampon marqueur
A, Bo Blanc sérique cortisol -

B Etalon sérique cortisol 1pg/dl -

C Etalon sérique cortisol, 3 ug/dl| -

D Etalon sérique cortisol, 10 pg/dl -

E Etalon sérigue cortisol, 25 pug/dl -

F Etalon sérigue cortisol, 60 pug/dl -

Echantillons Echantillons -

Agiter les tubes doucement au vortex et incuben#tutes au bain marie a 37°C.

Etape 2

Eliminer le surnageant par aspiration a I'aide é'tmompe a vide.

Etape 3:

Rincer le culot avec 1 ml de PBS 1X, agiter douagnae vortex, centrifuger pendant 15 min
a 2500-3000 tr/min, & température ambiante. Elimi@esurnageant par aspiration avec une
trompe a vide

Etape 4

Placer les tubes dans la cassette portant le nuthérprotocole prédéfini convenable en
respectant I'ordre décrit dans le « tube display »

Mesurer la radioactivité du culot pendant 2 minutes
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Annexe B8 Tableaux de composition des différents régimes

Tableau : Composition du régime P14

Ingrédients g/100g
Protéine de lait 14
Amidon 62.24
Saccharose 10.03
Huile de soja 4

Sels minéraux 3.5
Vitamines 1
Cellulose 5
Choline 0.23
Total 100
Valeur en énergie (kcal/1009) 362.33

Tableau: Composition des régimes en choix.

Ingrédients Pour 100g
Amidon de mais 80.27
Saccharose 10

Glucides Cellulose 5

3.3 kcallg Sels minéraux 3.5
Vitamines 1
choline 0.23
Protéine de lait totale 90.27

Protéines CeIIqu.se, >

3.9 keallg S.els rTnneraux 3.5
Vitamines 1
choline 0.23
Saindoux 36
Huile de soja 54.27

Lipides Cellulose 5

7.6 kcal/g Sels minéraux 3.5
Vitamines 1
choline 0.23
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Annexe 7: implantation de cathéter dans la veine jugulairedroite chez le rat

: dégagement du crane
: dégagement de la veine jugulaire
> introduction du cathéter dans la veine

. passage sous-cutané du cathéter

A

B

C

D : Mise en place des clous fixateurs

E

F : fixation du cathéter par le ciment dentaire
G

. dispositif de prélevement de sang
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