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Résume en francais

Un stress intense et répété peut étre a 1’origine de troubles émotionnels majeurs. Les
pathologies cardiorespiratoires liées aux troubles anxieux et dépressifs constituent un
probléme sanitaire de grande ampleur. Au terme d’une procédure consistant a soumettre des
rats a un protocole de défaite sociale, tous les animaux présentent un profil de type anxieux 5
jours aprés le stress (D10). Environ la moiti€¢ des rats stressés ont montré des atteintes
cardiovasculaires et respiratoires persistantes a long terme, a savoir une hyperactivité
sympathique, une inhibition du baroréflexe cardio-vagal et une bradypnée, a D10 mais aussi a
D30 lorsque le profil anxieux avait disparu. Ces modifications s’accompagnent d’altérations
cardiaques électriques (arythmies) et morphologiques (hypertrophie). Deux principales zones
cérébrales a I'origine de la persistance des modifications cardiorespiratoires ont été¢ identifiées,
le noyau dorsomédian de I’hypothalamus (DMH) et le noyau du tractus solitaire (NTS). Cette
population d’animaux présentant des altérations cardiorespiratoires persistantes est aussi
caractérisée par un taux de BDNF sanguin faible, marqueur d’une vulnérabilit¢ a la
dépression, et par une augmentation de BDNF dans la RVL et le NTS, conséquence possible
de I’existence d’un stress oxydant. L’angiotensine II semble également impliquée dans ces
atteintes cardiorespiratoires. Ainsi, ce travail a permis de mettre en évidence un circuit central
impliqué dans les atteintes cardiorespiratoires liés aux troubles anxiodépressifs afin

d’envisager des cibles thérapeutiques plus spécifiques.

Mots clés : Anxiété ; dépression ; systéme nerveux autonome ; baroréflexe ; bradypnée



Résume en anglais

Central mechanisms underlying cardiorespiratory alterations induced by chronic stress

Chronic stress can cause major emotional disorders. Cardiorespiratory diseases related to
anxiety and depression is a major health problem. After a social defeat paradigm, all animals
exhibited an anxiety-like state five days after stress (D10). About half of the stressed rats have
shown long term persistent cardiovascular and respiratory modifications, namely a
sympathetic hyperactivity, an inhibition of cardio-vagal baroreflex and a bradypnea, at D10
but also D30 when anxiety profile disappeared. They were associated to electric (arrhythmias)
and morphologic (hypertrophy) cardiac alterations. Two main brain areas involved in the
persistence of cardiorespiratory changes were identified, the dorsomedial nucleus of the
hypothalamus (DMH) and the nucleus of the solitary tract (NTS). This population with
persistent cardiorespiratory alterations were also characterized by a lower blood level of
BDNF, a marker of vulnerability to depression, and by higher BDNF expression in the RVL
and NTS. Angiotensin II may also be involved in these modifications. Thus, this study has
highlighted a central pathway in cardiorespiratory modifications related to anxiety and

depression to consider more specific therapeutic targets.
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INTRODUCTION GENERALE

Le stress est a la fois un état psychologique individuel, qui est a placer avec la perception que

peut avoir l'individu de son environnement et avec l'expérience émotionnelle qu'il vit en
conséquence, et a la fois un état physiologique c’est-a-dire la réaction de 1’organisme pour se
défendre contre I’agression. Si le stress est le plus souvent di a une cause externe, il provoque
sur I’organisme des réactions internes : c’est la « réponse au stress » ou « réaction de
défense ». Elle se manifeste par une ¢lévation de la pression artérielle, une accélération de la
fréquence cardiaque et de la fréquence respiratoire. Afin d’augmenter la capacité a se
confronter a une provocation stressante, 1’organisme va ainsi modifier la fonction
physiologique de tous les organes qui concernent sa défense en mobilisant au mieux 1’énergie
pour garantir la capacit¢ maximum a réagir face au stress. Le stress est donc avant tout une
réaction positive qui permet d’agir et de réagir face aux aléas du milieu extérieur.

Cependant, il devient négatif lorsque I’énergie qui a été mise en ceuvre ne trouve pas a
s’exprimer ou qu’elle ne résout pas la situation. Un stress peut par exemple devenir
pathologique pour un individu dans le cadre de stimuli négatifs mineurs mais quotidiens et
répétés ou épisodiques mais plus éprouvants. Ces circonstances peuvent &tre physiques
(douleur, effort) ou psychologiques (émotion, colere,). Cela peut entrainer des désordres
mentaux tels que le syndrome de stress post-traumatiques et des troubles psychiatriques dont
notamment ’anxiété ou la dépression. D’un point de vue physiologique, le métabolisme basal
est déséquilibré amenant a des pathologies majeures comme celles affectant le systéme
cardiorespiratoire. Ces pathologies ont une forte prévalence au sein de la société actuelle et
sont souvent concomitantes. Les patients atteints de troubles anxieux et dépressifs présentent
un déséquilibre du systéme nerveux autonome cardiaque avec une hyperactivité sympathique
et un tonus parasympathique inhibé. Ce déséquilibre représente un risque accru de développer
des pathologies cardiovasculaires telles qu’une insuffisance cardiaque, des arythmies ou un
infarctus du myocarde. Egalement, les patients anxieux ou dépressifs présentent des
modifications au niveau respiratoire. L’anxiété sociale ou les phobies sont souvent associés a
une hyperventilation alors que la dépression semble liée a une réduction de Dactivité
respiratoire (bradypnée). Ceci est a mettre en lien avec une mauvaise adaptation
physiologique lors des changements en composition des gaz dans ’air inspiré, pouvant étre
déléteres pour I’organisme. Ainsi, il existe un lien clair entre les pathologies
cardiorespiratoires et les troubles émotionnels. Dans un premier temps seront exposées dans

ce mémoire les notions bibliographiques sur ce lien et les mécanismes centraux impliqués.



Ensuite, les résultats obtenus afin d’approfondir ces mécanismes seront présentés avant d’étre

discutés en relation avec les connaissances actuelles.
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CHAPITRE I : LE SYSTEME
CARDIORESPIRATOIRE

I) Physiologie du systéme cardiovasculaire

A) Larégulation de la pression artérielle
La pression artérielle (PA) est I’'un des parametres hémodynamiques le plus stable. La PA est

étroitement régulée par différents mécanismes qui sont eux-mémes modulés en fonction des
conditions physiologiques. Ces mécanismes de régulation se différencient par leur cinétique
d’action : un mécanisme a court terme mettant en jeux le systéme nerveux autonome par
I’intermédiaire des réflexes cardiovasculaires et un mécanisme a moyen et a long terme

mettant en jeu le systéme endocrinien.

1) Facteurs a court terme
Par définition, la PA dépend du débit cardiaque [DC] et de la résistance périphérique totale

[RPT] suivant la relation : PA=DCxRPT.

(i) Le débit cardiaque
Le débit cardiaque (DC) est la quantité de sang éjecté par le ventricule gauche par unité de

temps. Il dépend de la fréquence cardiaque (FC), c'est-a-dire du nombre de battement par
minute, et du volume d’éjection systolique (quantit¢ de sang expulsé par la contraction du
ventricule gauche a chaque systole [VES]) (Figure 1).

Soit la relation : DC (ml/min) = FC (bpm) x VES (ml/battement).

La FC dépend de deux facteurs: ’un intrinséque, ’autre extrinséque. Le facteur
intrinséque correspond a la fréquence de contractions des cellules automatiques du nceud
sinusal ; il permet au coeur d’avoir une activité spontanée rythmique. Celle-ci est modulée par
le facteur extrinséque, c'est-a-dire par le niveau d’activité des deux composantes du systeme
nerveux autonome (les composantes sympathique et parasympathique). La stimulation
sympathique augmente la FC (effet chronotrope positif), alors que la stimulation
parasympathique la diminue (effet chronotrope négatif). Les mécanismes neurochimiques qui
sous-tendent ces deux composantes dans la régulation de la PA seront abordés dans un

prochain paragraphe sur le systéme nerveux autonome «Chapitre I, 1)B) ».

L’autre facteur qui détermine le débit cardiaque est donc le volume d’éjection systolique,

directement li¢ lui-méme a la contractilit¢ myocardique. Le volume d’¢jection systolique



dépend aussi d’influences sympathique (posséde un effet inotrope positif, c'est-a-dire qui
induit une augmentation de la contractilité cardiaque) et parasympathique (effet inotrope

négatif).

Systéme sympathique Systéme parasympathique

T
TONUS MUSCLES
VEINEUX

VOLEMIE

RETOUR VEINEUX

+ 2
VOLUME DE REMPLISSAGE CONTRACTILITE
VENTRICULAIRE MYOCARIQUE

, FREQUENCE
VOLUME D’EJECTION
SYSTOLIQUE CARDIAQUE
DEBIT CARDIAQUE RESISTANCE VASCULAIRE
TOTALE

PRESSION ARTERIELLE

Figure 1 : Facteurs déterminants de la pression artérielle et leur modulation par le
systéme nerveux autonome

(ii) La résistance périphérique totale
Cet élément, qui joue un role déterminant dans la régulation de la PA, correspond a la

résistance que les parois vasculaires opposent a I’écoulement du sang. Le compartiment
vasculaire total peut étre schématiquement divisé en trois sous-compartiments ou réseaux : le
réseau artériel, le réseau artériolaire et le réseau veineux, chacun étant caractérisé par une
résistance locale. La résistance périphérique totale est la résultante de 1’ensemble de ces

résistances (Figure 1).

Le réseau artériel (depuis 1’aorte jusqu’aux artérioles) est trés ramifié. La PA moyenne est
maintenue dans des limites tres étroites. Le débit et la pression y sont pulsatifs (conséquence

directe du fonctionnement cyclique du cceur) et la résistance a 1’écoulement est faible. Le
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volume de sang contenu dans le réseau artériel est faible comparé au volume contenu dans le

réseau veineux.

Le réseau artériolaire (ou «réseau résistif »). Les artérioles forment un réseau ou la
résistance a 1’écoulement est élevée et ajustable. Ce réseau est 1’effecteur le plus efficace dans
la régulation de la PA. Les sphincters artériolaires réduisent la pression a l’entrée des

capillaires et y controlent en permanence le débit sanguin.

Le réseau veineux (ou « réseau capacitif »). La pression veineuse y est faible ainsi que la
résistance a 1’écoulement. Les veines contiennent la plus grande partie du volume sanguin et
la grande extensibilité de leurs parois permet de conserver un bas domaine de pression malgré

une importante variation du volume sanguin.

2) Facteurs a long terme
L’organisme dispose de plusieurs systémes d’adaptation et/ou de surveillance qui participent a

la régulation a long terme de la PA. Certains de ces processus sont « passifs » (systeme de
tension-relaxation des veines, transferts volumiques transcapillaires...) et tendent a limiter les
conséquences hémodynamiques de modifications rapides de la volémie. D’autres sont
«actifs » et mettent en jeu des interactions neuro-hormonales complexes. Leur influence

s’exerce, avant tout, sur le controle de la volémie.

La régulation de la volémie est un mécanisme au long terme et fait intervenir les éléments

suivants.

Le systéeme rénal de régulation de la volémie. Une élévation de la PA entraine une

augmentation de 1’excrétion urinaire, induisant une diminution du retour veineux central, ce

qui réduit le débit cardiaque et la PA. A I’inverse une chute de la PA réduit la diurése.

L’hormone antidiurétique (ADH ou vasopressine). Cette hormone controle essentiellement la

réabsorption de I’eau au niveau du rein. La sécrétion d’ADH dépend essentiellement de
I’osmolarité plasmatique, mais aussi de la volémie, et de la sécrétion du facteur natriurétique

atrial ou d’angiotensine II.

Systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone.

Dans le systétme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), l'enzyme de conversion de
I'angiotensine (ECA) joue un rdle clé en catalysant la conversion de I’angiotensine I en

angiotensine II, le produit le plus actif biologiquement du SRAA (Kobori et al. 2007).
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L’angiotensine II est une hormone interférant avec [’activit¢ de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien (HHS) et avec le systéme nerveux sympathique en réponse au stress
(Ising and Holsboer 2006). L'innervation sympathique de I'appareil juxtaglomérulaire du rein
permet de libérer la rénine, enzyme transformant 1’angiotensinogeéne en angiotensine I, qui
sera ensuite principalement transformée en angiotensine II par une carboxypeptidase,
I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA). Cette enzyme est essentiellement sécrétée au
niveau pulmonaire. L’angiotensine II posséde deux types de récepteurs AT; et AT,. Ils ont
des réles antagonistes mais le récepteur AT, est plus rare et a des effets vasodilateurs (Hohle
et al. 1995). L’angiotensine II a donc principalement un role vasopresseur, via les récepteurs
AT;. Cet effet a été montré pharmacologiquement soit par blocage de I’enzyme de conversion
(ECA) soit par blocage des récepteurs AT;. Au vu de la distribution des récepteurs,
I’angiotensine II circulant dans le sang va agir a deux niveaux sur la PA.

- Au niveau périphérique, les récepteurs AT, sont présents au niveau du myocarde et
des vaisseaux sanguins et a un role vasoconstricteur (Allen et al. 2000). L'angiotensine
stimule aussi la synthese d'aldostérone par les glandes surrénales, ce qui provoque une
rétention de sodium (Na) et des taux excessifs de Na intracellulaire augmentent la
réactivité du muscle vasculaire lisse a la stimulation sympathique.

- Au niveau central, I’angiotensine II ne traverse pas la barriére hématoencéphalique
mais il existe au sein du cerveau un systéme rénine-angiotensine intrinséque (Bader
and Ganten 2002; McKinley et al. 2003). L’angiotensinogéne, précurseur de
I’angiotensine II, est en grande partie exprimé¢ au niveau du bulbe et de
I’hypothalamus et sa synthese a lieu principalement dans les astrocytes (Lynch et al.
1987; Stornetta et al. 1988; Schinke et al. 1999). Son taux de production dépend de
divers facteurs tels que le niveau de glucocorticoide (Deschepper and Flaxman 1990),
les glucocorticoides activant la syntheése d’angiotensinogéne.

La distribution centrale des récepteurs AT, coincide avec les régions impliquées dans le
controle de I’homéostasie cardiovasculaire, et notamment dans le bulbe (Allen et al. 2000;
Lenkei et al. 1997). Ceci sera développé dans le Chapitre I, paragraphe 1)A)1)(ii) i) ainsi que
dans le Chapitre I, paragraphe 1)C)1)(i)(d).

Le facteur natriurétique atrial (ANF) est une hormone cardiaque sécrétée en réponse a une

distension des oreillettes et possede des propriétés diurétique, natriurétique, et vasodilatatrice.

Cette hormone joue un réle majeur dans la régulation a long terme de la PA et de la volémie.
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Comme nous ’avons brievement évoqué dans I’introduction, le systéme nerveux autonome
participe de fagon prépondérante a la régulation a court terme de la FC et de la résistance

périphérique, et donc par conséquent de la PA.

B) Le systéme nerveux autonome
1) Généralités
Le systeme nerveux autonome (SNA, aussi appelé systéme nerveux (neuro-) végétatif ou
systéme nerveux viscéral) est responsable des fonctions automatiques, non soumises au
controle volontaire. C'est Langley qui, dés 1903, introduit la notion de systéme nerveux
autonome pour décrire la composante du systéeme nerveux en charge de cette fonction, en
opposition a des neurones controlant volontairement ou consciemment des fonctions telles
que le mouvement d’un membre (Langley 1903). Le SNA régule les fonctions organiques
internes, les adapte aux besoins du moment et contrdle les fonctions dites végétatives de
I’organisme. Il controle notamment les muscles lisses (digestion, vascularisation...), les
muscles cardiaques, la majorité des glandes exocrines (digestion, sudation...) et certaines
glandes endocrines. Le SNA assure ['homéostasie et 1'équilibre du milieu intérieur. Il permet
par des réactions viscérales adaptatives d'étre le plus opérant lors de l'agression en orientant le

systeme nerveux cérébro-spinal vers une performance optimale.

Le SNA se divise en deux systémes: la composante sympathique et la composante
parasympathique. La plupart des organes sont innervés par les deux systémes, sympathique et
parasympathique, et leurs réponses peuvent étre opposées (par exemple ils sont antagonistes
dans le cceur) ou identiques (comme dans les glandes salivaires) (Tableau 1). Le SNA
module, régule et harmonise la vie végétative des différents organes, contribuant ainsi au

maintien de I’homéostasie. La totalité des organes regoit une innervation végétative.
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Tableau 1 : les principales fonctions du systéme nerveux autonome sur les organes de

I’organisme
. Effet de la stimulation Effet de la stimulation
Organe cible . .
sympathique parasympathique
) Diminution de la fréquence
Augmentation de la fréquence et . ’ .
Ceeur e au diminution de la force de contraction

de la force de contraction

des oreillettes uniquement

Vaisseaux sanguins

Constriction

Dilatation des vaisseaux péniens et
clitoridiens

Constriction des bronches, sécrétion

Poumons Dilatation des bronches
de mucus
Diminution de la motricité, ) C .,
. . Augmentation des la motricité,
. . contraction des sphincters, : . . .
Tube digestif e s relaxation des sphincters, stimulation
inhibition des sécrétions . ) .
. des sécrétions digestives
digestives
Vessie Relachement Contraction (évacuation)
Dilatation de la pupille, . .
. . pup e Contraction de la pupille,
Eil accommodation pour la vision a . .. .
. accommodation pour la vision de prés
distance
Foie Glycogénolyse Pas d’effet
Adipocytes Lipolyse Pas d’effet

Pancréas exocrine

Inhibition de la sécrétion exocrine

Stimulation de la sécrétion exocrine

Glandes sudoripares

Sécrétion de la plupart des
glandes

Sécrétion de quelques glandes

Glandes salivaires

Sécrétion d’un faible volume de
salive, riche en mucus

Sécrétion d’un grand volume de
salive, riche en enzyme

Médullosurrénale

Sécrétion d’adrénaline et de
noradrénaline

Pas d’effet

Pancréas endocrine

Inhibition de la sécrétion
d’insuline, stimulation de la
sécrétion de glucagon

Stimulation de la sécrétion d’insuline
et de glucagon

Activité cérébrale

Augmentation de la vigilance

Pas d’effet

2) Le systéme nerveux autonome sympathique

(i) Commande périphérique

Les neurones préganglionnaires sympathiques sont localisés dans la corne intermédiolatérale

de la moelle épiniére (CILM), et sont responsables du degré de constriction des vaisseaux.

Ces neurones envoient des projections cholinergiques (courtes) aux ganglions sympathiques

localisés de chaque coté de la moelle et a la glande médullosurrénale. Les ganglions

sympathiques envoient a leur tour des projections postganglionnaires noradrénergiques

(longues) sur leurs organes cibles. La noradrénaline libérée par les projections sympathiques

a:
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o au niveau du cceur, des effets chronotrope et inotrope positifs, via
I’activation de récepteurs B; et 3, adrénergiques (Figure 2),
o au niveau des vaisseaux, un effet vasoconstricteur par stimulation de
récepteurs a,; adrénergiques (Figure 2).
La fréquence de décharge des cellules pré- et postganglionnaires sympathiques détermine le
tonus sympathique, donc la libération de noradrénaline au niveau des organes cibles, et in

fine, la valeur de la PA.

(ii) Influence centrale
Role clé de la région rostroventrolatérale du bulbe (RVL)

Les cellules préganglionnaires sympathiques de la CILM ne déchargent pas en absence
d’influx nerveux. Elles sont dépourvues d’activité intrinseque de type pacemaker (Guyenet
1990) : leur décharge tonique est dépendante d’impulsions excitatrices. Ces impulsions
proviennent en grande majorité de la région rostroventrolatérale du bulbe (RVL), située
caudalement par rapport au noyau facial (voir Figure 2 B2), et cette région est considérée
comme un véritable centre presseur (Guertzenstein & Silver 1974; Spyer 1981; Willette et al.
1984; Sun & Guyenet 1986; Sun et al. 1988). Plusieurs études anatomiques montrent qu’il
existe effectivement des projections de la RVL vers la CILM (Loewy et al. 1981; Ross et al.
1985; Tucker et al. 1987; Milner et al. 1988).

Des expériences de microstimulations ont montré qu’en fonction du site de la RVL stimulé,
différents patterns d’activités des nerfs sympathiques pouvaient étre évoqués. Ces expériences
ont amené a émettre I’hypothése d’une organisation « organotopique » de ces neurones
sympathoexcitateurs. Des sous-groupes de neurones individualisés seraient préférentiellement
dédiés au contrdle de certains organes (McAllen & Dampney 1990; McAllen et al. 1995;
Campos & McAllen 1997). Toutefois les études anatomiques utilisant des virus neurotropes
comme traceur transneuronal et montrant un haut degré de « collatéralisation » de ces
neurones, remettent en question une telle hypothése (Jansen et al. 1995; Sved et al. 2001;

Kerman et al. 2003; Stornetta et al. 2004).
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Figure 2 : Controle de la pression artérielle par le systéme nerveux autonome
Influences sympathiques et parasympathiques sur le cceur et les vaisseaux
B;:-13,00 mm; B, : -12,12 mm ; B3 : -11,52 mm postérieur a bregma ; o : Récepteurs alpha
adrénergiques ; B : Récepteurs béta adrénergiques ; Ach : Acétylcholine ; CILM : Colonne
intermédiolatérale de la moelle épini¢re ; Gg : Ganglion ; M2 : Récepteurs muscariniques ;
NA : Noradrénaline ; Amb : Noyau Ambigu ; 10 : Noyau dorsal du nerf vague ; RVL : région
rostroventrolatérale du bulbe
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Les neurones sympatho-excitateurs de la RVL répondent aux critéres définis par Brown et
Guyenet (Brown & Guyenet 1985) :
- ils sont activés par une stimulation antidromique au niveau de la CILM,
- ils déchargent de manicre synchrone a 1’onde de pression,
- ils sont barosensibles, ¢’est-a-dire inhibés lors de 1’activation du baroréflexe. Le
baroréflexe permet de contrebalancer toute modification de la PA basale et la
RVL fait partie du circuit neuronal impliqué (Granata et al. 1983; Ross et al.
1985). Ce circuit sera décrit un peu plus tard dans le Chapitre I paragraphe
DC)2).

Ces neurones sympatho-excitateurs ne constituent pas une population cellulaire homogene. Ils
peuvent étre classés en trois populations en fonction: de leur sensibilit¢ a la clonidine
(agoniste mixte des récepteurs o, adrénergiques et imidazoliques), de leur vitesse de
conduction, et de leur rythme de décharge a des pressions artérielles basses (70 mmHg) (Sun
& Guyenet 1986; Sevoz-Couche et al. 1998). Seule une partie de ces neurones (les neurones
clonidine-insensible et a vitesse de conduction faible) semblent décharger de fagon tonique in
vitro, en absence de tout influx nerveux (Sun et al. 1988). Cette activité pacemaker
intrinséque fait de ce groupe de neurones un bon candidat comme source de l’influence
sympathique tonique (Li et al. 1995).

Le principal neurotransmetteur libéré au niveau de la CILM par les afférences en provenance
des neurones sympatho-excitateurs de la RVL semble étre le glutamate (Figure 2). Cette
hypothése, proposée par Morrisson et al. (1991), a été confirmée par Deuchars et al. (1995).
Ces auteurs ont montré que les potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) au sein des
neurones préganglionnaires sympathiques de la CILM, provoqués par une stimulation de la
RVL, étaient €liminées par I’administration d’antagonistes des récepteurs ionotropiques du
glutamate (Morrison et al. 1991; Deuchars et al. 1995). Toutefois, la RVL est communément
appelée région C1 adrénergique, et un role des catécholamines dans cette neurotransmission
n’est pas completement exclu. En effet, la moitié des cellules adrénergiques de la RVL
projettent sur la CILM (Tucker et al. 1987; Milner et al. 1988) et une partie des cellules
glutamatergiques de la RVL exprime I’enzyme catalysant 1’étape limitante de la voie de

synthése de I’adrénaline (Nosjean et al. 2002).

Implication de I’angiotensine Il et du BDNF dans la RVL : de nombreuses études ont rapporté

I’implication d’un stress oxydant au niveau central dans les pathologies cardiovasculaires,

notamment dans 1’hémorragie intracraniale (Heistad et al. 2009) et I’induction de
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I’insuffisance cardiaque (Gao et al. 2004), mais aussi dans I’hypertension (Zimmerman and
Davisson 2004; Peterson et al. 2006). L’origine du stress oxydant impliqué dans
I’hypertension se trouve dans la RVL. En effet, I’accumulation de I’anion superoxyde dans
cette région augmente I’activité vasopressive du systeme nerveux sympathique (Zimmerman
and Davisson 2004; Peterson et al. 2006; Nagae et al. 2009; Chan et al. 2005; Chan et al.
2006). La lignée de rat SHR (modele d’hypertension chronique) présente aussi un état de
stress oxydant au niveau de la RVL , qui serait d0 a un phénotype déficitaire dans la
production et ’activit¢ de 1’enzyme superoxyde dismutase (SOD, enzyme antioxydante)
(Chan et al. 2006). Chan et al en 2010 ont mis en évidence le rdle clé de I’angiotensine II dans
cet effet (Chan et al. 2010). En effet, I’angiotensine II, par action sur les récepteurs AT; des
neurones de la RVL, serait a I’origine de 1’accumulation intracellulaire de 1’anion superoxyde.
L’action des récepteurs AT, induit une cascade d’activation aboutissant a la phosphorylation
de la sous unit¢ p47 de la NADPH oxydase. Cette phosphorylation active 1’enzyme
convertissant 1’oxygene en anion superoxyde. Cet effet, médi¢ par I’angiotensine II, induit
une hypertension chez les rats éveillés et anesthésiés. Au sein de cette étude, cet effet a pu €tre
prévenu par divers traitements préalable tels que des antioxydants (tempol), des antagonistes
des récepteurs AT, (Losartan), ou encore un inhibiteur de la phosphorylation de la NADP
oxydase. Dans ce contexte, il est important de mettre en lumiére le role protecteur du Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) au sein de la RVL. En effet, outre ses effets
neurotrophiques bien connus, le BDNF joue aussi un rdéle anti oxydant. L’induction de
NADPH oxydase par 1’angiotensine II dans le RVL est a I’origine, par la phosphorylation de
la protéine CREB, d’une augmentation de 1’expression du BDNF endogene. Le BDNF ainsi
produit atténue la phosphorylation de la sous-unit¢ p47 de la NADPH oxydase, et donc
diminue le pouvoir d’accumulation de I’ion superoxyde, montrant une action de feedback

négatif du BDNF sur le stress oxydant (Chan et al. 2010).

Role secondaire de la région rostroventromédiane du bulbe (RVM)

La RVM contient aussi des neurones sympatho-excitateurs (McCall & Clement 1989). En
effet, la RVM projette vers la CILM sur les neurones sympathiques préganglionnaires et les
motoneurones dans la moelle épiniére. En accord avec cette donnée anatomique, les études
utilisant des virus comme traceur transneuronal ont montré que les neurones
sérotoninergiques et non sérotoninergiques de la RVM étaient connectés de fagon
oligosynaptique a de nombreuses cibles du systéme nerveux autonome (Mason 2001; Cano et

al. 2003; Toth et al. 2006).
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Plusieurs études récentes ont montré que ces cellules €taient probablement impliquées dans la
régulation de la circulation cutanée (Blessing et al. 1999; Blessing & Nalivaiko 2001),
notamment, apres des stimuli nociceptifs (Nalivaiko & Blessing 1999) ou lors de situations de

stress intense (Vianna et al. 2008).

3) Le systéme nerveux autonome parasympathique
Les neurones préganglionnaires parasympathiques bulbaires envoient des projections
cholinergiques (longues), via le nerf vague, sur les cellules ganglionnaires situées contre ou a
I’intérieur de D’organe cible. Ces cellules ganglionnaires envoient a leur tour d’autres
projections cholinergiques (courtes) vers les cellules cibles du myocarde. L’excitation des
cellules ganglionnaires provoque donc la libération d’acétylcholine, qui vient activer des
récepteurs muscariniques M,, entrainant une bradycardie (effet chronotrope négatif) et une
réduction de la contractilité¢ (effet inotrope négatif) (voir Figure 2). Si 1’on bloque ces
récepteurs muscariniques, par une administration systémique d’atropine, 1’activité
parasympathique est totalement inhibée. On observe alors une tachycardie révélant qu’il
existe, en temps normal, une influence tonique du systéme parasympathique sur le cceur. Cette
influence résulte en majeure partie de ’activité tonique des barorécepteurs périphériques (voir

paragraphe suivant).

La localisation bulbaire des neurones préganglionnaires parasympathiques reste un sujet tres
discuté, malgré les nombreuses €tudes qui lui ont été consacrées. Il est généralement admis
que ces neurones sont localisés dans le noyau ambigu (voir Figure 2 B1) (Stuesse 1982; 1zzo
et al. 1993), ainsi que dans le noyau dorsal du vague (voir Figure 2 B3) (Calaresu & Pearce
1965; Ciriello & Calaresu 1980). La fonction des neurones préganglionnaires

parasympathiques dépendrait de leur origine :

. Les neurones du noyau ambigu, envoyant au cceur des fibres
myé¢linisées, auraient une influence sur le chronotropisme (voir Figure 2 A)

(McAllen & Spyer 1976; Geis et al. 1981; Jordan et al. 1982) .

o Les neurones localisés dans le noyau dorsal du vague controleraient
(via des fibres C non myélinisées) préférentiellement I’inotropisme cardiaque

(voir Figure 2 A).

Ces derniers résultats ont été obtenus a la fois chez le rat (Jordan & Spyer 1986), le chat et le

chien (Geis et al. 1981). La relation entre I’origine et la fonction des neurones



19

préganglionnaires parasympathiques est aujourd’hui clairement établie (Massari et al. 1995;

Blinder ef al. 1998).

Du point de vue neurochimique, on distingue différentes classes de neurones cardiaques
préganglionnaires, suivant notamment la colocalisation de 1’acétylcholine avec d’autres
neurotransmetteurs (Takanaga et al. 2003). D’ailleurs, il semble exister une relation entre les
caractéristiques neurochimiques des cellules préganglionnaires parasympathiques et leur

activité fonctionnelle.

La balance du SNA entre ses composantes sympathique et parasympathique peut étre

influencée par les réflexes cardiovasculaires, et notamment le baroréflexe.

C) Le baroréflexe
Le baroréflexe est un systéme de régulation destiné a maintenir constante la PA (Dampney et

al. 2002). Ce phénomeéne joue donc un role central dans I’homéostasie cardiovasculaire et agit

via une modulation de 1’équilibre sympathique-parasympathique.

1) Role fonctionnel du baroréflexe
Les barorécepteurs artériels sont situés dans la paroi des corps carotidiens et de la crosse

aortique. Ces récepteurs sont sensibles a 1’étirement des fibres infligé en permanence par le
flux sanguin pulsé et donc par la PA. Ces tenso-récepteurs sont le point de départ d’afférences
nerveuses a destinée des centres bulbaires. Une augmentation de la PA accroit la fréquence de
décharge de ces barorécepteurs qui, par action sur les centres bulbaires, provoque une
stimulation du tonus parasympathique et une inhibition du systeme orthosympathique.
L’augmentation de la décharge vagale induit une bradycardie, la diminution du tonus
sympathique induit une baisse de la contractilité et une vasodilatation.

Lors d’une diminution de la PA, le mécanisme est inverse, par la mise au silence des
barorécepteurs. Il faut souligner que la réponse vagale est immédiate (de 1’ordre de 200 a 600
ms) et permet le controle battement par battement cardiaque de la PA, alors que la réponse
sympathique est plus lente (de I’ordre de 2 a 3 secondes). Les variations spontanées de la PA
induisent des modifications opposées de I’activité sympathique, permettant de maintenir des

niveaux de pression adaptée. Ce mécanisme de « feed back » négatif module I’activité
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rythmique cardiaque et la relation inverse entre les variations de pressions et 1’activité
nerveuse (Sundlof and Wallin 1978).

La perte de fonctionnalité du baroréflexe est associée a une plus grande sévérité d’altération
cardiaque (fraction d’¢jection gauche altérée) ainsi qu’a la survenue d’un nombre plus
important d’événements cardiaques qui peuvent avoir un impact sur la survie des patients, tels
que les arythmies ventriculaires (La Rovere et al. 1998) (La Rovere et al. 2009). Cette
association délétere a aussi été démontrée dans une lignée de rats hyperanxieux (Carnevali et
al. 2014). Il apparait aussi que ce parametre est associé a la survie des patients ayant subi une

ischémie cérébrale.

2) Voies neuronales du baroréflexe
(i) Convergence des afférences barosensibles dans le noyau du tractus solitaire
Les corps cellulaires des afférences barosensibles aortiques et sino-carotidiennes sont
respectivement localisés dans le ganglion plexiforme et dans les ganglions d’Ehrentitter et
Andersch. Les fibres en provenance du ganglion plexiforme constituent le nerf aortique
dépresseur qui rejoint le nerf vague (X), et celles en provenance des ganglions d’Ehrentitter
et Andersch, plus mineures, se retrouvent dans le contingent du nerf glossopharyngien (IX).
Ces deux voies convergent ensuite au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS) (Miura and
Reis 1972; Palkovits and Zaborszky 1977; Kalia and Mesulam 1980; Donoghue et al. 1981;
Ciriello 1983; Davies and Kalia 1981; Fan and Andresen 1998; Fan et al. 1999; Housley et al.
1987). Le NTS est donc considéré comme le premier site central de projections des
afférences des barorécepteurs et constitue le point de départ des composantes
sympathique et parasympathique du baroréflexe (Figure 3A); il fera I’objet du
prochain paragraphe. En effet, des études électrophysiologiques ont mis en évidence
I’activation de certains neurones du NTS consécutivement a la stimulation des afférences
barosensibles (Mifflin et al. 1988). Le principal neurotransmetteur libéré dans le NTS par les
afférences barosensibles est un acide aminé excitateur (AAE), vraisemblablement le
glutamate, principal neurotransmetteur contenu dans les afférences vagales et
glossopharyngiennes (Reis et al. 1981; Talman et al. 1981; Talman et al. 1984; Meeley et al.
1989). De plus, apres vagotomie, il a été mis en évidence une diminution de la densité des
récepteurs glutamatergiques et du taux de glutamate dans le NTS (Dietrich et al. 1982;
Meeley et al. 1989), et la stimulation des afférences vagales entraine une forte augmentation

de la libération de glutamate dans le NTS (Granata and Reis 1983). L’information
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barosensible arrivant au NTS est transmise ensuite aux centres de controle du systeme

nerveux autonome par deux voies (Figure 3A).

(ii) Efférences du baroréflexe

(a) Voie d’inhibition sympathique

L’activation du baroréflexe a pour conséquence une inhibition des neurones sympatho-
excitateurs de la RVL (Granata et al. 1983; Ross et al. 1985), ceci étant a I’origine d’une
vasodilatation et d’une bradycardie. En effet, I’activation des afférences baroceptives induit la
stimulation au niveau du NTS des neurones excitateurs qui projettent sur la région caudo-
ventrolatérale (CVL) du bulbe (Figure 3B1 & 3B2) (Ross et al. 1985; Aicher et al. 1995;
Kubo and Kihara 1991; Somogyi et al. 1989), région noradrénergique appelée Al. La
libération de glutamate dans cette région active des neurones GABAergiques projetant et
inhibant les neurones sympatho-excitateurs de la RVL (Minson et al. 1997; Chan and
Sawchenko 1998; Agarwal and Calaresu 1991; Cravo and Morrison 1993; Jeske et al. 1995).
La composante sympathique du baroréflexe peut étre bloquée soit par I’injection dans la CVL
d’un antagoniste des récepteurs ionotropiques du glutamate (1’acide kynurénique) (Guyenet et
al. 1987), soit par I’injection dans la RVL d’un antagoniste des récepteurs GABA » (Verberne
and Guyenet 1992). Comme les neurones sympatho-excitateurs de la RVL projettent ensuite
vers la CILM ou se trouvent les neurones préganglionnaires sympathiques (voir chapitre
précédent) (Bernstein-Goral and Bohn 1989; Deuchars et al. 1997; Minson et al. 1997; Reis et
al. 1989; Oshima et al. 2006), le baroréflexe est donc un mécanisme de feedback négatif qui

permet de diminuer la PA via une inhibition de I’activité sympathique.
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Figure 3: Schéma récapitulatif des voies bulbaires du baroréflexe

B1:-14,00 mm ; B2 : -13,00 mm ; B3 : -12,12 mm postérieur a Bregma ; n 9 : nerf glossopharyngien ;
n 10 : nerf, Ach : Acétylcholine ; CILM : Colonne intermédiolatérale de la moelle épiniére ; CVL :
région caudoventrolatérale du bulbe ; GABA : acide gamma-amino-butyrique ; Gg : Ganglion ; Glu :
glutamate ; NA : Noradrénaline ; Amb : Noyau Ambigu ; NTS : noyau du tractus solitaire ; RVL :
région rostroventrolatérale du bulbe

(b) Voie d’activation parasympathique
Outre la voie d’inhibition sympathique, le baroréflexe active en parallele le tonus

parasympathique. En effet, les neurones glutamatergiques du NTS activés lors du baroréflexe

projettent également sur une autre région du bulbe, le noyau ambigu, comme nous ’avons
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mentionnée ci-dessus dans le chapitre sur le SNA (Figure 3B1 et 3B2). C’est dans cette région
qu’est localisée la majorité des neurones pré-ganglionnaires parasympathiques a destination
du cceur et a l'origine de la libération d’acétylcholine dans le cceur, assurant ainsi la
composante parasympathique (bradycardie) du baroréflexe (Guyenet et al. 1987; McAllen and
Spyer 1978; Spyer 1994). Par ailleurs, les études de Neff et al., 1998 ont montré la
participation de récepteurs NMDA et non-NMDA dans I’excitation des neurones du noyau

ambigu par les afférences barosensibles en provenance du NTS (Neff et al. 1998).

La premiére cible centrale des barorécepteurs est donc le NTS. Ce noyau représente donc la
zone d’intégration des messages en provenance de la périphérie, et c’est donc a ce niveau
qu’existe un lieu privilégié de modulation des réflexes cardiovasculaires, dont le baroréflexe
que nous venons de voir mais aussi le chémoréflexe carotidien (qui sera abordé¢ dans la

Physiologie de la respiration, Chapitre I paragraphe II)).

(iii)Le noyau du tractus solitaire
(a) Anatomie du noyau du tractus solitaire
Le NTS est une structure bulbaire complexe, de petite taille (entre 3 et 4 mm’) chez le rat
(Palkovits & Zaborszky, 1977), contenant un nombre limit¢ de neurones (environ 40000) de
formes trés variées (étoilées, fusiformes, ovoides, triangulaires, ...). La distribution et
I’organisation de ces cellules et des fibres axonales ne sont pas homogeénes dans ce noyau, et

celui-ci a donc été divisé, sur le plan cytoarchitectural, en plusieurs sous-noyaux.

Aujourd’hui, il est généralement admis qu’il existe trois sous-noyaux au sein du NTS (Figure
4): on distingue ainsi le NTS rostral, intermédiaire et caudal ou commissural. Les deux sous-
noyaux antérieurs (NTS rostral et intermédiaire) sont eux-mémes subdivisés en deux parties,
médiane et latérale (Cottle, 1964; Miura & Reis, 1972; Chiba & Doba, 1975).

- Le NTS rostral est formé de deux colonnes cellulaires qui encadrent le 4éme
ventricule. Il s’étend du pdle caudal du nerf facial au pdle rostral de 1’area postrema
(I’obex).

- Le NTS intermédiaire est également formé de deux colonnes cellulaires. Il s’étend

depuis I’obex jusqu’au calamus scriptorius (limite caudale de ’area postrema).
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- Le NTS commissural est un noyau unique formé par la réunion, au niveau du calamus
scriptorius, des NTS intermédiaires droit et gauche. Il s’étend depuis le calamus
scriptorius jusqu’a la décussation pyramidale, et regoit les afférences vagales qui

véhiculent notamment les informations en provenance des barorécepteurs aortiques.

Ligne médiane
I

— 47 ventricule NTS Rostral
*E Obex
o . ’ - -
ST —— NTS intermédiaire
-§ Calamus scriptorius NTS caudal ou
Sy commissural

0,5mm —

® Projection du nerf vague

Figure 4: Localisation du noyau du tractus solitaire

Vue sagittale et dorsale du NTS avec ses divisions anatomiques et les principaux sites de projection

des afférences vagales

(b) Histologie du noyau du tractus solitaire
Comme nous I’avons signalé précédemment, la population neuronale du NTS est assez

hétérogeéne aussi bien au niveau de la taille que de la forme. Sur le plan ultrastructural, ce
noyau se caractérise par une densité ¢levée de jonctions synaptiques axo-dendritiques (les
plus nombreuses) et axo-somatiques (Takahashi et al., 1980). Cependant, des jonctions axo-
axoniques, dendro-dendritiques et dendro-somatiques ont été également décrites dans le NTS
(Takahashi et al., 1980; Leslie et al., 1982; Kalia & Richter, 1988).

Le NTS présente des arrangements synaptiques complexes en forme de glomérules,
impliquant plusieurs terminaisons sur un méme profil dendritique ou un axone en contact
jonctionnel avec plusieurs dendrites (Chiba & Doba, 1975). Ces glomérules forment ainsi un
support pour les mécanismes complexes de communication intercellulaire dans ce noyau.
Cette organisation structurale suggere que, dans le NTS, les mécanismes pré-synaptiques

doivent jouer un réle important dans le contrdle de la communication intercellulaire.
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(c) Afférences et efférences du noyau du tractus solitaire
Afférences d’origine périphérique

En plus des afférences vagales (X) et glossopharyngiennes (IX) (Hayakawa et al. 2005), le
NTS regoit des afférences du nerf trijumeau (V) et facial (VII) (Torvik, 1956). Ces afférences
sont organisées selon une topographie précise : les afférences des nerfs V et VII projettent
préférentiellement dans le NTS rostral, celles des nerfs IX et X dans le NTS intermédiaire
alors que le NTS commissural est le site de projection privilégi¢ des fibres du nerf X.
Cependant, les zones de projections ne sont pas délimitées aussi nettement les unes des autres
et un certain chevauchement existe au niveau rostro-caudal (Contreras et al., 1980). Il reste
que la distinction entre les parties latérales et médianes correspond a une réalité physiologique
car les afférences trigéminales, faciales et glossopharyngiennes projettent préférentiellement
dans la partie latérale du NTS, alors que les afférences vagales se distribuent surtout dans la
partie médiane (Contreras et al., 1980). Les autres afférences périphériques que recoit le NTS
projettent également selon une topographie définie. En effet, certaines afférences rénales
(principalement celles qui sont myélinisées) se terminent dans le NTS commissural (Simon &
Schramm, 1984; Wyss & Donovan, 1984). Les afférences gustatives et somatiques provenant
de la région oropharyngée innervent surtout la partie rostrale du NTS alors que les afférences

viscérales des systemes digestifs, respiratoire et rénal projettent au niveau caudal.

Afférences et efférences d’origine centrale

Le NTS recoit et envoie des projections réciproques sur la plupart des structures du systéme
nerveux central (Jean, 1991). Il existe de nombreux liens directs avec les structures bulbo-
ponto-mésencéphaliques (noyau parabrachial, noyau moteur des différents nerfs craniens,
formation réticulée ventrolatérale, noyau du raphé, noyau rétrotrapezoide (RTN)...) (Kalia et
al., 1979; Ross et al., 1984; Portillo & Pasaro, 1987; Takakura et al. 2006). Par ailleurs, le
NTS établit des connexions directes plus longues avec les structures diencéphaliques et
télencéphaliques dont I’hypothalamus, et certaines structures limbiques dont le noyau central
du complexe amygdalien (Ricardo & Koh, 1978). Le NTS rostral envoie des projections
bilatérales sur les noyaux latéral et dorsal de 1I’hypothalamus, alors que le NTS caudal et
intermédiaire projette sur les noyaux paraventriculaires dorsomédians et arqués, ainsi qu’a
I’aire  préoptique médiane (Ricardo & Koh, 1978; Ciriello & Calaresu, 1980).
Réciproquement, 1’hypothalamus, aussi bien antérieur que postérieur, est a l’origine de
nombreuses projections sur le NTS, les projections les plus denses provenant de
I’hypothalamus postérolatéral, du noyau paraventriculaire (Ricardo & Koh, 1978). Le noyau

parabrachial est aussi impliqué dans les projections réciproques avec le NTS, ce noyau étant
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le principal relais des projections ascendantes du NTS. Enfin, il existe des projections
réciproques entre le NTS commissural et le noyau raphé magnus (RMg), le noyau raphé
dorsalis (Thor & Helke, 1987, 1989). Par ailleurs, il faut noter 1’existence de projections
directes du NTS rostral et caudal vers le cervelet (Paton & Spyer, 1990).

Comme je ’ai mentionné précédemment (Voir chapitre I paragraphe I)C)1)(i)(c)), du NTS
part une projection descendante majeure sur les neurones préganglionnaires
parasympathiques, localisés dans le noyau ambigu et le noyau moteur dorsal du vague.

Egalement, le NTS projette sur la CVL et la RVL (Figure 3).

(d) Neuromédiateurs du noyau du tractus solitaire et controle cardiovasculaire

L’utilisation de techniques biochimiques, immunologiques et pharmacologiques, a permis de
montrer qu’une quarantaine de substances neuroactives environ est présente dans cette
structure (Palkovits & Zaborszky 1977). Nombre de ces neuromédiateurs semblent impliqués
dans la régulation de la PA. Dans ce mémoire, je me contenterai d’aborder les
neuromédiateurs qui ont fait I’objet d’études approfondies dans la régulation du
baroréflexe et donc de la PA: le glutamate, le GABA, la sérotonine, la substance P et

I’angiotensine.

Le glutamate

Le glutamate est le principal neurotransmetteur contenu dans les afférences vagales et
glossopharyngiennes (Reis et al. 1981; Talman et al. 1981; Meeley et al. 1989). De fait, apres
vagotomie, le nombre de récepteurs glutamatergiques et le taux de glutamate dans le NTS
diminuent (Dietrich et al. 1982; Lewis et al. 1988; Meeley et al. 1989). Par ailleurs, chez
I’animal intact, la stimulation des afférences vagales entraine la libération de glutamate au
niveau du NTS (Granata & Reis 1983).

En fonction du site d’injection, la microinjection de glutamate dans le NTS entraine des
réponses différentes. Au niveau du NTS intermédiaire ou dans la partie latérale du NTS
commissural, le glutamate provoque une hypotension et une bradycardie (Reis et al. 1981). En
revanche, lorsque la microinjection de glutamate est faite au niveau de la partie médiane du
NTS commissural, elle entraine une hypertension (Colombari et al. 1994; Colombari et al.
1996).

La transmission des messages issus des afférences cardiovasculaires se fait principalement via
des récepteurs ionotropiques (Guyenet et al. 1987; Vardhan et al. 1993b; 1993a; Zhang &
Mifflin 1993). Le débat reste toutefois ouvert sur I’importance relative des récepteurs NMDA
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et non-NMDA dans cette transmission (Kubo & Kihara 1988; Gordon & Leone 1991;
Vardhan et al. 1993b; 1993a; Ohta & Talman 1994; Haibara et al. 1995; Aylwin et al. 1997,
Dean et al. 1998; Zhang & Mifflin 1998; Machado et al. 2000; N'Diaye et al. 2001). Par
ailleurs, la participation des récepteurs métabotropiques ne doit pas étre €cartée puisque,
I’administration intra-NTS d’agonistes de ces récepteurs entraine des réponses similaires a
celles du baroréflexe (Machado & Bonagamba 1998; Viard & Sapru 2002). Cependant le
blocage de ces récepteurs métabotropiques n’altére pas le baroréflexe (Antunes & Machado

2003).

Le GABA
L’innervation GABAergique du NTS est principalement d’origine intrinséque. En effet, une
densité¢ importante de corps cellulaires GABAergiques a été¢ mise en évidence dans les parties

médiane, dorsale et commissurale du NTS (Dietrich ef al. 1982; Meeley et al. 1985), ainsi que

dans le NTS rostral (Lasiter & Kachele 1988).

La microinjection dans le NTS d’agonistes des récepteurs GABA provoque une élévation de
la PA et une tachycardie (Bousquet et al. 1982; Sved & Sved 1989; Florentino et al. 1990;
Sved & Sved 1990; Sved & Tsukamoto 1992; Callera et al. 1999; 2000). 11 a été suggéré que
cet effet presseur, dépendant d’un mécanisme GABAergique, est la conséquence d’une
inhibition de I’effet tonique cardiomodérateur du baroréflexe. En accord avec cette hypothése,
la stimulation des récepteurs GABAergiques du NTS supprime la bradycardie du baroréflexe
aussi bien chez le rat anesthésié qu’éveillé (Bousquet et al. 1982; Sved & Tsukamoto 1992;
Okada & Bunag 1995; Callera et al. 2000). De plus, les neurones du NTS, activés par la
stimulation du nerf aortique dépresseur ou du nerf du sinus carotidien, sont inhibés par

I’administration microiontophorétique de GABA (Mifflin et al. 1988).

La sérotonine

Le NTS ne possede pas de cellules synthétisant la sérotonine (Maley and Elde 1982; Nosjean,
et al. 1987) mais posséde une forte innervation sérotoninergique exogene d’origine centrale et
périphérique (Fuxe 1965; Steinbusch et al. 1981; Maley and Elde 1982; Nosjean et al. 1987).
Les afférences sérotoninergiques périphériques du NTS ont pour origine le ganglion
plexiforme (Gaudin-Chazal et al. 1983; Nosjean et al. 1990) et les afférences
sérotoninergiques d'origine centrale proviennent de plusieurs des noyaux du raphé (Thor and

Helke 1987; Schaffar et al. 1988)
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De fagon schématique, deux sous-ensembles de neurones sérotoninergiques du raphé peuvent

étre distingués par leurs efférences, les neuromédiateurs qu’ils coexpriment et, en partie, par

leurs roles fonctionnels (Figure 5):
1) L’« ensemble antérieur » comprend les neurones sérotoninergiques les groupes B4 a
B9 qui projettent principalement rostralement.
2) L’« ensemble postérieur » inclut les neurones sérotoninergiques des groupes B1 a B3
qui projettent, soit localement au niveau du tronc cérébral, soit caudalement vers la
moelle ¢épinicre (Kwiat & Basbaum 1992). Au niveau bulbaire, on trouve
essentiellement le groupe B3 qui correspond au RMg et déborde largement dans le
LPGi (qui nous intéresse plus spécialement). Les neurones sérotoninergiques du groupe
B1 (raphé pallidus) sont localisés ventralement le long de la ligne médiane et se
trouvent pour partie au méme niveau rostrocaudal que ceux du groupe B3. Le noyau
raph¢ obscurus (B2) s'étend caudalement et dorsalement par rapport au RMg. Au niveau
de la RVM (B3 + partie du B1), ce sont essentiellement les neurones sérotoninergiques

du raphé magnus qui ont été étudiés.
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Cortex
cérébral

Noyau raphé pallidus (RPa)

B1 Medulla caudale ventro-latérale
B2 Noyau raphé Obscurus (ROb)
B3 'praq raphé magnus (RMg! ‘
Noyau réticulaire paragigantocellulaire (LPGi)
B4 Région centrale de la susbtance grise de la medulla oblongata
B5 Noyau Raphé pontin (RPn)
B6 Noyau raphé dosal caudal (DRc)
B7 Noyau raphé dorsal (RDr)
B8 Noyau raphé médian (RMn)
B9 Noyau pontin oral (PnO)

Figure 5 : Noyaux du raphé
Représentation schématique d’une coupe sagittale de cerveau de rat sur laquelle ont été dessinés les
différents noyaux du raphé contenant les somas des neurones sérotoninergiques. Ces groupes de
neurones sont notés de B1 a B9 selon 1’axe caudorostral (Dahlstrom et Fuxe, 1964). Une portion de la
colonne dorsale de la substance grise périaqueducale (dPAG) a été représentée pour situer I’axe
« PAG-RVM/B3 ».
4V : 4éme ventricule ; CC : Corps calleux ; CP : Commissure postérieure

Les neurones du groupe B3 envoient des projections collatérales dans plusieurs régions du
tronc cérébral (Gao & Mason 1997; 2001) et notamment vers le NTS (Thor & Helke 1987,
Schaffar et al. 1988). La destruction des terminaisons sérotoninergiques du NTS par la

microinjection locale bilatérale de la neurotoxine spécifique 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-
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DHT) entraine, chez le rat vigile, une ¢lévation de la PA qui dure plusieurs jours mais
n’affecte ni la variabilit¢ de la PA, ni la FC (Orer et al. 1991). Ce résultat est retrouvé
uniquement lors des lésions spécifiques des afférences périphériques mais pas centrales et
sont semblables a ce qui est observé apres la dénervation spécifique des afférences des
barorécepteurs : une importante hypertension transitoire et une augmentation durable de la
variabilité de la PA (Norman et al. 1981; Orer et al. 1991).

La microinjection de sérotonine dans le NTS provoque des effets cardiovasculaires qui varient
en fonction de la dose administrée, probablement via I’activation de différents récepteurs.

- A des doses picomolaires, la sérotonine induit une facilitation de la composante
cardio-vagale du baroréflexe (N’Diaye et al. 2001) amenant a une hypotension et une
bradycardie (Laguzzi et al. 1984; Merahi et al. 1992).

- A des doses nanomolaires, elle provoque au contraire une inhibition du baroréflexe
(Merahi et al. 1992), associ¢e a une ¢lévation dose-dépendante de la PA, mais sans
affecter de maniere significative la FC (Wolf et al. 1981; Merahi et al. 1992;
Tsukamoto et al. 2000).

Ces résultats suggerent que la sérotonine, au niveau du NTS, pourrait exercer différents effets
cardiovasculaires, probablement via 1’activation de différents récepteurs.

Au niveau du NTS, de nombreuses ¢tudes électrophysiologiques, pharmacologiques et
immunohistochimiques, ont permis d'identifier une grande densité de récepteurs 5-HT; (Pratt
and Bowery 1989; Glaum et al. 1992; Merahi et al. 1992; Sévoz et al. 1996), 5-HT; (D. Hoyer
et al. 1986; Manaker and Verderame 1990), 5-HT, (Pazos et al. 1985; Merahi et al. 1992;
Sévoz-Couche et al. 2000a; Sévoz-Couche et al. 2000b; Huang and Pickel 2002), 5-HT,4
(Edwards and Paton 1999) et 5-HT; (Gustafson et al. 1996).

Les récepteurs 5-HT;a, 5-HT,4 et 5-HT; étant impliqués dans le controle central de la PA,
leur role sera détaillé ci-apres. Les récepteurs 5-HT; étant au centre de mes travaux de thése,

une attention particuliére y sera portée.

Les récepteurs 5-HT 4
Les récepteurs 5-HT;n appartiennent a la superfamille des récepteurs a 7 domaines

transmembranaires couplés a une protéine G spécifique (RCPG).

L’administration ip. ou i.c.v. de divers agonistes et antagonistes des récepteurs
sérotoninergiques montre clairement que les récepteurs 5-HT, 4 jouent un role majeur dans la
régulation des paramétres cardiovasculaires. En effet, [’activation des récepteurs 5-HT;a

induit une hypotension et une bradycardie chez I’animal anesthési¢ (Ramage 2001) et
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potentialise la réponse cardiaque du baroréflexe chez le rat (Fletcher et al. 1996; Dando et al.
1998). A 1’opposé, le blocage de ces récepteurs, par I’administration centrale d’un antagoniste
spécifique, inhibe la composante parasympathique du baroréflexe, mais n’affecte ni la valeur

basale de la PA, ni la FC (Skinner et al. 2002).

Les récepteurs 5-HT,
Les récepteurs 5-HT, appartiennent également a la superfamille des récepteurs a 7 domaines

transmembranaires couplés a une protéine G spécifique (RCPG).

La microinjection d'agonistes sélectifs des récepteurs 5-HT, dans le NTS entraine les mémes
réponses cardiovasculaires (hypotension et bradycardie) que la microinjection de doses
picomolaires de sérotonine (Merahi et al. 1992). Cependant, ces effets cardiovasculaires étant
inchangés aprés une vagotomie, on peut penser que les récepteurs 5-HT, du NTS impliqués
sont post-synaptiques (Merahi et al. 1992).

L’activation des récepteurs 5-HT,g du NTS n’induit pas de modifications des parametres
cardiovasculaires de base et leur blocage spécifique n’affecte pas les effets cardiovasculaires
de doses picomolaires de sérotonine (Raul 2003). Il est donc trés probable que seuls les
récepteurs 5-HT2, soient responsables de la diminution de la FC et de la PA, obtenue par la
microinjection de sérotonine ou d’agonistes non sélectifs des récepteurs 5-HT, dans le NTS.
En effet, I’activation spécifique des récepteurs 5S-HT2A (contrairement a celle des récepteurs
5-HTsp et 5-HT,c) induit une hypotension qui implique 1’inhibition des neurones sympatho-
excitateurs de la RVL (Comet et al. 2007).

De plus, I’enregistrement in vivo des neurones du NTS recevant des afférences baroréceptives
a montré que l’application microiontophorétique d’agonistes spécifiques des récepteurs 5-
HT,, induit une excitation des neurones du NTS impliqués dans la production des réponses
cardiovasculaires du baroréflexe (et pourraient exercer une facilitation de ce réflexe), alors
que Dactivation des récepteurs 5-HT,c les inhibe (Sévoz-Couche et al. 2000a). Cette
hypothése est soutenue par le fait que la stimulation des récepteurs 5-HT, facilite la réponse
bradycardique obtenue par la microinjection d’acides aminés excitateurs (mimant le circuit du

baroréflexe) dans le NTS (N’Diaye et al. 2001).

Les récepteurs 5-HT3
Le récepteur 5-HTj; est le seul récepteur sérotoninergique qui appartient a la superfamille des

récepteurs ionotropiques. Le NTS est la structure du systéme nerveux central présentant la
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plus grande densité de récepteurs 5-HT; (Pratt et al. 1990; Laporte et al. 1992; Ohuoha et al.
1994).
Les afférences du NTS provenant du ganglion plexiforme expriment les sous-unités 5-HTs et
5-HTsg (Morales and Wang 2002). L’ablation unilatérale de ce ganglion provoque la
disparition de la presque totalit¢ des récepteurs 5-HT; dans le NTS ipsilatéral (Pratt and
Bowery 1989; Merahi et al. 1992) indiquant leur localisation présynaptique sur ces afférences.
Ces afférences étant glutamatergiques, 1’activation des récepteurs 5-HT3 du NTS potentialise
la libération de glutamate (Ashworth-Preece et al. 1995). De méme, 1’activation des neurones
du NTS recevant des afférences vagales, par des agonistes des récepteurs 5-HTs, implique
I’activation de récepteurs ionotropiques du glutamate (Jeggo et al. 2005).
La microinjection d'agonistes sélectifs des récepteurs 5-HT3 provoque les mémes réponses
cardiovasculaires que des doses nanomolaires de sérotonine: une inhibition de la composante
parasympathique du baroréflexe et une ¢lévation de la PA (Merahi et al. 1992). Ces réponses
sont prévenues par la microinjection préalable d’antagonistes spécifiques des récepteurs 5-
HT3, mais pas celle d’antagonistes des autres récepteurs sérotoninergiques (Merahi and
Laguzzi 1995; Callera et al. 1997; Sevoz et al. 1997; Nosjean et al. 1998; Sévoz-Couche et al.
1998; Bonagamba et al. 2000). L’inhibition de la bradycardie du baroréflexe a été observée
aussi bien sous anesthésie (Merahi et al. 1992) que chez le rat éveillé (Callera et al. 1997). Les
deux effets, induits par I’activation des récepteurs 5-HT3 du NTS, sont sous-tendus par deux
circuits distincts:
- L’inhibition cardio-vagale implique 1’activation d’un interneurone GABAergique dans
le NTS inhibant le neurone de deuxi¢éme ordre du circuit du baroréflexe (Merahi et al.
1992), bloquant I’information baroceptive vers le noyau ambigu. Il existe en fait deux
circuits impliqués dans I’inhibition de la réponse cardiaque du baroréflexe en fonction
du groupe de barorécepteurs impliqué (Comet et al. 2005): Soit des interneurones
substance Pergiques sont activés, et la substance P active alors des récepteurs NK1
localisés sur des neurones GABAergiques qui inhibent secondairement les cellules
recevant les afférences polysynaptiques en provenance des barorécepteurs aortiques ;
soit des interneurones GABAergiques sont activés et le GABA libéré active des
récepteurs GABA, localisés sur les neurones recevant des afférences provenant des

barorécepteurs carotidiens.

- L’¢lévation de PA résulte de I’activation de neurones glutamatergiques du NTS, qui

vont a leur tour stimuler des neurones sympatho-excitateurs clonidine-sensibles, mais
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non catécholaminergiques, de la RVL. En fait, la stimulation des récepteurs 5-HT3, en
position pré-synaptique par rapport aux afférences vagales, provoque, via la libération
de glutamate et I’activation des récepteurs ionotropiques de cet acide aminé,
I’activation NO-dépendante d’un groupe de neurones qui semblent étre le point de
départ d’une voie sympathoexcitatrice. Cette hypothése est fondée sur les données
suivantes :
e Auniveaudu NTS:
- La microinjection préalable d’antagonistes des récepteurs ionotropiques du
glutamate dans le NTS prévient 1’effet presseur provoqué par ’activation des
récepteurs 5-HT3 (Sévoz-Couche et al. 2002).
- Dans certains neurones du NTS, les récepteurs ionotropiques du glutamate
coexistent avec la NO synthase (Ellrich et al. 2001) et donc leur activation
provoque la production locale de monoxyde d’azote (NO) (Olausson et al.
2008). La microinjection préalable d’un inhibiteur de la NO synthase, ou de la
guanylyl cyclase, dans le NTS, bloque I’effet presseur normalement évoqué par
I’activation des récepteurs 5-HT3 (Sévoz-Couche et al. 2002). Le NO produit a
un role de potentialisation a long terme de la transmission synaptique par
action au niveau présynaptique afin d’augmenter le glutamate libéré.
e Auniveaudela RVL:
- L’activation des récepteurs 5-HT3; du NTS provoque une ¢lévation de
l'activité sympathique (Nosjean et al. 1995).
- Le blocage des récepteurs ionotropiques glutamatergiques au niveau de la
RVL, par la microinjection locale d'acide kynurénique, abolit 1'effet presseur de
I’activation des récepteurs 5-HT3 du NTS (Sévoz et al. 1996).
- La stimulation des récepteurs 5-HT; du NTS augmente fortement le nombre
de neurones c-fos positifs dans la RVL ; ces neurones n’expriment pas la
tyrosine hydroxylase, et sont donc exclusivement non-catécholaminergiques
(Sévoz et al. 1996).
- Deux groupes de neurones sympatho-excitateurs « clonidine-sensibles » de la
RVL, ayant des vitesses de conduction différentes, constitueraient cette

population de neurones c-fos positifs (Sévoz-Couche et al. 1998).

En conclusion, les réponses cardiovasculaires induites par la stimulation des récepteurs 5-

HT3, au niveau du NTS, semblent impliquer deux groupes distincts de ces récepteurs. Ils
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seraient tous deux localisés en position présynaptique sur les afférences vagales. Un groupe
serait responsable de 1'effet presseur via 'activation de neurones qui se projettent sur la RVL,
tandis que l'autre interviendrait dans l'inhibition de la bradycardie du baroréflexe via

l'activation glutamatergique d'un systéme GABAergique local.

L’angiotensine

Depuis la découverte de la présence de ses récepteurs au niveau du NTS (Diz et al. 1986), le
role intrinséque de ’angiotensine II sur les neurones de cette région a fait 1’objet de beaucoup
de travaux. La distribution de ces récepteurs spécifiques de 1’angiotensine II est a la fois
présynaptique, notamment sur les afférences vagales (Speth et al. 1987; Lewis et al. 1986;
Healy et al. 1989), et post-synaptique (Campagnole-Santos et al. 1990; Szigethy et al. 1992;
Qu et al. 1996). La microinjection d’angiotensine II au niveau du NTS a pour effet d’inhiber
le baroréflexe cardiaque (Casto and Phillips 1986; Paton and Kasparov 1999; Paton et al.
2001), et cette action est médiée par les récepteurs AT (Allen et al. 1988) couplée avec une
activation de la NO synthase présente dans les neurones du NTS (Waki et al. 2003). D’autre
part, ’angiotensine II dans le NTS induit une augmentation de la PA, (Diz and Pirro 1992),
associée a une augmentation de la production intracellulaire de la substance P (Barnes et al.

1991; Diz and Pirro 1992; Diz et al. 1997; Diz et al. 1998).

3) Méthode d’analyse du baroréflexe
La sensibilité du baroréflexe artériel peut étre évaluée par plusieurs techniques, 1’approche la

plus commune consiste en I’injection de médicaments vasoactifs (nitroprussiate ou
phényléphrine). D’autres techniques explorent également la sensibilité du baroréflexe a partir

de I’analyse des variations spontanées de la PA (Laude et al. 2009).

(i) Analyse du baroréflexe spontanée
Le barorétlexe spontané peut €tre analysé de différentes fagons.

Tout d’abord, la méthode des séquences peut étre utilisée (Laude et al. 2004) : le principe de
base est que 1’on estime la pente entre les changements de rythme cardiaque associés aux
changements de PA, ceci donnant un index de barosensibilit¢ (BRS). Plusieurs procédures
peuvent étre appliquées, selon 1’utilisation de la PA systolique ou de la PA moyenne pour les
parametres de pression, et selon 1’utilisation de I’intervalle de temps entre deux battements
cardiaques, de la FC ou de I’intervalle de temps entre deux contractions systoliques). Par

convention, il a été fixé que les changements devaient étre au minimum de 1 mmHg entre
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deux valeurs de PA et 5 ms pour I’intervalle de temps pour qu’ils puissent €tre pris en compte
(Laude et al. 2004). D’autres validations de procédures sont basées sur un coefficient de
corrélation entre PA et intervalle R-R qui doit étre au minimum de 0.7, et enfin les rampes de
variation cardiaque doivent étre d’au minimum 3 voire 4 battements successifs pour qu’une
séquence soit validée.

D’autre part, d’autres méthodes trés utilisées sont basées sur des procédures dérivées de
I’analyse spectrale de la VFC (voir chapitre I, paragraphe I, D)), qui reposent sur une
fonction de cohérence et une fonction de transfert. La fonction de cohérence, comprise entre 0
et 1, quantifie la force du couplage linéaire entre les variables d’entrée et de sortie. La
fonction de transfert est, elle, constituée par : 1/ une fonction de gain qui correspond au
module de la fonction de transfert, exprimée en unité du signal de sortie par unité du signal
d’entrée et, 2/ une fonction de phase dont la valeur, comprise entre — « et  (ou -180° et 180°),
quantifie en fonction de la fréquence le déphasage entre les deux signaux, c’est-a-dire indique
la fraction de période de laquelle les signaux sont décalés. Certaines procédures d’estimation
du BRS utilise le calcul du gain de la fonction de transfert entre PA et intervalle R-R dans les

bandes LF et HF (Robbe et al. 1987).

(ii) Analyse du baroréflexe Pharmacologique
L’activation du baroréflexe peut aussi étre induite pharmacologiquement par 1'administration

intra-veineuse d’un agent hypotenseur (nitroprussiate) suivi de phényléphrine (PE, 10 pg/kg).
La PE en agissant sur les récepteurs adrénergiques des vaisseaux provoque une ¢lévation
importante de la PA, ce qui engendre une réponse baroréflexe cardiaque sous la forme d'une
diminution de la FC. Le logiciel PRISM (GraphPad Prism version 5.00, San Diego California
USA) permet la création d'une courbe sigmoide, rendant compte de la baisse de FC induite
par 1'élévation de PA, selon 1'équation de Boltzmann:
Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1+exp((V50-X)/Slope))

Une régression linéaire de la partie rectiligne de cette courbe permet de déterminer la
sensibilité du baroréflexe pharmacologique. Plus la pente est élevée, plus le baroréflexe est

fonctionnel.

Le SNA, et notamment le baroréflexe, influence la FC et en particulier la variabilité de ce

parametre.
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D) Variabilité de la fréquence cardiaque
1) Généralités

L’activité cardiaque :

Le cceur est formé de deux compartiments bien distincts : le ceeur droit constitué de 1’oreillette
droite et du ventricule droit, qui communiquent via 1’orifice tricuspidien, et le coeur gauche
constitué¢ de D’oreillette gauche et du ventricule gauche qui communiquent entre eux par
’orifice mitral. Les oreillettes droites et gauches sont séparées par une cloison appelée septum
interauriculaire et les ventricules par le septum interventriculaire.

Le tissu nodal, localis¢é au niveau de [’oreillette droite, donne naissance aux impulsions
¢lectriques puis les conduit a grande vitesse vers les cellules myocardiques, engendrant ainsi
les contractions auriculaires et ventriculaires. Le cceur est donc le siége de contractions,
appelées systoles, et de relachements, appelés diastoles. Ce tissu nodal (en particulier le nceud
sinusal) confére une activité automatique au cceur permettant au cceur de continuer de battre
méme s’il est isolé de ’organisme, a condition d’étre dans des conditions physiologiques

convenables.

Description d’'un cycle cardiaque :

La révolution cardiaque dure environ 1,1 seconde chez I’humain. Elle correspond a
I’ensemble des phénomeénes électriques, mécaniques et pressifs qui surviennent pendant une
systole et une diastole. Un électrocardiogramme (ECG) correspond a I'enregistrement de
l'activité électrique du cceur, nécessaire a ses contractions. Dans un tracé typique, on peut
remarquer cing ondes caractéristiques, appelées P, Q, R, S et T (Figure 6). L'onde P marque la
dépolarisation lors de la contraction des oreillettes (systole auriculaire) ; l'intervalle PR
indique le temps nécessaire a la transmission de l'influx électrique du nceud sinusal des
oreillettes jusqu'au nceud auriculo-ventriculaire; le complexe QRS marque la
dépolarisation et la contraction ventriculaire (systole ventriculaire) ; l'intervalle QT
correspond a la repolarisation ventriculaire globale ; l'onde T désigne la fin de Ia
repolarisation ventriculaire. L’onde de repolarisation des oreillettes est noyée dans la
dépolarisation des ventricules. L’ECG permet donc de suivre les événements électriques du

myocarde.
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Figure 6 : Les différentes périodes et ondes PQRST d’un électrocardiogramme (ECG)

La variabilité de la fréquence cardiaque :

Le rythme cardiaque n’évolue pas d’une maniére constante au cours du temps, il existe une
fluctuation battement par battement. Cette fluctuation appelée la variabilité de la fréquence
cardiaque (VFC) correspond a la variation de temps entre deux battements cardiaques, ou
deux pics R sur I’ECG, sur une période de temps donné. L'amplitude de la variabilité
cardiaque est le témoin de notre capacité d'adaptation (plus cette amplitude est élevée,

meilleure est la réponse physiologique d’adaptation, Figure 7).

A AP

variabilité basse variabilité moyenne variabilité élevée
© 2011 - Dr David OHare

Figure 7: Pattern de différentes variabilités de fréquence cardiaque (VFC)

La VFC refléte donc la capacité a court terme du cceur a accélérer et a ralentir. L’activité
intrinséque du cceur par le tissu nodal est tres stable lorsqu’il est isolé de 1’organisme, aucune
variabilité n’existe. La mesure de la VFC intégre donc les influences externes sur cette
activité cardiaque basale a savoir I’influence SNA. En effet, le coeur est innervé au niveau du
tissu nodal par le systtme nerveux sympathique et parasympathique. L’influx
parasympathique est trés rapide (influence a trés court terme) mais dure peu ; au
contraire, I’influence sympathique est plus lente mais dure plus longtemps (Shaffer et al.
2014). Ces influx sont opposés : I’influx sympathique est cardio-accélérateur tandis que le

tonus parasympathique est cardio-modérateur. Au repos, [’activité cardio-modératrice
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I’emporte sur I’activité cardio-accélératrice (Ia FC du ceeur au repos est inférieure a la FC du
ceeur isolé), mais cet équilibre sympathique/parasympathique est variable suivant de
nombreux facteurs (externes ou internes). L’¢étude de la VFC rend compte des changements
de I’intervalle RR, qui interviennent a trés court terme ou a plus long terme. Ainsi, la VFC
est un bon indice de la balance sympathovagale sur ’activité cardiaque et peut étre

analysée par différentes méthodes.

2) Méthodes d’analyse de la VFC
(i) Domaine fréquentiel

L’analyse fréquentielle permet de décomposer le signal de la VFC en domaine de fréquence a
partir d’une transformée de Fourier. L’analyse par transformée de Fourier est une méthode
objective qui n’implique aucune perte d’information (Aubert et al. 2003), car il existe une
relation directe entre le signal de départ et le spectre de fréquence obtenu apres la
transformation mathématique. La transformation de Fourier consiste a décomposer une
fonction selon ses spectres de fréquences. Cette analyse spectrale permet de déceler les
différentes fréquences d’oscillation d’un rythme, représentées sous la forme d’une densité
spectrale en fonction de la fréquence. La puissance spectrale dans une bande de fréquence
donnée peut étre quantifiée en intégrant 1’aire sous la courbe. Sa représentation graphique,
présente en abscisse une échelle de fréquence, et en ordonnée, un nombre proportionnel a
I'amplitude de l'oscillation (ms2/Hz) (Figure 8). A partir de ce spectre de fréquence, trois
bandes de fréquences sont communément définies : VLF (very low frequency), LF (low
frequency) et HF (high frequency). Chez I’homme, VLF est compris entre 0 et 0.04 Hz, LF
entre 0.04-0.15 Hz et HF entre 0.15-0.4 Hz (Aubert et al. 2003).
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Figure 8: Spectre de densité obtenu a partir de ’intervalle RR d’un ECG

Les fluctuations de la bande VLF ont une origine probablement multifactorielle
(thermorégulation, systéme rénine angiotensine, systeme sympathique).

Les fluctuations de la bande LF pourraient étre en relation avec les ondes de Mayer, mais
I’interprétation en est controversée. L’onde de Mayer est de nature vasomotrice, donc
sympathique, et certains auteurs relient donc ces oscillations a D’activit¢ sympathique
uniquement (Pagani et al. 1986). Néanmoins, pour certains auteurs, elles représenteraient un
amalgame d’activités sympathique et parasympathique controlant le nceud sinusal (Pomeranz
et al. 1985; Persson et al. 1992; Houle and Billman 1999). En effet, les oscillations présentes
dans la bande LF sont partiellement abolies par l'atropine et les bétabloquants. Il apparait
toutefois que la bande LF apparaisse augmentée par divers événements extérieurs comme le
stress (mental ou physique) ou les états positionnels (debout/couché), et seraient notamment la
conséquence d’une hyperactivité sympathique induite en partie par la réduction du baroréflexe
(Robbe et al. 1987) .

Les fluctuations de la bande HF sont sous influence de la respiration (et sont décrites
comme 1’arythmie sinusale respiratoire ou ASR) et traduisent les variations du tonus vagal
exercé sur le nceud sinusal en réponse a la stimulation lors de l'inspiration des récepteurs
intrapulmonaires sensibles a I'étirement (réflexe de Bainbridge, voir chapitre I, paragraphe
I1I)). Ces oscillations sont abolies par l'atropine. Ainsi, HF est considéré comme étant le reflet
de Pactivité parasympathique sur le coeur (Montano et al. 2009) par I’intermédiaire du nerf

vague (Porges 1995).
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Le rapport LF/HF est quant a lui un indice tres utilisé pour évaluer la balance sympatho-
vagale. Comme décrit ci-dessus, LF est sous influence mixte sympathique et parasympathique
et HF uniquement parasympathique, donc le ratio LF/HF est souvent décrit comme un bon
indice de I’activité sympathique. Mais les conclusions amenées par 1’analyse de ce parametre
doivent étre prises avec prudence, et doivent étre corrélées avec 1’analyse des bandes LF et
HF elles-mémes (Shaffer et al. 2014). En effet le ratio dépend bien stir de chaque bande, et
une augmentation du ratio qui ne dépendrait que de la baisse de HF, par exemple,
n’indiquerait pas une augmentation de I’activité sympathique mais une réduction du tonus

vagal uniquement.

(ii) Domaine Temporel
L'analyse dans le domaine temporel repose sur des parametres statistiques assez simples mais

ne renseigne pas sur la chronologie de ces valeurs ni sur leur nature périodique ou aléatoire.
Les variables dérivées directement de la mesure des intervalles RR :
- NN (normal to normal) : intervalle entre 2 battements cardiaques
- SDNN : déviation standard de I’intervalle RR sur toute la période d’enregistrement,
standard deviation of all NN intervals) qui renseigne sur la variabilité globale. Elle
correle avec la VFC totale.
Les variables dérivées de la différence entre les intervalles R-R :
- NNS50 : nombre d’intervalles RR successifs différant de plus de 50 ms
- SDSD : déviation standard de la différence entre les intervalles RR successifs
- pNNS5O0 : NN50 divisé par le nombre total d’intervalles, exprimant la variabilité¢ de
haute fréquence principalement d’origine parasympathique, modulée par la respiration
- RMSSD : moyenne quadratique des intervalles R-R successifs, exprimant la variabilité
de haute fréquence d’origine parasympathique mais ne serait pas le reflet de
I’influence respiratoire (Shaffer et al. 2014). Cette mesure est préférable a pNN50 et a
NNS50 d’apres la Task Force (Task Force, 1996). Elle corr¢le avec HF (Shaffer et al.
2014).
Comme il y a une corrélation entre SDNN et RMSSD, ces deux indices sont les mesures
recommandées par la Task Force pour étudier la VFC. Ces deux indices temporels sont donc
les plus utilisés dans les études portant sur la réponse cardiaque a la stimulation du systeme

nerveux autonome.
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(iii)Analyse géométrique
Des transformations mathématiques peuvent également étre réalisées afin d’étudier les

intervalles R-R sur 24h. C’est une approche alternative qui est basée sur 1'analyse géométrique
en créant I’indice triangulaire de la VFC (indice de St George) (Task Force, 1996 ; Malik and
Camm 1990). Les intervalles NN sont comptabilisés par des histogrammes dont la base fait
7,8 ms. Un triangle est adapté a chaque histogramme par la méthode des moindres carrés.
Deux mesures sont alors effectuées : la largeur du triangle en millisecondes, et I’indice
triangulaire de la VFC qui est défini par le ratio du nombre total d’intervalles sur le nombre
d’intervalles compté dans la tranche modale. Cet indice est fortement corrélé avec l'indice
SDNN. Cette technique a l'avantage d'étre moins sensible aux complexes ectopiques et aux
erreurs de détection et donc de réduire la nécessité d'une édition précise (la classification des

différents complexes QRS) de 'ECG ambulatoire.

(iv) Analyse non-linaire : Poincaré
La méthode consiste en I’application de techniques mathématiques complexes dérivées de la

théorie du chaos. Cette théorie est habituellement employée pour analyser des phénoménes
physiologiques tres irréguliers mais qui ne sont pas aléatoires (Task Force, 1996). La
construction des diagrammes de Poincaré représente une méthode simple consistant a tracer
les points correspondant a chaque espace R-R d’un enregistrement Holter ECG de 24h, en
fonction de son intervalle précédent sur un graphique. Ainsi, 1’acquisition d’une figure,
comparée a une comete ayant une grosse extrémité supérieure et une extrémité inférieure plus
allongée peut étre établie. A partir de ce graphe, SD1,2 peut étre calculé selon 1’équation
suivante ; SD1,2 = SD1/SD2 (Figure 9, SD1 est le petit axe et SD2 le grand axe de 1’éclipse).
SDI1 est I’indice de variabilité a court terme, reflet de 1’activité parasympathique sur le nceud
sinusal. SD2 est I’indice de variabilité a long terme et reflete a la fois I’activité sympathique et
parasympathique sur le nceud sinusal. On peut également obtenir les indices SD1nu et SD2nu,
qui correspondent aux indices SD1 et SD2 en unité normalisée, car ils prennent en compte

I’évolution de la FC de repos (Tulppo et al. 1998).
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Figure 9: Analyse de la variabilité de la fréquence cardiaque par la méthode de Poincaré

La VFC apporterait des indices fiables dans plusieurs champs du domaine médical tels que les
réponses physiologiques liées aux émotions ou au stress. La VFC serait un bon prédicteur de

risque cardio-vasculaire et de mortalité.

3) Etude de la VFC comme index de mortalité cardiovasculaire
I1 est bien établi que 1’analyse de la VFC est un facteur de risque cardiovasculaire. Les

¢tudes portant sur des sujets présentant une hypertension ont montré une augmentation de la
puissance des LF de la VFC comparés aux sujets normotendus (Fagard et al. 2007). La
détection précoce de I’hypertension et 1’étude de la VFC permettraient d’apporter des
informations et de réduire les manifestations cliniques de I’hypertension (Siché et al. 1995).
De nombreuses études €pidémiologiques réalisées sur la population générale ont mis
en évidence une relation entre la diminution de la VFC et le risque accru d’insuffisance
coronaire, de mortalité totale et de mortalité cardiaque (Tsuji et al. 1996; de Bruyne et al.
1999; Dekker et al. 2000; Lombardi et al. 1987; Bigger et al. 1993). Par exemple,
I’augmentation du ratio LF/HF est un facteur de risque de survenue des arythmies
ventriculaires (Lanza et al. 1997). Le facteur rMSSD est diminué chez les patients ayant une
pathologie coronarienne (La Rovere et al. 2001). L’étude MPIP (Multicentre Post Infarction
Program) (Kleiger et al. 1987) a été réalisée chez environ 800 patients ayant présenté un
infarctus du myocarde (IDM) récent. Ce travail a montré que les patients ayant un SDNN
inférieur a 50 ms avaient un risque de mortalité¢ 5 fois plus élevé que ceux ayant un SDNN
plus ¢élevé, supérieure a 100 ms. Ces résultats sont confirmés par une autre étude qui a utilisé

I’analyse fréquentielle de la VFC (Bigger et al. 1992).
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Dans le cadre de I’é¢tude ATRAMI (Autonomic Tone and Reflex after myocardial infarction),
une analyse rétrospective a été effectuée (La Rovere et al. 1998). Cette étude a porté sur 1284
patients ayant présenté un infarctus du myocarde aigu et un SDNN inférieure a 70 ms a été
présenté comme un facteur prédictif de mortalité cardiovasculaire.

Cela s’accompagne d’une diminution du taux de survie. Dans une étude menée chez
des sujets atteints d’une insuffisance cardiaque et suivis pendant environ 50 mois, le SDNN
¢tait un facteur pronostic avec 80 % de survie a 50 mois pour les patients ayant un SDNN >

100 ms contre seulement 40 % quand celui-ci était inférieur a 100 ms (Fauchier et al. 1997).

II) Physiologie du systéme respiratoire

A) Notions générales
L’échange gazeux entre I’environnement et I’organisme se fait au niveau des sacs alvéolaires
des poumons. L’air extérieur est acheminé jusqu’aux poumons via les voies aériennes
supérieures et inférieures permettent de conduire 1’air jusqu’aux poumons. Les voies
aériennes supérieures comprennent le nez, le pharynx et le larynx. Les voies aériennes
inférieures sont constituées de la trachée, des bronches, des bronchioles et des sacs
alvéolaires. Ces derniers sont le lieu de transfert des gaz vers le sang. Autour de chaque sac
alvéolaire, un réseau de capillaires permet des échanges gazeux entre 1’air et le sang.
L’entrée et la sortie d’air dans les poumons se fait grace a I’action de muscles respiratoires.
Les muscles assurant I’inspiration sont le diaphragme, les intercostaux externes, les sterno-
cléido-mastoidiens, les scalénes et le parasternal. Le diaphragme est le principal muscle utilisé
lors de la respiration. Sa contraction entraine une augmentation du volume de la cavité
thoracique en tirant les poumons vers le bas, ¢’est I’inspiration.
L’expiration est un phénomene passif, les muscles intercostaux et le diaphragme se relachent.
Les muscles expiratoires n’interviennent qu’en cas d’expiration forcée et sont les intercostaux

internes, les abdominaux (obliques externes et internes, transverses et grand droit).
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B) Commande centrale respiratoire
Les mouvements respiratoires sont automatiques et cycliques, ils dépendent de 1’activité des

centres respiratoires bulbaires. Ils envoient a intervalles réguliers des incitations motrices aux
nerfs des muscles inspiratoires.

Les centres respiratoires ont €té principalement décrits a partir d’études chez le rat et le chat.
Il s’agit d’un réseau neuronal complexe ou de nombreuses interactions synaptiques entre
plusieurs groupes de neurones prémoteurs respiratoires ¢laborent les trois phases du rythme
respiratoire (inspiration, post-inspiration et expiration, (Bianchi et al, 1995) et mettent en
forme le patron moteur (ou pattern ou motif) distribué aux motoneurones craniens et spinaux
pilotant I’appareil respiratoire.

Les centres respiratoires sont situés dans le tronc cérébral et comprennent le groupe
respiratoire ventral (GRV) localisé dans la réticulée bulbaire ventrolatérale, et le groupe
respiratoire dorsal (GRD) situé¢ dans la division ventrolatérale du NTS (Figure 10). Ces
cellules sont en relation avec les noyaux moteurs des nerfs phréniques et thoraciques (Bianchi
et al, 1995). La génération du rythme respiratoire est toujours débattue et une revue récente
(Feldman and Del Negro 2006; Janczewski and Feldman 2006) argumente la présence de 2
générateurs distincts au sein du GRV (Figure 10): le complexe de Pré-Botzinger (pré-BotC) et
le groupe de noyaux rétrotrapezoidien et parafacial (RTN/pFRG). Les deux groupes ayant
montrés la propriété de décharger de facon rythmique et autonome, le premier (pré-BotC)
synchronis¢ avec les bursts inspiratoires du diaphragme générerait 1’inspiration active et une
expiration passive. Le second (RTN/pFRG) déchargeant en décalage par rapport a la phase
inspiratoire du pré-BotC générerait I’expiration active et une inspiration passive. Les deux
générateurs seraient fonctionnellement couplés, mais seule la région du pré-BotC serait

sensible aux opioides.

Il existe également des centres respiratoires pontiques :

- Chez I’animal vagotomisé, I’ablation d’un groupe neuronal pontique comprenant les noyaux
parabrachial médian et Kolliker-Fiise entraine une respiration apneustique formée
d’inspirations trés longues (Cohen and Wang 1959; Bertrand and Hugelin 1971; Feldman and
Gautier 1976; Von Euler et al. 1976). Cette structure, nommée groupe respiratoire pontique
ou PRG (Feldman, 1986) comporte des neurones qui déchargent de facon tonique avec une
fréquence correspondant aux phases respiratoires. On retrouve donc des neurones
inspiratoires, expiratoires ou transitionnels, c'est-a-dire actifs entre les deux phases

respiratoires (Bertrand and Hugelin 1971). Le PRG regoit des afférences du NTS et de régions
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ventrales du bulbe qui sont en relation avec les fonctions viscérales, cardiovasculaires,
gustatives et neuroendocrines (G. Song et al. 2011). Les neurones du PRG entretiennent aussi
des connexions réciproques avec les centres générateurs (RTN/pFRG et PreBotZ)
(Bochorishvili et al. 2012). L’ensemble des données fonctionnelles suggere que le PRG
influence la terminaison de I’inspiration et la durée des différentes phases du cycle
respiratoire. Il existe aussi un autre mécanisme de contrdle du rythme respiratoire en
provenance du pont latéral et ventrolatéral, et plus particuliecrement des neurones
noradrénergiques du groupe AS. Les neurones A5 exercent une modulation négative de la
genése du rythme dans une préparation de tronc cérébral isolé (Hilaire et al. 1989; Errchidi et
al. 1991). Des stimulations électriques de ces neurones entrainent une diminution de la
fréquence respiratoire et deviennent inefficaces en présence d’antagonistes noradrénergiques
(Hilaire et al. 1989). Réciproquement, 1'élimination du pont entraine une augmentation de la

fréquence respiratoire (Errchidi et al. 1991).

Coupe sagittale Coupe longitudinale

Cervelet
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Figure 10: Anatomie des structures bulbaires impliquées dans le controle de la
respiration (Adapté de Seta et al. 2002)
DRG, Groupe respiratoire dorsal ; r/cVRG, groupe respiratoire ventral rostral ou caudal ; preBotC,
complexe de pré-Botzinger; BotC, complexe de Botzinger; 7, noyau facial; AS, neurones
noradrénergiques AS5; AmbC, Noyau ambigu; LRT, noyau réticulaire latéral; Mo5, noyau moteur
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trigéminal; Pn, noyau pontique basilaire; RTN/pFRG, noyau rétrotrapézoide et groupe respiratoire
parafacial ; scp, pédoncule cérébrale supérieur; SO, olive supérieure; and VLPons, pons ventrolatérale.

Les centres respiratoires bulbaires intégrent de nombreuses informations périphériques et

centrales, ce qui permet de moduler et d’adapter la respiration a I’environnement.

C) Modulations centrales et périphériques
Les neurones bulbaires du GRV sont modulées indirectement par des informations en

provenance de la périphérie, et notamment celles issues des mécanorécepteurs (e.g. récepteurs
d’étirement pulmonaire) mais aussi des chémorécepteurs carotidiens (et aortiques pour une
petite part). Les chémorécepteurs carotidiens sont localisés dans des glomus situés au niveau
de la bifurcation carotidienne, et détectent principalement les variations de PA en O2 (Pa0O,),
mais aussi dans une moindre mesure en CO2 (PaCO2) et du pH artériel. En particulier, la
stimulation des chémorécepteurs carotidiens par une hypoxie (diminution de la PaO2)
gazeuse (baisse de la fraction en O, dans I’air inspiré) ou cytotoxique (cyanure de
potassium) entraine en premier lieu une augmentation de Pactivité ventilatoire
accompagné d’une augmentation du volume courant, ou hyperventilation (suivi par une
baisse ventilatoire dans le cas de I’hypoxie gazeuse). C’est au niveau du NTS que se
projettent les afférences dopaminergiques glossopharyngiennes en provenance des
chémorécepteurs périphériques (Davies and Edwards 1973; Jordan and Spyer 1977; Lipski et
al. 1977). Ces informations sont ensuite transmises au GRV afin d’ajuster la commande
motrice respiratoire (Roda et al. 2002; Kubin et al. 2006). Par conséquent, ceci explique que
I’activation des chémorécepteurs périphériques par une hypoxie induit une hyperventilation
dans le but de corriger le bas niveau en pO2 dans le sang et le RTN peut étre per¢u comme un
relais des chémorécepteurs périphériques vers les muscles respiratoires effecteurs. De plus, a
partir du NTS, de nombreuses projections se dirigent vers les centres générateurs et le noyau

Kolliker-Fuse (Otake et al. 1989).

Les différentes populations de neurones respiratoires bulbaires du GRV sont aussi influencées
par I’activation des chémorécepteurs centraux sensibles aux augmentations de pression
partielle en CO2 et de baisse de pH (hypercapnie) (Waldrop 1991; Peano et al. 1992; Horn
and Waldrop 1994). La réponse ventilatoire induite par I’hypercapnie est une augmentation du

volume courant et de la fréquence respiratoire, et I’une des régions clé impliquées dans les
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réponses ventilatoires a 1’hypercapnie est I’hypothalamus caudal. En effet, i) [’ablation du
diencéphale est suivie d’une diminution de 1I’hyperventilation hypercapnique (Fink et al. 1962;
Nielsen et al. 1986), ii) I’hypothalamus caudal contient des neurones type orexinergique
stimulés directement par une augmentation de la PCO, et/ou des ions H+ (Dillon and Waldrop
1992; Horn and Waldrop 1998), dont l’inhibition induit une diminution importante de
I’hyperventilation induite par I’acidification de cette région encéphalique (Song et al. 2012;
Deng et al. 2007; Nakamura et al. 2007; Li and Nattie 2010). Il est important de noter que
ces neurones envoient des projections vers la région RTN/pFRG (Lazarenko et al. 2011),
qui contient des cellules présentant a leur membrane le récepteur de type 1 a I’orexine (Dias et
al. 2009), et que les neurones orexinergiques de I’hypothalamus innervent aussi la région pré-
BotC et modulent ’activité des neurones inspiratoires de cette région (Young et al. 2005;

Dreshaj et al. 2003; Kc et al. 2002).

En plus de cela, les neurones du RTN/pFRG sont également intrinséquement
chémosensibles au proton et réagissent donc lorsque l’organisme se trouve en
hypercapnie (Bianchi et al. 1988; Feldman and Del Negro 2006; Feldman and
Janczewski 2006; McCrimmon et al. 2004; Ezure 1990). L’implication du groupe
RTN/pFRG dans le chémoréflexe central a ¢été observé a partir d’expériences
immunohistochimiques qui ont montré que Fos était surexprimé dans les neurones du
RTN/pFRG suite a une hypoxie (Larnicol et al. 1994) ou a une hypercapnie (Teppema et al.
1994). Ainsi, les neurones du RTN/pFRG modulent une grande partie de la réponse
ventilatoire a I’hypercapnie (Guyenet et al. 2005; Gestreau et al. 2010; Guyenet et al. 2010;
Huckstepp and Dale 2011; Ramanantsoa et al. 2011; S. Wang et al. 2013).

La région RTN/pFRG a donc un role clé dans le chémoréflexe aussi bien en condition
d’hypoxie (chémoréflexe périphérique et central) qu’en hypercapnie (chémoréflexe

central).



48

III) Interaction des systémes cardiovasculaires et respiratoires :
étude par la VFC

Comme nous I’avons indiqué brievement dans le chapitre I paragraphe I)C)2), la mesure de la
VFC au repos permet d’avoir un reflet de 1’équilibre entre systeme nerveux sympathique et
systéme nerveux parasympathique, notamment lors du cycle respiratoire par I’induction
du réflexe de Bainbridge. Lorsque la PA augmente, ceci augmente la pression au niveau de
I’oreillette droite, et des récepteurs sensibles a I’étirement localisés a la jonction de I’oreillette
droite et de la veine cave vont alors étre activés et produire deux actions : d’une part, les
récepteurs au niveau du nceud sinusal vont agir localement et faciliter la transmission
sympathique, et surtout d’autre part des fibres neuronales remontant dans le nerf vague vers le
NTS vont agir au niveau du noyau ambigu pour réduire le tonus parasympathique et donc
freiner le ralentissement cardiaque (Hakumiki 1987). Ces deux mécanismes vont contribuer a
augmenter la FC. Il est a noter que 1’augmentation de la pression au niveau de ’oreillette
induit une augmentation du débit cardiaque et donc de la PA : donc le coeur devrait étre ralenti

par I’induction du baroréflexe, mais ce phénomene est compensé par le réflexe de Bainbridge

(Figure 11).
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Figure 11 : réflexe de Bainbridge

Lors de I’expiration, la pression atriale diminue et le réflexe de Bainbridge s’arréte, il y a
alors facilitation du baroréflexe. Ces oscillations rythmiques induites par la respiration
représentent comme nous 1’avons dit précédemment I’ASR. On parle de « cohérence
cardiaque » quand on atteint un état équilibre sympathovagal idéal, induit par un temps idéal

entre chaque inspiration et expiration (Bernardi et al. 2001 ; Dick et al. 2014). Il est obtenu
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chez I’homme lorsque la respiration est descendue volontairement a 0.1 Hz, permettant un
temps idéal de repos entre chaque inspiration. Alors la VFC présente un aspect sinusoidal tout

a fait caractéristique (Figure 12).
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Figure 12 : Variabilité de la fréquence cardiaque au repos et lors de la cohérence
cardiaque

Ce rythme respiratoire a 0.1 Hz augmente la sensibilité du baroréflexe chez des personnes
saines (Radaelli et al. 2004), réduit I’hyperactivité sympathique des patients souffrant de
pathologies respiratoires telles que la Broncho Pneumopathie Obstructive Chronique (BPCO)
(Raupach et al. 2008), et montre des résultats concluant pour traiter I’hypertension de fagcon
non pharmacologique (Joseph et al. 2005; Sharma et al. 2011). Ces observations représentent
donc des arguments de poids en faveur d’une interrelation entre la respiration, le systéme

nerveux autonome et le systéme cardiovasculaire.
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CHAPITRE II : LE STRESS

I) Notions générales
Le mot stress vient du latin stringere qui veut dire tendu, raide et de 1’anglais distress qui veut

dire détresse. A ses débuts, le concept de stress est limité a 1’idée d’une suite de réactions
biologiques, puis il évolue avec les nombreuses théories scientifiques qui ont tenté de le
développer, pour devenir actuellement une notion plus large, interactive entre I’individu et
son environnement (Boudarene et al. 1997; Agarwal 1994).

En 1872, Darwin considére que la peur avec toutes ses manifestations avait pour role de
préparer 1’organisme a faire face au danger. Au 19e siecle, Claude Bernard introduit la notion
d’équilibre entre le milieu extérieur et intérieur. Selon lui toutes les réactions du sujet face au
stress n’ont qu’un seul but, celui du maintien de 1’équilibre du milieu intérieur (Laborit 1988).
Ensuite, le mot stress réapparait au 20e siccle dans le langage des physiologistes. En 1914, W.
Cannon, utilisant la notion de stress dans un sens physiologique, puis en 1928 dans un sens
psychologique, concoit le stress comme « correspondant a des stimuli aussi bien physiques
qu’émotionnels (Routier 1991). Il précise les idées de Claude Bernard en développant la
notion de constance du milieu intérieur ou homéostasie (Laborit 1988) et définit la notion
d’homéostasie comme une fonction fondamentale assurée par un ensemble de processus
dynamiques visant au maintien du milieu intérieur.

Cannon indique la non-spécificit¢ de la réponse sympathique en fonction du stimulus
précisant que la mise en jeu du systtme sympathique a pour but de préparer I’animal a
I’action. La réponse aux situations de danger se fait par le biais d’une sécrétion quasi réflexe
et instantanée qui prépare I’animal a la lutte ou a la fuite (fight or flight) (Boudarene et al.
1997). Dans cette optique, les réactions de défense visent a mobiliser les ressources
énergétiques de 1’organisme pour une dépense supplémentaire d’énergie. Ensuite dans les
années trente, Dr Hans Selye, endocrinologiste, introduit lui aussi le concept de stress en
individualisant les réactions physiologiques communes a toutes les agressions. Il définit le
stress comme étant un ensemble de réponses non spécifiques de I’organisme pour faire face a
des situations d’agression. L’ensemble de ces réponses est appelé¢ syndrome général
d’adaptation (SGA) qui évolue en 3 phases dans le temps (Figure 13): la phase d’alarme ou
d’alerte, la phase de résistance ou d’adaptation et la phase d’épuisement. Selon cette

définition le stress est un état qui se manifeste par un syndrome spécifique, englobant tous les
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changements aspécifiques qui interviennent dans le systéme biologique. Le stress constitue
dans un premier temps, [’agent causal, le plus souvent représenté par des agents extérieurs
nocifs. Dans un deuxiéme temps, le stress n’est plus 1’agent causal mais la réponse de
I’organisme a cet agent. Ainsi Hans Selye considere le stress comme étant tout a la fois
I’agent et le résultat de son action. Il faut rappeler que dans I’¢laboration de ce concept, Selye
faisait déja la distinction essentielle entre eustress (bon stress) et distress (mauvais stress). Le
concept de stress a donc évolué et changé de signification au cours des années, de causes
déclenchantes de Cannon, il devient effet consécutif avec Selye (Selye 1936, 1950). Ensuite

on a assisté a un élargissement progressif du concept et de son champ d’application.
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Figure 13 : Les différentes phases du syndrome général d’adaptation (SGA)

Les travaux de recherche se sont multipliés et ont suivi schématiquement deux axes de
recherche. Le premier s’est focalisé sur les aspects neurobiologiques du stress et le second sur
les dimensions psychologiques selon trois approches : psychosociale, cognitive, et
psychobiologique (Boudarene et al. 1997). Les ¢études neurobiologiques ont permis de
préciser la nature et le réle des systémes hormonaux et neuronaux qui sont impliqués dans la
mise en ceuvre et régulation du stress. Les travaux psychologiques se sont intéressés, eux, aux
aspects relationnels entre la réaction et I’agression. Ainsi, le concept du stress s’est élargi aux

agressions psychologiques et sociales.

La réaction du stress n’est donc plus considérée comme une simple réponse limitée dans le
temps mais devient une réponse adaptative, dynamique et qui est a la fois biologique et
comportementale par la mise en jeu de 1’axe hypothalamo—hypophyso-corticosurrénalien

appelé axe corticotrope ou axe HHS.
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II) Bases physiologiques du stress

A) Le systeme limbique
Il comprend la région septale, le fornix, I'hippocampe, le complexe amygdalien et les cortex
insulaire et fronto-orbitaire postérieur. Il controle le comportement, les émotions, la
motivation. Il intervient également dans la régulation de conditions internes de 1’organisme tel
que la température corporelle, la sensation de faim et de soif, 1’équilibre osmotique. C’est une
zone de perception des stimuli externes qui joue un role dans le déclenchement des réactions

en stimulant I’hypothalamus auquel il est 1i¢ par un ensemble de neurones.

B) L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien ou axe HHS
1) L’hypothalamus
11 recoit des projections nerveuses provenant du systéme limbique (hippocampe et amygdale,
du thalamus...), des noyaux monoaminergiques du bulbe, du tronc cérébral et du faisceau
optique accessoire de la rétine. C’est un relais clé¢ dans D’intégration des afférences
émotionnelles et dans la réponse émotionnelle. Il est classiquement admis que les neurones
hypothalamiques dans la portion parvocellulaire du noyau paraventriculaire (PVN) produisent

la corticolibérine ou corticoreleasing hormone (CRH), qui va agir sur I’hypophyse (Figure

14).
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GLUCOCORTICOIDES

Figure 14: Axe du stress

2) L’hypophyse
Glande endocrine de petite taille, 1'hypophyse est située a la base du crane dans une loge

appelée "selle turcique", en rapport anatomique direct avec le chiasma optique. Elle est
attachée au cerveau (diencéphale) par la tige pituitaire. On distingue trois zones, ou lobes,
dans 1'hypophyse : I'antéhypophyse (adénohypophyse) situ¢e rostralement ; la post-hypophyse
(neuro-hypophyse) située caudalement et le lobe intermédiaire. L’influence de la CRH
stimule 1’antéhypophyse pour que celle-ci sécréte 1’hormone corticotrope (ACTH, Adreno
Cortico Tropic Hormone), qui elle-méme stimule le cortex surrénal. Une augmentation du
taux d’ACTH est classiquement associée a une suractivation de I’axe HHS (Gadek-Michalska

et al. 2015).

3) Les glandes surrénales
Situées chacune aux poéles supérieurs des 2 reins, les surrénales sont formées de deux glandes

endocrines associées anatomiquement mais embryologiquement et fonctionnellement

différentes :
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- la corticosurrénale qui sécrete les glucocorticoides (cortisol chez I’homme et
corticostérone chez les volailles et le rongeur), et les minéralocorticoides (aldostérone).

- médullosurrénale constituée de cellules nerveuses dites « chromafines » qui ont
migré a partir des cellules de la créte neurale et qui sécretent les catécholamines (adrénaline et

noradrénaline).

L’influence du stress et donc de I’ACTH va activer les glandes corticosurrénales afin
de synthétiser les corticoides intervenant de facon importante dans le SGA (Chrousos and
Gold 1992; Dantzer 1995). Une augmentation du taux de cortisol est classiquement associée a

une suractivation de 1’axe HHS (Lopez-Duran et al. 2015).

4) Les récepteurs aux corticostéroides
Les corticostéroides agissent par I’intermédiaire des récepteurs intracellulaires (Bamberger et

al. 1996): récepteurs aux minéralocorticoides (MR) et récepteurs aux glucocorticoides (GR).
Au niveau méme des glandes surrénales, les glucocorticoides régulent directement la
stéroidogenese (Carsia and Malamed 1983) en inhibant I’expression des enzymes impliquées.
De nombreux facteurs et conditions peuvent déterminer la sensibilité tissulaire aux
corticostéroides (Bamberger et al. 1996). 1l s’agit de la disponibilité extracellulaire et
intracellulaire des hormones, des niveaux d’expression des récepteurs aux glucocorticoides et
des affinités de liaison. En effet une augmentation du feedback négatif par les
glucocorticoides induit une hypocortisolémie sur les 24h.

Dans le cerveau les MR sont majoritairement présents au niveau de I’hippocampe, mais
aussi de ’amygdale tandis que les GR sont ubiquitaires avec une forte concentration
dans I’hippocampe et dans I’hypothalamus (Wetzler et al. 2005; Dallman et al. 1994;
Schmidt and Meyer 1994 ; De Kloet et al. 1998). La corticostérone, principal corticostéroide
chez le rat, se lie avec une grande affinit¢ aux MR et avec 10 fois moins d’affinité aux GR
(Nishi and Kawata 2000; Funder 2005). Compte tenu de ces affinités, les glucocorticoides se
lient préférentiellement aux MR en situation basale (faible concentration) (Deuschle et al.
1998; Young et al. 1998) alors que la saturation des GR n’a lieu qu’en situation
d’hypersécrétion comme apres un stress, pendant la phase active du rythme circadien ou en
situation pathologique d’hypercorticisme (Boyle et al. 2006; Dallman et al. 1994). D’autres
fonctions physiologiques comme les états comportementaux sont influencées par les MR et
GR dans le cerveau (Herrero et al. 2006). Les corticostéroides modulent les processus
périphériques, tel que le métabolisme du glucose a travers les GR (Tempel and Leibowitz

1994), ou I’équilibre minéral et hydrique via les MR (McEwen et al. 1986).



55

Les glucocorticoides agissent sur de nombreux organes mais aussi sur des structures
cérébrales afin de réguler leur propre sécrétion : c’est le rétrocontréle négatif. En effet,
les glucocorticoides exercent un rétrocontrdle négatif sur plusieurs structures cérébrales de
I’axe HHS et limitent ainsi la durée d’exposition de 1’organisme a ces stéroides, afin d’en
minimiser les effets déléteres (effets cataboliques, et immunodépresseurs). Trois structures se
distinguent nettement comme étant les acteurs clé du rétrocontrole négatif des
glucocorticoides sur 1’axe corticotrope : I’hypothalamus, I’hypophyse et les glandes
surrénales. Des structures extra-hypothalamiques (I’hippocampe) interviennent aussi dans ce
rétrocontrdle négatif. L’activité de 1’axe corticotrope varie au cours du rythme circadien ;
ainsi, I’intensité du rétrocontrole négatif exercé par les glucocorticoides est accrue au moment
de la phase active du cycle nycthéméral (Suemaru et al. 1995; Follenius et al. 1982).
L’intensité de rétrocontrdle sur les structures cérébrales tel que 1I’hippocampe est plus élevée
en situation de stress aigu qu’en situation de stress chronique (Herman et al. 1999; Sapolsky
and Eichenbaum 1980; Cooney and Dinan 2000). Ce rétrocontrole (ou “test de suppression”)
est classiquement étudi¢ par 1’é¢tude de I’effet de ’administration de doses fortes de
dexamethasone (corticostéroide similaire a ceux produits naturellement par les glandes
surrénales, et qui se lie donc aux récepteurs GR) sur la production d’ACTH et de cortisol (qui

doivent donc étre réduites) lors de I’application d’un stress (Cole et al. 2000).

Cependant, a partir d’un certain seuil, I’exceés de glucocorticoides induit des effets déléteres:
en effet, des taux trop importants induisent une désensibilisation des GR dans plusieurs
structures de I’axe HHS (Raison and Miller 2003) et un déficit de la prolifération cellulaire
associ¢ a une atrophie dendritique au niveau de I’hippocampe (Clark et al. 1995). 1l existe
alors une hyperactivation de I’axe HHS, comme lors d’état pathologiques tels que les troubles
anxiodépressifs. Le test de suppression a la dexaméthasone apparait par exemple inefficace
chez les patients sujets aux troubles liés au stress, car les récepteurs GR sont alors inefficaces

(Rush et al. 1996).
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IIT) Pathologies liées au stress : troubles anxiodépressifs
A) Généralités

La chronicit¢ d’un stress ou I’accumulation d’événements traumatiques induisent des
modifications psychiques importantes menant a des troubles émotionnels tels que le repli sur
soi, l’agressivité et/ou des envies suicidaires, qui caractérisent notamment les troubles
anxiodépressifs. Le diagnostic d’un état dépressif ou anxieux est établi uniquement sur la base
des échanges verbaux intervenant entre le patient et son psychiatre ; il se fonde sur des
classifications psychiatriques internationales qui catégorisent les pathologies psychiatriques,
telles que le Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM). Le DSM qui
constitue un manuel de référence pour le diagnostic des troubles mentaux. Il évolue de facon
permanente et est particulierement utilisé¢ pour les recherches statistiques et le diagnostic des
troubles psychiatriques. Il est édité par 1’Association Américaine de Psychiatrie (American
Psychiatric Association, APA). La version actuellement utilisée est DSM-5, éditée en 2013.
Ce manuel reconnait 410 troubles psychiatriques. Les maladies présentant une pathologie
psychiatrique ou neuropsychiatrique sont identifiées avec un nombre minimum de critéres

communs.

B) Troubles dépressifs
1) Généralités

La prévalence de 1’épisode dépressif caractéris€¢ au cours des douze derniers mois telle que
mesurée dans le cadre du Barométre Santé de I’INPES s’élevait en France, au début des
années 2000, a 7,5 % parmi les 15-85 ans (Chan Chee et al. 2011). Cette prévalence est
environ deux fois plus importante chez les femmes que chez les hommes. Elle est de 6,4 %
parmi les 15-19 ans, 10,1 % parmi les 20-34 ans, 9,0 % parmi les 35-54 ans et 4,4 % entre 55
et 85 ans. La dépression est une maladie complexe aux symptomes multiples, qui peut par
exemple étre induite par un dysfonctionnement du rythme circadien (Duffy et al. 2015) ou a la
suite de certaines pathologies comme des fibromyalgies (Chang et al. 2015). Le diagnostic
d’une dépression est établi uniquement sur la base des échanges verbaux intervenant entre le
patient et son psychiatre, aucun marqueur biologique fiable et spécifique (autre que celui de
stress) de la pathologie dépressive n’étant actuellement disponible.

Selon le DSM-5, les troubles dépressifs peuvent se présenter sous trois formes :

1°) Le trouble dépressif majeur, qui se caractérise par un ou plusieurs épisodes dépressifs

majeurs. Selon les critéres établis par le DSM-5, un épisode dépressif majeur est diagnostiqué
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lorsque le sujet présente pendant une période d’au moins deux semaines une humeur
dépressive quasi quotidienne et/ou une perte d’intérét ou de plaisir (anhédonie) dans les
activités quotidiennes. Il est avéré si, durant cette période, apparaissent au moins quatre des
symptomes suivants :

- Modification significative du poids (> 5 % en un mois) ou de 1’appétit

- Perturbation quotidienne du sommeil (insomnie ou hypersomnie)

- Agitation ou un ralentissement psychomoteur quasi-quotidien

- Fatigue ou perte d’énergie quasi quotidienne

- Sentiments d’inutilité ou de culpabilité excessifs ou inappropriés quasi quotidiens

- Diminution de la capacité a penser, a se concentrer, a décider quasi quotidienne

- Pensées récurrentes de mort, de suicide, de tentative de suicide

2°) Le trouble dysthymique qui se réfere a un état dépressif plus léger, c'est-a-dire défini par
la présence d’une humeur dépressive la plupart du temps pendant au moins deux ans, associée
a des symptomes dépressifs qui ne remplissent pas les criteres de 1’épisode dépressif majeur.
3°) Les troubles dépressifs non-spécifiés qui désignent les troubles dont les symptomes
dépressifs ne répondent pas aux criteres de trouble dépressif majeur.

Ces symptdmes ne sont pas imputables aux effets directs d’une substance (drogue ou
médicament) ou a une affection médicale générale. Ils ne sont par ailleurs pas en relation avec
un deuil, sauf s’ils persistent plus de deux mois apres la perte d’un étre cher et sont associés a
un sentiment morbide de dévalorisation, a des pensé€es suicidaires, a des symptomes
psychotiques ou a un ralentissement psychomoteur.

D’autres complications peuvent étre observées lors d’un épisode dépressif mais non
répertoriées dans le DSM-5, notamment au niveau somatique avec des altérations du
comportement sexuel (baisse de libido, impuissance, frigidité), des troubles digestifs (diarrhée
ou constipation, gastralgie) ou encore des troubles cardio-vasculaires (palpitations, bouffées
vasomotrices, hypertension, tachycardie). De plus, cet épisode est associé¢ a des difficultés
cognitives incluant des déficits de concentration, d’attention et de mémoire (Pittenger and
Duman 2007; Zakzanis, Leach, and Kaplan 1998). Les patients dépressifs ont la particularité
d’avoir une hypoactivité de I’hippocampe accompagnée d’une diminution du volume de cette

structure (Videbech and Ravnkilde 2004; McKinnon et al. 2009).
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2) Pharmacothérapie
Plusieurs traitements sont a I’heure actuelle utilisés. La plupart d’entre eux vise le systeme

monoaminergique. Les premiers traitements ont été ¢laborés dans les années 50 suite a des
découvertes fortuites. L’imipramine constitue le premier antidépresseur tricyclique synthétisé
qui agit, entre autres, en inhibant la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline. Bien que
leurs cibles soient différentes, le mécanisme d’action de ces deux molécules vise a accroitre la
quantité des monoamines dans la fente synaptique (Leonard 1997; Svensson 2000), menant a
la formulation de I’hypothése monoaminergique dans la dépression. Selon cette hypothese, la
dépression résulterait d’une réduction de la disponibilité en monoamines (5-HT, noradrénaline
et dopamine). Ainsi, de nombreux médicaments se sont développés a partir de cette hypothése
et constituent les traitements antidépresseurs majeurs prescrits aujourd’hui. Cependant, leur
efficacité est souvent limitée car environ 30 % des patients ne répondent pas a ce type de
traitement (Fava 2003). D’autre part, leur administration induit des effets secondaires

indésirables importants (Nestler et al. 2002).

Les Inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAQO)

Il existe deux isophormes de monoamine oxydase (MAO), la MAO de type A (MAOA),
préférentiellement exprimée dans les neurones catécholaminergiques et la MAO de type B
(MAOB) synthétisée de manieére majoritaire dans les neurones sérotoninergiques et dans les
astrocytes. Elles dégradent par oxydation la sérotonine, la dopamine, la noradrénaline, et
I’adrénaline (Youdim et al. 2006). Les inhibiteurs de ces enzymes (IMAO) conduisent donc a
une augmentation de monoamines dans la fente synaptique. Les IMAO utilisés comme
antidépresseurs regroupent des composés tels que 1’iproniazide, la moclobémide ou encore la

phénelzine, qui sont essentiellement des IMAOA ou des IMAO non sélectifs.

Les antidépresseurs tricycliques

Les antidépresseurs tricycliques sont des inhibiteurs non sélectifs de la recapture de la 5-HT,
de la noradrénaline et de la dopamine. Tout comme les IMAO, ils augmentent donc dans la
fente synaptique les concentrations de ces trois neurotransmetteurs. Ces molécules regroupent
notamment 1’imipramine, 1’amitriptyline et la désipramine. (Frazer and Benmansour 2002;
Gelenberg and Chesen 2000; Sechter 1995). Afin de palier les effets indésirables des IMAO
au niveau des systémes cardiovasculaire et endocrinien ainsi que des troubles sexuels (Sechter
1995), et d’améliorer I’efficacité des traitements antidépresseurs, de nouvelles classes de

molécules plus sélectives ont été¢ développées.



59

Les inhibiteurs sélectifs de recapture de la 5-HT (ISRS)

Des traitements plus spécifiques du systéme sérotoninergique ont été élaborés a la fin des
années 1980 dont les plus prescrits sont la fluoxétine, dont le nom commercial est le Prozac®,
et le citalopram. Leur sélectivité permet de réduire les effets secondaires des traitements
précédents notamment sur le plan cardiovasculaire. Ils sont également prescrits dans le
traitement des troubles obsessionnels compulsifs et des troubles de 1’alimentation. En dehors
du syndrome de sevrage li¢ a I’arrét du traitement, le principal effet secondaire est le
syndrome sérotoninergique caractéris¢ par divers symptdmes neuropsychiques,
neurovégétatifs et musculaires tels qu’une agitation, des myoclonies, une hyperréflexie, une
forte sudation, des frissons, des tremblements, une diarrhée, une incoordination ou une

hyperthermie (Sproule et al. 1997 ; Mégarbane and Delahaye, 2003).

Les inhibiteurs sélectifs de recapture noradrenaline (IRN) ou de la recapture associée de la
5-HT et de la noradrénaline (IRSN)

Les IRN, comme la réboxétine, bloque de manicre sélective la recapture de la noradrénaline
(Brunello et al. 2002). Les IRSN bloquent la recapture a la fois de la 5-HT et de la
noradrénaline. Parmi ces molécules, on distingue le venlafaxine, le milnacipran ou la

duloxétine (Zerjav, Tse, and Scott 2009).

Antidépresseurs atypiques

Une autre classe d’antidépresseur, dite « atypique », a été développée plus récemment. Ces
composés agissent indirectement sur la disponibilit¢ en monoamines en empéchant leur
recapture pré-synaptique et donc entrainant une augmentation synaptique de ces derniers.
Parmi eux, on peut notamment citer les antagonistes d’autorécepteurs adrénergiques tels que
la miansérine (Millan 2006). D’autres molécules ont un spectre d’action plus vaste, comme la
mirtazapine qui posséde le méme mécanisme d’action que la miansérine, auquel s’ajoute un
effet sur la voie sérotoninergique, en bloquant aussi les récepteurs sérotoninergiques 5-HT;4,
5-HT,c, 5-HT3; (Croom et al. 2009; Leinonen et al. 1999). De méme, plusieurs molécules,
comme la néfazodone ou I’étopéridone, sont a la fois des antagonistes des récepteurs 5-HT,a
ou alphal adrénergiques ainsi que des inhibiteurs de la recapture de la 5-HT, de la
noradrénaline ou de la dopamine. L’agomélatine, dont le nom commercial est le Valdoxan®,
constitue une nouvelle alternative récemment étudiée dans le traitement de la dépression
(AFSSAPS, 2010). Ce composé est a la fois un agoniste des récepteurs de la mélatonine (MT1
et MT2) et un antagoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT,c. Ainsi, il normalise les

rythmes circadiens et améliore la qualit¢ du sommeil, en synchronisant le cycle



60

veille/sommeil, (Dugovic et al. 1989; Srinivasan et al. 2012). Il a par ailleurs une affinité
négligeable vis-a-vis des autres récepteurs ou transporteurs, limitant ses effets secondaires

(Srinivasan et al. 2012).

C) Troubles anxieux
1) Généralités
Les troubles anxieux comptent parmi les troubles mentaux les plus courants, leur prévalence
au cours de la vie étant de 14 % en Europe (Alonso et al., ESEMeD/MHEDEA 2000
Investigators, European Study of the Epidemiology of Mental Disorders (ESEMeD) Project
2004). Les deux critéres utilisés pour distinguer 1’anxiété normale du trouble anxieux sont la
souffrance personnelle et la difficulté de fonctionner. Si 1’anxiété est tellement forte qu’elle
affecte la capacité de fonctionner normalement, au travail, en sociét¢ ou dans d’autres
domaines, I’anxiété est alors considérée comme un trouble. Parmi les troubles anxieux on
retrouve la phobie sociale, le syndrome de stress post-traumatique (PTSD), la panique, les
troubles obsessionnels compulsifs (TOC), la phobie spécifique et le trouble d’anxiété
généralisée (TAG). On retrouve ces troubles anxieux par exemple chez des enfants ayant des
pathologies douloureuses avérées (Otu-Nyarko et al. 2015), ou ayant subi certains stress de
type affectif (interaction négative avec les parents par exemple, ou avec des camarades
d’école) ou non (maladies chroniques) (Belhadj Kouider and Petermann 2015). Les survivants

de catastrophes naturelles sont aussi sujets a de telles pathologies (Perricone et al. 2014).

La phobie spécifique et le trouble d’anxiété sociale sont les plus courants, leurs taux de
prévalence au cours de la vie étant de 18,4 et de 13,0 %, respectivement (Kessler et al. 2012).
La persistance des troubles anxieux aménent a un épuisement progressif physique, provoquant
des pathologies métaboliques (hypertension, diabéte...) et psychologiques amenant a la
dépression et au burn-out. Les symptomes définissant les troubles anxieux sont:
o Tension motrice : fatigue, tension musculaire, agitation ou surexcitation ;
o Hypervigilance : difficultés de concentration, troubles du sommeil, irritabilité ;
o Troubles associés : mains froides et humides, bouche séche, sueurs, nausées ou
diarrhée, besoin d’uriner fréquent, difficultés a avaler tremblements, contractions,
douleurs, endolorissement musculaire, syndrome du colon irritable, céphalées,

palpitations cardiaques et hypertension .
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2) Pharmacothérapie
L’anxiété est caractérisée par une diminution de I’activité GABAergique centrale globale

(Goddard et al. 2001; Goddard et al. 2004; Roy-Byrne et al. 2006). Les traitements
anxiolytiques vont donc agir sur ce systtme GABAergique mais étant peu spécifique, les
effets secondaires sont nombreux. En effet, les premiers anxiolytiques (tranquillisants) utilisés
¢taient des médicaments sédatifs puissants qui soulageaient 1’anxiété en réduisant 1’état
de vigilance du patient. L’angoisse diminuait au prix d’une somnolence plus ou moins
permanente. Depuis une trentaine d’années, des médicaments mieux ciblés sont apparus. Ils
soulagent les symptomes anxieux sans entrainer de tels effets indésirables.

Certains médicaments antidépresseurs inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de
la noradrénaline sont également prescrits dans certaines formes invalidantes d’anxiété: anxiété
généralisée, paniques, phobie sociale, mais leur efficacité contre 1’anxiété n’est pas
immédiate, il faut au moins deux a trois semaines pour en ressentir les effets bénéfiques. Une
durée de traitement d’au moins six mois semble nécessaire pour une guérison durable. L’arrét
du traitement se fait progressivement pour éviter d’éventuels effets indésirables liés a cet
arrét. Certains neuroleptiques sont également indiqués pour traiter certains états anxieux,
notamment en cas d'échec des autres traitements habituellement utilisés. Une substance
habituellement prescrite contre 1’épilepsie, la prégabaline (Lyrica), a montré une efficacité

dans le traitement des symptomes du trouble anxieux généralisé.

3) Modéles de stress induisant des états anxieux (temporaires) chez ’'homme
La prise de parole en public (Merz and Wolf 2015) ou par exemple le sport de compétition

(Romyn et al. 2015) induisent des comportements de type anxieux. De nombreuses études ont
aussi modélisé des états anxieux temporaires chez I’homme. Les modeles les plus fréquents
utilisent la présentation de photos ou de vidéos ayant un contenu a caractére anxiogene
(visages exprimant la peur, vidéos de catastrophes naturelles, sons et musiques effrayantes,
...) (Lotzin et al. 2015 ; Kunze et al. 2015).

Pour pouvoir étudier en détail les altérations cardiorespiratoires induites par ces états

anxiodépressifs, il a fallu mettre au point des modeles animaux.
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IV) Modéles animaux de stress

Selon McKinney et Bunney, la validation d’un mod¢le animal repose sur trois critéres

(McKinney and Bunney 1969) pour avoir une signification sur le plan physiopathologique :

- I’homologie : I’induction de la pathologie doit avoir des causes semblables a celles
qui sont & ’origine de la maladie chez I’Homme.

- I’isomorphisme : le modele est phénotypiquement similaire et induit les mémes
symptomes et signes comportementaux et physiologiques observés chez 1’humain.

- la prédiction : les thérapies cliniques sont efficaces dans le modéle pour faire

disparaitre les symptomes.

Il existe différents modéles pour induire un état de type dépressif ou anxieux chez les
rongeurs. Si ’on se réfere au critere d’homologie, 1’exposition a un stress représente un des
facteurs environnementaux associé¢s au développement de troubles anxiodépressifs (Keller et
al. 2007; Kendler et al. 1999; Kessler 1997). Ainsi, les nombreux protocoles développés
différent selon la nature (physique, psychologique), la sévérité, la durée d’exposition et enfin
le caractére prévisible ou non du stress. Les protocoles de stress chroniques sont considérés
comme les mieux adaptés pour modéliser les troubles anxiodépressifs (Schmidt et al. 2008)
mais il existe aussi des modeles génétiques pour étudier la dépression et 1’anxiété. Les
modeles basés sur un stress chronique sont souvent similaire entre les modeles d’anxiété et de
dépression, et il n’est pas rare d’observer des comportements de type anxieux dans des
modeles atypiques de dépression. Il est donc trés important de valider ces modeles avec des

tests spécifiques, et des traitements pharmacologiques adaptés.

A) Modeles non basés sur l'interactivité
1) Modeéles de stimuli douloureux
Une réaction de défense peut étre observée apres 1’application de stimuli douloureux,
mécaniques ou thermiques. Dans ces modeles, la patte ou la queue de ’animal sont par
exemple soumises a des contraintes mécaniques. Ainsi, Gau et collaborateurs (Gau et al.
2013) ont appliqué aux animaux une seule procédure expérimentale constituée de plusieurs
stimuli (frottement, pression, ..) aux pattes et a la queue. De méme, ’application de filaments

de Von Frey (rigides, induisant des pressions d’intensité différentes) est utilisée pour induire
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un stress. On peut également plonger la patte de I’animal dans un bain chaud, de température
supérieure a 42°C (au-dela du seuil de la douleur (Garcia-Larrea 2012). Ou au contraire,
I’application d’un environnement froid, pouvant aller jusqu’a une température de -25°C,
induit aussi des réponses physiologiques et comportementales caractéristiques du stress
(Zhang et al. 2015). La chronicité de ces types de stress thermique induit des
comportements de type dépressifs (Wallace et al. 2014). Egalement, le principe du modele
de chocs électriques est d’envoyer des impulsions ¢€lectriques bréves dans la cage de 1’animal
testé. Ce modéle repose sur une peur conditionnée: un stimulus non stressant (son,
lumiére...) précede le choc électrique. L’animal apprend donc qu’apres le stimulus
conditionnant viendra le choc. Aprées plusieurs répétitions, I’animal est conditionné et anticipe
le choc électrique par des comportements de type freezing ou vocalisation. Ce modele est
décrit comme un bon modéle de PTSD (Siegmund and Wotjak 2007) et induit des
comportements de type « anxieux » (Louvart et al. 2006).

Les mode¢les de stress douloureux peuvent aussi utiliser la ligature de différents nerfs. Ainsi,
il a ét¢ montré que la ligature du nerf spinal (Zhang et al. 2015), du nerf facial (Wallace et al.
2014), et du nerf sciatique (Duan et al. 2015) par exemple, peuvent induire des
comportements de type dépressifs (Briining et al. 2015). La douleur viscérale, que I’on peut
induire par le placement d’un ballon gonflable au niveau colorectal, évoque aussi une

hypersensitivité viscérale (Liu et al. 2015), mais qui elle est plutdt associée a un état anxieux.

2) Modeéles de stimuli non-douloureux
L’application (10 L/min/10 minutes) d’un jet d’air sur la téte de I’animal confiné dans une

chambre plastique, donc ne pouvant échapper a ce stress, constitue un mode¢le fiable d’anxiété
temporaire et réversible (Vaz et al. 2015). De méme, les animaux peuvent étre soumis
différents stimuli stressants dans une méme procédure expérimentale. Par exemple, dans
I’étude de Kabir en 2010 (Kabir et al. 2010), on a présenté a des rats différents stimuli séparés
par 5 min de pause, comme un tapotement sur la cage, mouvements latéraux de
I’expérimentateur, allumage d’une lumicre forte dirigée vers la cage, ou bruits forts. Ce type
de stimulus appliqué de facon chronique induit des comportements de type dépressif
(Azman et al. 2015).
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3) Modeéles basés sur la nouveauté
Par nature, les animaux sont rassurés de se retrouver dans un environnement familier. Ainsi,

tout changement dans la cage (litiere, nourriture, ...) peut étre préjudiciable et la capacité
exploratrice de I’animal est alors diminuée. Ainsi, la diminution de I’exploration est

associée a un comportement anxieux (Thanos et al. 2015).

4) Modeéles de contention
Les animaux sont placés dans des tubes afin de contraindre 1’animal a ne pas bouger. La

contention peut étre aigue et longue (3 a 4 heures) ou bien chronique (30 min par jour pendant
3 a 4 jours). Ce modele induit des comportements de type anxieux chez les rongeurs

(Manchanda et al. 2011; Mongeau et al. 2010 ; Imbe et al. 2004).

5) Modeéle du stress chronique modéré (SCM) ou « Chronic Mild Stress » (CMS)
Le paradigme de stress chroniques modérés (SCM) est fondé sur la découverte initiale du Dr

Katz, selon laquelle ’exposition a des stress chroniques, chez le rat, produit un syndrome
comportemental, motivationnel et neuroendocrinien assimilable aux troubles émotionnels
chez ’humain (Katz 1982). Actuellement, divers protocoles sont décrits dans la littérature et
varient selon plusieurs paramétres. Les animaux peuvent subir un ou plusieurs stress
quotidiens, pendant des périodes allant de une a neuf semaines (Griebel et al. 2002; Grippo et
al. 2003; Grippo et al. 2002; Grippo et al. 2005; Sandi and Touyarot 2006; Vyas et al. 2002;
Willner et al. 1987). Les stress utilisés regroupent, entre autres, des perturbations de
I’alternance jour/nuit (Grippo et al. 2005; Vyas et al. 2002; Willner et al. 1987), des chocs
¢lectriques (Katz 1981; Sandi and Touyarot 2006), des périodes plus ou moins longues de
privation de nourriture et d’eau (Grippo et al. 2005; Katz 1981; Muscat and Willner 1992;
Vyas et al. 2002; Willner et al. 1987), ’humidification de la sciure (Willner, Muscat, and
Papp 1992), des éclairements stroboscopiques (Bortolato et al. 2007; Forbes et al. 1996) et des
sons plus ou moins intenses (Forbes et al. 1996; Schweizer et al. 2009).

Pour certains auteurs, ces protocoles entrainent des altérations physiologiques et
comportementales, conduisant a la proposer comme modéle de dépression (Willner 1995;
Willner et al. 1992). Chez le rat adulte, le SCM induit une anhédonie, accompagnée d’une
diminution de l'activité exploratoire dans un nouvel environnement, d’une augmentation de la
période d'immobilité lors du test de la nage forcée, et d’une hyperactivit¢ de I’axe HHS

(Willner and Mitchell 2002; Willner et al. 1996). Ces modifications sont prévenues par des
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traitements antidépresseurs tels que les composés tricycliques, les IMAO et les thérapies
¢lectroconvulsives (Katz 1981; Katz 1982; Katz and Hersh 1981; Katz et al. 1981; Roth and
Katz 1981). Pour d’autres auteurs, probablement en raison de la nature moins sévére des
stress et de la différence de sensibilité selon la souche de rat considérée, les modifications
a long terme sont beaucoup plus modestes, avec par exemple une 1égere hyperactivité de
I’axe HHS ou une faible modification de la consommation d’eau sucrée (caractérisant une

anhédonie) (Kioukia-Fougia et al. 2002; Wu and Wang 2010).

6) Modéles génétiques
Flinders sensitive line (FSL): les rats Flinders sensitive line (FSL) correspondent a des

souches développées a partir de rats Sprague-Dawley. Cette lignée est un modele génétique
validé de dépression, avec des similitudes comportementales et neurophysiologique
(Hasegawa et al. 2006; Zangen, Overstreet, and Yadid 1997; Zangen et al. 1999). En effet, les
rats FSL, tout comme les patients dépressifs, ont des troubles du sommeil et sont
hypersensibles aux agents cholinergiques (Overstreet et al. 2005) et ont une hyperactivation
sympathique. De plus, ils présentent une immobilité accrue dans le test de la nage forcée, une
diminution de I’appétit ainsi qu’une réduction de la fonction psychomotrice, mais aucune
altération des réponses hédoniques, ni aucun dysfonctionnement cognitif (Overstreet 2012;
Overstreet et al. 2005).

Wistar-Kyoto (WKY) : Les rats Wistar-Kyoto (WKY) proviennent d’une souche sensible au

stress, manifestant un profil de type « dépressif » et adoptant préférentiellement des
stratégies passives (Pearson et al. 2006; Will et al. 2003). IIs présentent une hyper réactivité
au stress (Paré 1992b; Paré 1992a; Paré¢ 1994; Paré¢ and Redei 1993; Redei et al. 1994;
Rittenhouse et al. 2002).

Plusieurs lignées de rongeurs ont été créées a partir d’animaux présentant un profil de
type anxieux. La premiere fut développée en 1954 par Broadhurst et basé sur le nombre de
défécation en phase exploratoire. La lignée se nomme Maudsley Reactive (MR: high-
defecating; i.e., anxiété élevé) and Maudsley Non-Reactive (MNR:low-defecating; i.e.,
anxiété faible). Aprés seulement 4 générations de sélection de lignées, la différence entre MR
et MNR est significative (Broadhurst 1957; Broadhurst 1958).

Sur le méme principe, d’autres lignées ont été créées plus récemment en se basant sur les tests

comportements cités dans le paragraphe ci-dessous (Chapitre II paragraphe 1V)C)). D’aprées
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I’é¢tude de Gomez et al en 2013, 8 lignées serait utilisées pour étudier I’anxiété (Gomes et al.
2013): “Maudsley Reactive and Non-reactive, Floripa High and Low, Tsukuba High and Low
Emotional, High and Low Anxiety-related Behavior, High and Low Ultrasonic Vocalization,
Roman High and Low Avoidance, Syracuse High and Low Avoidance et Carioca High and
Low Conditioned Freezing”.

Du fait de I’étiologie multifactorielle de 1’anxiété (génétique, environnemental...) et de la
présence de deux sous-groupes au sein de chaque lignée (I’un résistant, I’autre sensible),
I’établissement de ces lignées montrent principalement qu’il existe des différences génétiques

amenant a une prédisposition a un état de type anxieux (Carnevali et al. 2014).

7) Modéeles de stress prénataux
L’environnement durant le développement embryonnaire peut avoir un impact sur le

développement du systéme nerveux et affecter les comportements futurs des individus.

Ainsi, un stress prénatal chez les rats induit a long terme une hyperactivité de I’axe HHS
(Liaudat et al. 2015; Xu et al. 2014), des comportements de type anxieux (Van den Hove
et al. 2005) ou dépressifs ( Wang et al. 2015) suivant I’intensité du stress, ou encore des
déficits cognitifs (Barzegar et al. 2015; Lordi et al. 2000). Les mécanismes a ’origine de
ces maladaptations sont probablement dus a 1’exposition aux corticostéroides sécrétés par la

mere gestante lors des phases de stress (Maccari et al. 2003; Weinstock 2011).

B) Modéles basés sur l'interactivité
1) Modéles de stress néonataux
Un stress chronique appliqué aux nouveau-nés pendant les premicres semaines de vie
induisent des modifications a long terme du comportement et du fonctionnement de 1’axe
HHS (Liu et al. 2000; Liu et al. 1997; Meaney 2001). Ces modéles provoquent des
phénotypes de type anxieux (Boufleur et al. 2013) ou dépressifs (Kuramochi and
Nakamura 2009; Ko et al. 2014) a I’age adulte. Les soins maternels influent également sur
les réponses endocrines, émotionnelles et cognitives au stress (Champagne et al. 2003;

Campos et al. 2013). On retrouve donc des effets semblables aux stress pré-nataux.

2) Défaite sociale
Chez ’Homme, la perte du statut social et de I’acceés aux ressources, aussi bien que les

conflits internes avec la hiérarchie, représentent des facteurs prédisposant a I’apparition d’un
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¢tat anxieux et/ou dépressif (Nesse 1999; Rohde 2001). En se fondant sur ces observations,
des protocoles de stress social ont été ¢laborés chez 1’animal. Chez le rongeur, la défaite
sociale est considérée comme 1'un des plus séveres stress en termes d’activation
neuroendocrinienne. Les conséquences d’un seul épisode de défaite sociale pouvant durer
jusqu’a plusieurs semaines aprés ce stress, les animaux deviennent alors plus sensibles a
I’application ultérieure de stress mineurs (Koolhaas et al. 1997). Il existe différents
protocoles basés sur la défaite sociale chez le rat qui peuvent alors induire des
comportements anxieux (Rivat et al. 2010) ou dépressifs (Becker et al. 2008 ; Carnevali
et al. 2012). Chez la souris C57bl/6, on observe deux populations a la suite du protocole de
défaite, I'une définie comme « sensible » et I’autre comme « résistante » a des stress
émotionnels (Krishnan et al. 2007). Les animaux « résistants » manifestent dés le lendemain
du protocole un temps d’interaction sociale important, un poids corporel constant, une
préférence au sucrose maintenus et passent plus de temps au centre de I’Open Field, alors que
chez les animaux « sensibles », ces parametres sont diminués et le restent pendant plus d’une
semaine. Il faut noter que méme avec un fond génétique identique, des phénotypes différents
peuvent aussi apparaitre apres la défaite sociale (Tsankova et al. 2006; Wong et al. 2005).
Ainsi, des animaux présentant un profil de type passif, caractérisé par une soumission dans le
test résident/intrus, développent une anhédonie et une immobilité dans le test de la nage
forcée, a la suite de I’application d’un stress chronique, alors que les animaux présentant un

profil de type proactif ne développent pas ce phénotype (Strekalova et al. 2004)..

3) Modéles de déprivation sociale et sensorielle
Les mode¢les de déprivation sociale s’appuient sur I’isolement, et la déprivation sensorielle est

induite par une ablation bilatérale des bulbes olfactifs (bulbectomie olfactive). Ces modéles
entrainent certains comportements associés a la dépression, tels qu’une diminution de la
consommation de nourriture, une perte de poids, une anhédonie ainsi qu’une augmentation de
I’activité locomotrice (Willner 1991). Le phénotype dépressif est réversé par I’administration
d’un traitement antidépresseur (Cairncross et al. 1977; Cairncross et al. 1977; Cairncross et al.
1978; Willner 1984; Brenes and Fornaguera 2009; Garzon et al. 1979; Heritch et al. 1990). La

déprivation est souvent utilisé pour étudier la dépression mais les rats présentent

également des comportements de type anxieux. En effet, on retrouve une hyperactivité dans

I’Open Field chez ces animaux et ils passent moins de temps dans les bras ouvert du test du

Plus Maze (Wang et al. 2007). Il est a noter que les effets sont plus marqués chez les animaux



68

connus pour leur sensibilité sociale, comme le rat, que chez la souris, un rongeur plutot

territorial (Lapiz et al. 2003; Syme 1973).

C) Tests comportementaux et physiologiques
Le diagnostic de la dépression et de I’anxiété chez I’humain repose principalement sur des

dimensions subjectives et impossibles a transposer directement aux animaux. Ainsi, plusieurs
tests comportementaux et physiologiques ont été élaborés pour diagnostiquer des symptomes
de type dépressif et anxieux chez les animaux. Pour cela, diverses mesures biochimiques,
anatomiques et comportementales ont été validées. Un test comportemental est un outil
permettant d’évaluer certaines caractéristiques psychologiques d’un individu dans une
situation et & un moment donné. Dans la modélisation animale, il permet de révéler un
comportement associ¢ a un symptome retrouvé dans la pathologie humaine. Il s’aveére donc
fort utile pour apprécier la validité d’un mod¢le animal.

Certains des tests présentés dans ce paragraphe sont largement utilisés pour apprécier le

pouvoir antidépresseur ou anxiolytique potentiel d’une molécule.

1) Diagnostic des symptomes de type dépressifs
(i) Test de la nage forcée et test de suspension par la queue

Le test de la nage forcée et le test de suspension par la queue constituent des tests tres
largement utilisés chez le rongeur, pour déterminer 1’action antidépressive d’une molécule
(Nestler et al. 2002). Dans ces deux situations expérimentales, 1’animal est soumis a une
situation stressante a laquelle il ne peut pas échapper et le symptome estimé est donc la
résignation.

Le test de la nage forcée a ét¢ initialement mis en place par Porsolt (Porsolt et al. 1977). Les
animaux sont immergés dans un cylindre rempli d’eau, dont la température varie selon les
¢tudes de 23 a 30° C, et leur comportement est observé. Généralement, les animaux font
immeédiatement preuve d’une nage active et de tentatives d’échappements (« swimming » et «
climbing »), avant de s’immobiliser. On considére que cette immobilisation correspond a
I’adoption d’une réponse passive de résignation face a un stimulus stressant. Par conséquent,
sa durée et/ou sa latence d’apparition est enregistrée. Une molécule est définie comme
antidépressive lorsque la durée des comportements actifs et/ou la latence d’apparition de
I’immobilité sont augmentées alors que le temps d’immobilité est réduit. Néanmoins, cette

interprétation est sujette a discussion. En effet, un comportement actif prolongé consent
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beaucoup d’efforts et réduit alors les chances de survie de I’animal, par rapport a un
congénere économisant ses mouvements. Ainsi, I’immobilité peut étre aussi interprétée
comme une réponse pertinente et adaptée visant a accroitre les chances de survie (Bruner and
Vargas 1994; Calil and Marcondes 2006). Quoi qu’il en soit, malgré ce débat, ce test permet
de sélectionner, avec semble-t-il une certaine réussite, les futurs antidépresseurs (Cryan et al.
2002; Porsolt et al. 1977).

Le test de suspension par la queue est préférentiellement utilisé chez la souris. Il consiste a
suspendre 1’animal par la queue au niveau d’une attache de 1’enceinte du dispositif. De la
méme manicre, I’animal se débat dans un premier temps, essayant de se libérer, puis adopte
ensuite un comportement d’immobilité, assimilé a une réponse de résignation face a cette
situation stressante. Lors de ce test, il est possible de mesurer le temps d’immobilité total
et/ou la latence d’immobilité, ainsi que la puissance des mouvements déployés et leur valeur
en énergie si le matériel le permet. Comme dans le test de la nage forcée, des propriétés
antidépressives sont attribuées a une molécule lorsque le temps pendant lequel 1’animal

suspendu par la queue se débat, est augmenté (Cryan et al. 2005).

(ii) Test de toilettage provoqué (« splash test »)
L’attention et les soins portés a soi sont réduits de maniere drastique chez les patients

dépressifs, ce qui refléte une baisse de 1’estime de soi, ainsi qu’une perte d’intérét. Le
comportement équivalent chez 1’animal est le toilettage, qui est défini comme le nettoyage du
poil par léchage ou grattage, du museau et de la face avec des mouvements semi-circulaires
par-dessus la téte et derricre les oreilles (Kalueff and Tuohimaa 2004; Yalcin et al. 2005). Le
test de toilettage provoqué ou « splash test » est congu pour évaluer ces soins chez les
rongeurs, mais demeure essentiellement appliqué chez la souris. Lors de ce test, une solution
de sucrose a 10 % est versée sur le pelage dorsal de la souris dans sa cage. Le nombre de
léchage est comptabilisé pendant les 5 minutes qui suivent (Ducottet and Belzung 2004;
Yalcin et al. 2008). En parallele, une évaluation de 1’état du poil peut aussi étre effectuée afin
d’estimer I’intérét que I’animal porte a son pelage. Elle consiste a faire la somme des scores
attribués aux différentes parties du corps comme la téte, la nuque, le dos, le ventre, la queue,
les pattes avants et arrieres, ainsi que les régions génitales (Ducottet et al. 2004; Ducottet and
Belzung 2004). Un score de 0 est attribu¢ a un pelage bien entretenu et toiletté, et un score de
1 a un pelage négligé et peu soigné. Ces mesures sont sensibles au stress et répondent aux

traitements antidépresseurs chroniques (Yalcin et al. 2005).
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(iii) Test d’alimentation supprimée par la nouveauté (« novelty suppressed
feeding »)
Ce test repose sur une situation de motivation conflictuelle entre 1’acces a de la nourriture et

la peur de s’aventurer au centre d’une enceinte inconnue (David et al. 2007). Il permet de
révéler un comportement d’hyponéophagie, qui se définit comme [I’inhibition du
comportement d’alimentation induite par une exposition a la nouveauté (Dulawa and Hen
2005). Il consiste a placer des animaux préalablement privés de nourriture dans un nouvel
environnement au centre duquel leur nourriture habituelle est disposée. La latence de
consommation, définie lorsque I’animal utilise ses pattes antérieures pour saisir et mordre la
boulette, est mesurée. A la fin du test, les animaux sont replacés dans leur cage et la quantité
de nourriture consommeée en 5 minutes est mesurée, afin d’éliminer tout biais expérimental
relevant d’une modification de 1’appétit (David et al. 2007; Santarelli et al. 2001; Stedenfeld
et al. 2011).

Ce test, utilisé pour la mesure de comportements associé€s a la dépression, est principalement
associé a I’action des antidépresseurs (David et al. 2007; Santarelli et al. 2003). Uniquement
I’administration chronique d’antidépresseur réduit la latence de consommation de la
nourriture, conférant a ce test une excellente validité¢ prédictive (Bodnoff et al. 1988S;
Stedenfeld et al. 2011). Néanmoins, ce paradigme modélise également les comportements de
type « anxieux ». De fait, la latence de consommation de la nourriture est une variable

sensible aux anxiolytiques (Dulawa and Hen 2005).

(iv) Test d’interaction sociale
Le test d’interaction sociale, développé par File & Hyde (File and Hyde 1978), fournit un

paradigme permettant d’étudier les comportements sociaux. Sa réalisation ne requiert aucun
entrainement de ’animal. Il consiste & permettre a un rongeur d’explorer librement un
congénere non-familier dans sa propre cage d’¢levage ou dans un environnement neutre
pendant 5 a 10 minutes. L’exploration sociale est reflétée par le temps passé par 1’animal
autour du congénére, ainsi que par la quantité et la durée des comportements qui composent
les interactions sociales comme le reniflement, la poursuite, le toilettage du congénere, le fait
de monter sur ou de ramper sous le congénere, la lutte ou encore les morsures (D’Aquila et al.
1994; File and Seth 2003; Overstreet and Griebel 2004). Ainsi, une diminution de ces

comportements est interprétée comme un évitement social. Ce symptdme, tout comme
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I’anhédonie, est cependant commun aux pathologies anxieuses (File and Hyde 1978; Johnston
and File 1991; Rex et al. 2004).

La perte d’intérét étant un des symptomes centraux dans la dépression chez I’Homme, le
comportement socio-sexuel chez les animaux peut aussi servir d’index dépressif. Ce test
consiste a mettre le rongeur male en présence d’une femelle sexuellement réceptive, par
I’injection préalable d’cestradiol et de progestérone. Le comportement sexuel du male est
¢valué au travers de la latence et du nombre de comportements d’exploration des parties
génitales de la femelle par des 1échages ou du toilettage et des pincements, ainsi que la durée

de poursuite de la femelle par le male. Ce test dure environ 20 minutes (D’Aquila et al. 1994).

2) Diagnostic des symptomes de type anxieux
(i) Test du labyrinthe en croix surélevé ou « Elevated Plus Maze (EPM) »
L’Elevated Plus Maze (EPM) est le test le plus populaire pour mesurer 1'anxiété chez les
rongeurs. Il est aussi couramment utilisé pour tester différents anxiolytiques. Le labyrinthe, en
forme de croix, posseéde deux corridors fermés et deux ouverts (sans murs). Le test crée un
conflit approche-évitement entre I'envie naturelle d'explorer du rongeur et sa peur des espaces
ouverts (qui le protége des prédateurs). L'anxiété est mesurée par le temps que passe I'animal
a explorer les corridors « ouverts » et « fermés ». Il est admis que plus un animal est anxieux,
moins il passera de temps dans les corridors ouverts. Ce test est sensible aux anxiolytiques et
a été évalué chez le rat et chez la souris (Dawson and Tricklebank 1995; Lister 1987). Le test
inclut également des mesures éthologiques d'évaluation du risque par certaines postures,
comme I’étirement. On peut aussi noter les fréquences de nettoyage de I’animal pendant le

test, qui augmente lorsque I’animal est anxieux.

(ii) Open Field
Ce test analyse le comportement exploratoire du rongeur dans un espace clos. On l'utilise

avant tout pour mesurer ses fonctions motrices, mais aussi pour évaluer son degré d'anxiété
(Asano 1986; Mechan et al. 2002; Whimbey and Denenberg 1967). Un animal anxieux évite
le centre du terrain qui est ouvert, et reste prés des murs. On peut faire varier le niveau de
stress de plusieurs facons : en modifiant I'intensité lumineuse de « I'Open Field », sa couleur

(Ie blanc est plus stressant que le noir), ou sa taille.
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(iii)Light Dark Test
Dans ce test, on permet a I'animal d'explorer une aréne formée de deux compartiments : 1'un

¢éclairé, 1'autre sombre. Les rongeurs, étant nocturnes, évitent les endroits trés éclairés. Ainsi,
plus I'animal est anxieux, plus son exploration se réduira au compartiment sombre. Ce test est

¢galement sensible aux traitements anxiolytiques (Crawley 1981).

(iv) Test d’enfouissement défensif
Ce test permet une mesure de I’anxiété sous une forme différente de celle des tests classiques

basés sur I’exploration d’un dispositif nouveau. Ici I’animal est confronté, dans un milieu
familier, a un stimulus aversif sous la forme d’une électrode qui délivre un courant électrique
de tres faible intensité au ler contact. L’animal répond alors par un comportement défensif
naturel : la réponse d’enfouissement. Celle-ci consiste a projeter de la sciure sur I’électrode
avec ses pattes antérieures. Cette réponse est modulable par les anxiolytiques classiques ainsi

que par des lésions, notamment au niveau du septum ou de I’amygdale (Treit et al. 1981).

V) Comorbidité des pathologies cardiorespiratoires et
anxiodépressives

A) Notions Générales
L’association bidirectionnelle entre les pathologies cardiovasculaires et les troubles

psychiatriques n’est plus a démontrer. Par exemple, la proportion de symptomes dépressifs
chez les patients ayant eu un infarctus du myocarde atteint 45% (Schleifer et al. 1989) alors
que la dépression n’a une prévalence que de 5 a 10% au sein de la population générale
(American Psychiatric Association, 2000). De plus, la dépression a une incidence sur
I’apparition de pathologies cardiovasculaires chez des individus n’ayant jamais eu
d’historique physiopathologique cardiovasculaire (Carney et al. 2000; Penninx et al. 2001;
Anda et al. 1993; Barefoot et al. 1996). C’est également le cas chez les patients souffrant de
troubles de paniques ou de troubles anxieux, qui ont un risque accru de développer des
pathologies cardiaques (Coryell et al. 1986; Weissman et al. 1990; Kawachi et al. 1994;
Schleifer et al. 1989; Ahern et al. 1990; Ladwig et al. 1991).
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B) Modifications cardiovasculaires induites par le stress
1) Altération du SNA sympathique

La mise en situation de stress aigu modifie clairement 1’équilibre du SNA. Ainsi, lors de
I‘application d’un stress psychologique aigu chez des sujets tels que des taches arithmétiques,
la PA et la FC augmentent a la suite d’une suractivation sympathique (Caceres and Burns
1997), et le ratio LF/HF est augmenté (Chen et al. 2015). De plus, des sujets subissant un test
de stress social aigu par la mise en situation de prise de parole publique subissent une
¢lévation de ’activité de I’axe HHS (élévation du taux d’ACTH et du cortisol), associée a des
modifications sympathiques (Kudielka et al. 2004). D’autres types de stress aigu induisent
aussi des variations de la FC, comme par exemple dans les mode¢les utilisant des stimuli
douloureux. Ainsi, I’application d’un stress thermique chaud au niveau des membres
inférieurs a induit chez un groupe de sujets de telles modifications sympathiques (Shibasaki et
al. 2015). De méme, des sujets subissant 1I’exposition a un environnement froid montrent une
¢lévation claire de la PA systolique, et la réactivité a ce test est un prédicteur de I’incidence
d’hypertension dans ce groupe (Zhao et al. 2015). Une association entre valeurs hautes des
bandes LF et du ratio LF/HF avec la sensation de « perception stressante de la douleur » a été
¢tablie chez I’homme (Sesay et al. 2015). Une augmentation du tonus sympathique a aussi été
retrouvée dans différents syndromes anxieux, 1’anxiété phobique (Kawachi et al. 1995),
I’anxiété généralisée (Thayer and Lane 2000), le stress post-traumatique (Cohen and
Benjamin 2006; Mellman et al. 2004) et dans les troubles panique (Kawachi et al. 1995;
Yeragani et al. 1993; Chang et al. 2013).

Chez D’animal, la «réaction de défense» provoquée expérimentalement induit une
augmentation du débit cardiaque, de la FC et de la PA (Nosaka 1996 ; Gau et al. 2013). Ces
modifications résultent d'une sympathoexcitation (Zhang et al. 2006; Verberne et al., 1989;
Nosaka, 1996). Egalement, des enregistrements télémétriques montrent que la mise en
situation dans un nouvel environnement (Nalivaiko et al. 2011) ou I’application de bruit
intense (Kabir et al. 2010), induisant une anxiété temporaire, augmentent la FC de maniere
importante. De méme, les mod¢les de stress chronique induisant un profil anxieux, tel que les
chocs ¢lectriques appliqués 4h pendant 14 jours, sont associ€s a une augmentation de la PA
systolique (Dong et al. 2015). Plusieurs études de modeles animaux de peur conditionnée avec
chocs ¢électriques (modéle d’anxiété) montrent que la réexposition aux chocs induit une
¢lévation rapide de la PA et une augmentation de la FC aprés un certain délai (Carrive 2000).
Les mémes résultats ont été retrouvés chez des animaux sélectionnés pour présenter un

caractere de type anxieux (Ravenelle et al. 2014 ; Carnevali et al. 2014).
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Si les patients anxiodépressifs ne présentent pas de facon évidente des modifications de la PA
et de la FC de facon chronique, ils sont caractérisés par une modification de la VFC. Ainsi,
s’1l était connu que chez des patients déprimés qui présentaient auparavant des problémes
cardiovasculaires, la VFC a été retrouvée diminuée, indiquant un déséquilibre du SNA en
faveur du tonus sympathique (Carney et al. 2000), ce phénomene a aussi été retrouvé chez des
patients dépressifs n’ayant jamais eu de pathologies cardiaques (Gehi et al. 2005; Tulen et al.
1996). Par conséquent, il apparait que la dépression a un impact néfaste et durable sur le SNA
engendrant a long terme des complications cardiovasculaires.

L’activité sympathique est également largement augmentée dans de nombreuses études
animales ayant utilis¢ des modé¢les de stress chronique pour induire la dépression. La
procédure de stress social induisant des comportements de type dépressifs a été largement
¢tudiée par le groupe de Grippo et collaborateurs, et une hyperactivit¢é sympathique
accompagnée d’une hypertrophie cardiaque a ét¢ mise en évidence (Grippo et al. 2002 ;
Carnevali et al. 2012). Dans les lignées génétiques de dépression, les lignées Flinders
montrent également une augmentation de 1’activité sympathique (Padley et al. 2005).
Cependant, il est intéressant de noter que dans un protocole bas¢ sur la mémorisation de
nombres pour les additionner par la suite (test de mémorisation en situation de stress), plus la
réactivité cardiaque est importante, moins le score de dépression a long terme est important

(Phillips et al. 2011).

2) Altération du SNA parasympathique
De nombreuses €tudes cliniques ont montré ¢galement, en plus de la VFC diminuée, une

diminution de la sensibilit¢ de la composante cardio-vagale du baroréflexe. En effet, les
patients anxieux ont un baroréflexe spontanée réduit, et cette diminution est négativement
corrélée au degré d’anxiété (Virtanen et al. 2003; Watkins et al. 1998). Les patients dépressifs
présentent également une sensibilité du baroréflexe moindre (Davydov et al. 2007; Grippo
and Johnson 2002; Watkins et al. 1999). Il est important de souligner qu’une baisse de
réponse cardiaque associée a une baisse de la VFC sont des facteurs de risque important pour
la survenue d’arythmie cardiaque (La Rovere et al. 1998) et donc peuvent étre prédictifs de la
survie a long terme chez les patients anxiodépressifs.

Cette hyperactivité sympathique associée a ’altération du baroréflexe semblent étre a

I’origine de hypertension retrouvée chez les patients anxiodépressifs (Okada et al. 2012;
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Mattace-Raso et al. 2007). Cependant, il faut noter que peu d’études animales ont
focalisé sur le baroréflexe. Seules celles qui ont été basées sur le stress social ont étudié
cette question, et elles n’ont pu mettre en évidence I’inhibition de la réponse cardiaque
réflexe (Grippo et al. 2008). La modélisation de ces deux modifications (sympathique et

parasympathique) était au centre des travaux de cette these.

3) Effets des traitements anxiodépressifs
Certaines ¢études ont montré qu’un traitement comprenant des antidépresseurs ou des

anxiolytiques a un impact bénéfique sur la VFC et le tonus parasympathique chez les patients
anxiodépressifs (Balogh et al. 1993; Bér et al. 2004; McFarlane et al. 2001; Rechlin 1994).
Cependant ces résultats sont controversés car il semblerait au contraire que les anxiolytiques
et les antidépresseurs aient un impact plutét négatif sur le tonus vagal. En effet, les
benzodiazépines peuvent exercer un role vagolytique (Agelink et al. 2002). II en est de méme
pour les diverses classes d’antidépresseurs prescrits. Les antidépresseurs tricycliques sont
connus pour avoir des effets anticholinergiques (Feighner 1999), les inhibiteurs de la
recapture de la norépinephrine diminue la VFC (Schroeder et al. 2002), les inhibiteurs de
recapture de la sérotonine et de la norépinephrine peuvent aussi diminuer la VFC et les
inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine montre des résultats aléatoires sur la VFC et
les marqueurs d’activité vagale (Glassman et al. 2002). Au vu de ces données au sein de la
littérature actuelle, il est important de mesurer le ratio bénéfice/risque pour les traitements
pharmacologiques. En effet, malgré leur efficacité a long terme, leur effet néfaste sur la VFC
serait susceptible d’augmenter les risques cardiovasculaires lors des traitements chez les
patients antidépressifs, d’autant plus que les traitements s’étalent souvent sur de longues
périodes de plusieurs semaines a plusieurs mois. Chez [’animal, les modifications
sympathiques induites par un stress social entrainant un profil dépressif ne sont que
partiellement réversées par des traitements antidépresseurs (contrairement au comportement

de type dépressif lui-méme qui disparait bien avec la fluoxétine) (Grippo et al. 2006).

C) Modifications respiratoires induites par le stress
Les troubles de I'humeur et plus particuliérement les troubles anxieux semblent associés a des

troubles respiratoires. Par exemple, une étude a montré qu’une population de patients ayant un
profil anxieux présentaient une hyperventilation (Rutten et al. 2015). Cette relation est

d’ailleurs bidirectionnelle puisqu’il apparait qu’une hyperventilation induite par des états
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anxieux, serait a I’origine de symptomes somatiques qui eux-mémes sont interprétés comme
étant de nature « catastrophique », ce qui en retour augmente 1’état d’anxiété (Ley 1985).
Dans ces pathologies, I’hyperventilation se manifeste par une augmentation de la fréquence
respiratoire et du volume courant (Yeragani et al. 2000; Masaoka et al. 2004; Grassi et al.
2013) corré¢lée au degré d’anxiété (Burkhardt et al. 2010) ou d’attaque de panique (Yeragani
et al. 2000). De plus, I’hyperventilation induite par I’hypercapnie apparait en général
augmentée chez des patients ayant un profil anxieux (Masaoka et al. 2004) ou atteints
d’attaque de panique (Yeragani et al. 2000; Yeragani et al. 2002). Un stress mental peut
augmenter les réponses hyperventilatoires a I’hypercapnie (Freeman et al. 1986). De plus, un
choc thermique induit de profondes modifications respiratoires chez ’homme, avec un gasp
initial suivi d’une hyperventilation prononcée (Datta and Tipton 2006). Chez 1’animal, la
réaction de défense se traduit aussi par une hyperventilation (Hilton 1982).

Tres peu d’études ont porté sur les pathologies dépressives mais celles-ci semblent associées a
un pattern respiratoire différent. Par exemple, lorsque les patients sont atteints de mélancolie,
on observe une diminution de la fréquence respiratoire (Averill 1969). De méme, un stress
chronique subi chez la meére pendant la grossesse induit de nombreuses altérations
respiratoires chez le nouveau-né et peut notamment étre a I’origine de la mort subite du
nourrisson (Duncan et al. 2009). Un stress chronique chez I’animal peut aussi, dans certains
cas, induire de telles modifications. Ainsi, la répétition a long terme de chocs électriques
induit une baisse de la ventilation (Isom and Elshowihy 1982). Lors d’un stress produit chez
le rongeur au cours de la phase tardive de la gestation (i.e. une odeur d’un assaillant ou des
cadavres de congénéres peuvent étre placés pendant un certain temps dans la cage (Fournier et
al. 2013), des modifications respiratoires sont observées deés la naissance. En effet,
I’augmentation physiologique de la ventilation basale avec I’age est retardée de P2 a P4, mais
uniquement chez les males (Fournier et al. 2013). De plus, dans cette étude, les auteurs
montrent que [’hyperventilation hypoxique n’est présente qu’a partir de P2 chez les nouveau-
nés ayant subi un stress dans leur phase gestationnelle alors qu’elle apparait dés PO chez les
témoins. Ceci suggere une altération dans la maturation et/ou sensibilité des chémorécepteurs
carotidiens, ou une altération de I’intégration centrale des informations qui en sont issues.
Enfin, une étude utilisant le modéle génétique de rats FSL présentant un profil 1i¢ a la
dépression a montré que la fréquence respiratoire était diminuée chez ces animaux (Padley et

al. 2005).
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D) Circuits neuronaux impliqués dans les réactions cardiorespiratoires
induites par la réaction de défense
A partir des premicres études de Bard et Hess, I’hypothalamus est per¢u comme étant la

structure jouant un rdle central pour générer une réaction de défense (« fight or flight »)
(Bard, 1928 ; Hess and Akert 1955). Dans les années 1940, Hess et ses collaborateurs ont
stimulé électriquement la partie dorsale de I’hypothalamus sur des chats conscients
provoquant des réponses autonomes et somatiques typiques de la réaction de défense
(augmentation de la PA, piloérection, courbure du dos (Hess and Brugger, 1943). Plusieurs
¢tudes ont approfondi ces observations sur d’autres espéces animales et montré que 1’axe
HHS, par le noyau paraventriculaire (PVN), était impliqué dans cette réaction
cardiorespiratoire au stress (Duan et al. 1997 ; Arthur et al. 1991). Il est important de
mentionner qu’il existe des voies de projections réciproques entre le PVN et la région
dorsomédiane et périfornicale de I’hypothalamus (DMH/PeF) (Myers et al. 2014), et plusieurs
études de DiMicco et collaborateurs ont suggéré que plus que le PVN, le DMH lui-méme
(étant aussi capable de produire le CRF) était a 1’origine de la cascade d’activation de 1’axe
HHS (DiMicco et al. 2002 ; DiMicco et al. 2006). Certaines études ont montré qu’il y avait
une augmentation de I’expression de la protéine Fos (marqueur d’activation neuronal) au sein
du DMH lors d’un stress, et I’activation de cette région (Briski and Gillen 2001; Harris et al.
2005) par une stimulation électrique ou chimique entraine des manifestations cliniques
(piloérection, mouvement des vibrisses, exorbitation ophtalmique, soulévement de la queue)
et cardiorespiratoires (hypertension, tachycardie, inhibition de la bradycardie du baroréflexe
et hyperventilation) caractéristiques de la réaction de défense (DiMicco et al. 2002; Gebber et
Snyder 1970; Hockman et Talesnik 1971; Coote et al. 1979; Zhang et al., 2006). Le DMH est
donc bien une région clé des réponses sympathiques et respiratoires au stress. De méme, la
substance grise périaqueducale dorsolatérale (dIPAG) est également une région clé et un point
relais du DMH dans la mise en place des modifications cardiorespiratoires. En effet, sa
stimulation chez le rat provoque des changements cardiorespiratoires semblables a la réaction
de défense et donc a la stimulation du DMH (Comet et al. 2005; Carrive et al. 1987; Nosaka
et al. 1993; Hamalainen and Lovick 1997).

L’augmentation de la PA et la tachycardie observées pendant la réaction de défense est en
grande partie due a la mise en jeu de 1’activation de neurones sympatho-excitateurs de la RVL
(Carrive et al. 1987; Lovick 1992; Lumb and Lovick 1993). En effet, le DMH et la dIPAG
projettent directement et de fagon bilatérale dans la RVL (Fontes et al. 2001; Wang et al.
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2010) et plusieurs neurotransmetteurs excitateurs semblent étre mis en jeu dans cet effet, dont
le glutamate et 1’orexine (Machado et al. 2002; Huang et al. 2010; Shahid et al. 2012). De
plus, les cellules sympathoexcitatrices de la RVL se trouvent dans la méme région que les
neurones respiratoires du GRV (voir chapitre I, paragraphe 11)B)) et 1’activation du DMH et
de la dIPAG produisent des réponses hyperventilatoires qui font intervenir ces neurones
(Tolentino-Silva et al. 2000; Subramanian and Holstege 2009). Cependant il faut noter que les
voies qui partent du DMH et de la dIPAG et qui se dirigent vers la RVL semblent étre
distinctes car le blocage de la dIPAG ne modifie pas les réponses cardiorespiratoires induites

par le DMH et inversement (Sévoz-Couche et al. 2003; Netzer et al. 2011).

D’autre part, la réaction de défense module la réponse cardiaque parasympathique du
baroréflexe (et du chémoréflexe carotidien). En effet, ’augmentation de la PA induite lors de
cette réponse au stress pourrait induire le baroréflexe. Or le ralentissement cardiaque da a ce
réflexe pourrait s’opposer a I’augmentation du débit cardiaque nécessaire a la mise en action
de I’organisme pour réagir face au stress. Ainsi, 1’activation du DMH induit une inhibition
de la réponse cardiaque du baroréflexe et du chémoréflexe carotidien. Cette inhibition passe
par une voie indirecte impliquant le noyau cunéiforme (CnF) puis la dIPAG et le RMg avant
d’agir sur les centres bulbaires impliqués dans le controle réflexe tel que le NTS (Netzer et al.
2011). Cette inhibition passerait par I’activation de récepteurs GABA, localisés dans ce
noyau activés par les récepteurs 5-HT; (Sévoz-Couche et al. 2003), comme nous 1’avons
mentionné précédemment dans le Chapitre I, paragraphe I)C)1)(i)(d). La sérotonine libérée
dans le NTS lors de la réaction de défense proviendrait probablement du RMg et du LPGi
(groupe B3, voir Chapitre I, paragraphe 1)C)1)(i)(d) (Bernard et al. 2008).

Il est a noter que 1) méme si ’activation des récepteurs 5-HT3; du NTS induit une ¢élévation de
la PA, le blocage de ces récepteurs ne prévient pas I’hypertension induite par la réaction de
défense, et i1) la composante sympathique du baroréflexe n’est pas inhibée lors de la réaction
de défense. Ces deux circuits ne semblent donc pas étre impliqués pour expliquer, méme en
partie, 1’hyperactivité sympathique caractéristique du stress (Sévoz-Couche et al. 2003;

Netzer et al. 2009).

Les recherches qui ont été au centre de cette thése ont donc porté particuliérement sur
P’identification des circuits neuronaux impliqués dans les modifications
cardiorespiratoires impliqués par le stress chronique, et une attention particuliere a été

portée sur le DMH, la RVL et le NTS. Le modé¢le utilisé chez le rat a été celui de la
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défaite sociale (procédure de 4 jours induisant un profil anxieux) et quelques
expériences ont aussi été réalisées chez la souris, avec un modéele de défaite élaboré sur

10 jours et induisant un profil de dépression.



MATERIEL ET METHODES
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I) Procédures générales du stress et d’évaluation du stress

A) Défaite sociale chez le rat
Nous avons utilis€¢ un protocole de défaite sociale (DS) développé et validé récemment

(Andre et al. 2005; Becker et al. 2001; Becker et al. 2008). Il consiste a soumettre un rat
intrus, Sprague-Dawley, a un rat résident et agressif, Groningen, durant 4 jours, a
raison d’une session quotidienne de 45 minutes. La session se divise en deux phases
(Figure 15). Lors de la premiére phase de 30 minutes, les animaux sont séparés 1’un de 1’autre
par un grillage, empéchant tout contact physique mais permettant néanmoins des contacts
olfactifs, visuels et auditifs, c’est la phase d’anticipation. Puis, lors de la seconde phase de 15
minutes, le grillage est retiré, autorisant ainsi des confrontations physiques entre les deux
animaux, au cours desquelles le rat intrus est toujours dominé par le rat résident. Ces épisodes
de confrontation sont au nombre de 2 a 4 par session et durent environ 10 secondes. Quatre
jours de DS induisent chez le rat Sprague-Dawley, 5 jours apres le terme du protocole, une
hyperactivit¢ de 1’axe HHS, caractérisée par des taux plasmatiques de corticostérone
augmentés de 600 % et un poids des glandes surrénales accru de 30 %, une diminution de la
consommation d’eau sucrée, reflet de I’anhédonie, ainsi qu’une perte de poids (Andre et al.
2005; Becker et al. 2008). Un profil anxieux apparait 5 jours aprés la derniére confrontation
(Rivat et al. 2010). Au cours de cette étude, nous avons enrichi le phénotype de ces animaux
en y ajoutant des parametres comportementaux (test du Plus Maze), et biologiques (mesure
des taux de BDNF dans la RVL et le NTS). Ces tests et la mesure des parametres

cardiorespiratoires ont été réalisés a différents stades post-DS.

1°) Phase 2°) Phase de
anticipation (30min) Confrontation (15 min)

= i

d!

Figure 15 : Défaite sociale chez le rat
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B) Défaite sociale chez la souris
Des souris males adultes CS7BL/6J (agées de 8 semaines) ont subi un protocole de

défaite sociale s’étalant sur 10 jours. Quotidiennement, chaque souris C57BL/6] a été
introduite dans une cage d’une souris male CD1 (ancien reproducteur) pendant 10 minutes.
Les souris agressives CD1 ont été sélectionnées au préalable par un test de screening durant 3
jours ou seuls les CDI1 ayant une latence d’attaque inférieure a 2 minutes sur 2 jours
consécutifs ont été sélectionnés. Suite aux 10 minutes de confrontation, les résidents et intrus
ont ét¢ maintenus dans la méme cage pendant 24h séparés par un plexiglas troué séparant la

cage en deux compartiments et permettant uniquement des contacts sensoriels (anticipation

prolongée). Chaque jour, les souris intruses C57BL/6J ont rencontré un agresseur différent.
Les souris C57BL/6J servant de controle ont été logées par paires dans une cage et séparées
¢galement par un plexiglas troué. Ces souris n’ont pas ét¢ manipulées pendant les 10 jours de

défaite.

C) Modifications de parameétres comportementaux et biologiques par la
défaite sociale

1) Evaluation chez le rat Sprague-Dawley
- Suivi de la courbe de poids : a partir de I’isolement et jusqu'a la fin du protocole, tous les

rats ont été pesés quotidiennement a la méme heure. Une diminution de la prise de poids

est associée a un profil stressé (Becker et al. 2001; Becker et al. 2008).

- L’activité de 1’axe HHS : Les glandes surrénales ont été prélevées et dégraissées une fois
toutes les expériences achevées. Le poids des glandes est rapporté au poids de 1’animal
(mg/100g de masse corporelle). Une augmentation du poids de ces glandes rend compte
d'une hyperactivité durable de I'axe HHS (Andre et al. 2005; Becker et al. 2001; Becker
et al. 2008). Du fait de I’anesthésie prodiguée a I’animal en fin de protocole, le dosage de
corticostérone n’a pu étre effectué dans cette étude. Les expériences précédentes effectuées
au laboratoire avec ce méme protocole a cependant montré que le taux de ce
glucocorticoide chez les rats ayant subi la DS était augmenté de 6 a 7 fois par rapport aux
rats témoins, cing jours apres la derniere confrontation (Becker et al. 2008).

- Le test du labyrinthe en croix surélevé (« Elevated Plus Maze ») a été réalisé 5 jours ou 25

jours (selon 1’étude) apres la derniére confrontation chez les rats qui ont été soumis au
stress. Le labyrinthe est constitué de 2 bras ouverts et de 2 bras fermés reli€s par une plate-

forme centrale. L’ensemble du dispositif est surélevé a 50 cm du sol, et 1égerement éclairé.
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Les tests ont ¢té réalisés entre 9 h et 13 h. Au début de chaque test, le rat a ¢té placé au
milieu de la plateforme, face a I’un des deux bras ouverts. Une caméra placée au-dessus du
labyrinthe couplée a un logiciel d’analyse permet de comptabiliser le temps passé dans
chacun des bras. Les rats présentant un profil anxieux passent moins de temps dans les

bras ouverts que les rats controles (Becker et al. 2008).

2) Evaluation chez la souris C57BL/6] :
Tout comme chez le rat, le suivi du poids corporel et I’activit¢ de I’axe HHS ont été

¢valués chez la souris. Cependant, les souris ont été pesées seulement au premier jour de
défaite (avant toute confrontation) et au lendemain du 10éme jour de stress.

Open Field : Les souris ont été testées dans 1’Open Field 24h aprés le dernier jour de
défaite. Un systeme de videotracking (Viewpoint, France) a été utilisé pour suivre le
mouvement des souris dans une enceinte de plexiglas fermée (50 x 50 x 45 cm). Les
animaux ont €té placés dans un angle de 1’Open Field puis laissées libres de 1’explorer. La
distance totale parcourue dans I’open field ainsi que le nombre d’entrées et le temps total
passé au centre de cet Open Field (carré de 20 x 20 cm) ont été mesurés pendant 1 heure.
Les animaux ayant un profil anxieux passent moins de temps a explorer ’Open Field
(Tuma et al. 2015).

Interaction sociale chez la souris: le test d’interaction sociale s’est déroulé¢ dans 1’Open
Field. A la suite du test de I’Open Field, qui aura servi de phase d’habituation et
d’exploration du milieu pour les souris C57BL/6J, un test d’interaction sociale a été
réalisé. Une petite cage a été placée dans le milieu d’un c6té de I’Open Field (Figure 16).
Les souris C57BL/6J ont été introduites dans I’Open Field pendant 2min30 sans agresseur
dans la cage. Puis la souris a ¢été retirée de I’Open Field le temps de placer un agresseur
CDI non-familier dans la cage. La souris C57BL/6J a ensuite été remise dans 1’Open Field
pendant 2min30. Une zone d’interaction a été définie autour de la cage de 1’agresseur CD1
(Figure 16). Un systeme de videotracking (Viewpoint, France) a été utilisé pour suivre le
mouvement des souris dans 1’Open Field. Les animaux ont été placés dans un angle de
I’open field et laissés libres de I’explorer lors de la phase d’habituation et lors de la phase
de test. L’indice d’interaction sociale mesuré est calculé de cette facon :

Temps passé dans la zone d’interaction avec I'agresseur 100
Temps passeé dans la zone d’interaction sans agresseur
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Figure 16 : Test d’interaction sociale

Les souris C57BL/6J ayant un profil dépressif passent moins de temps a interagir avec

’agresseur CD1 (Slamberova et al. 2015)

H) Enregistrements des parametres cardiorespiratoires

A) Techniques chirurgicales pour les enregistrements des parametres
cardiovasculaires sur rats anesthésiés : canulations et

électrocardiogramme
Les animaux ont été¢ anesthésiés avec du pentobarbital sodique (60 mg/kg, i.p., Céva santé

animale), avec la température corporelle maintenue a 37°C par un matelas chauffant. Deux
cathéters en polyéthyléne, contenant du sérum physiologique hépariné¢ (10 Ul/ml), ont été
introduits respectivement dans la veine fémorale pour 1’administration de drogues et dans
I’artére fémorale pour I’enregistrement de la PA (systolique, diastolique et moyenne) et la FC.
Le cathéter artériel est reli¢ via un capteur de pression a une interface (1401 plus, CED), dont
les données sont traitées par le logiciel Spike 2 (CED, Cambridge, UK). Trois électrodes en
acier placées 1’'une dans une patte antérieur, I’autre dans une patte postérieur et la troisieme
(masse) au niveau d’une épaule de 1’animal, ont permis [’enregistrement de

I’¢lectrocardiogramme (ECG) par I’amplification des signaux (Amplificateur Universel
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GOULD). La FC instantanée est automatiquement obtenue a partir de 1’onde QRT et

exprimée en battement par minute.

B) Techniques chirurgicales pour les enregistrements des parameétres

cardiovasculaires sur rats éveillés: enregistrements télémétriques
Des rats Sprague Dawley ont subi I’implantation de capteurs radiotélémétriques (C50PXT) 2

semaines avant le protocole de défaite sociale (Data Sciences International, St. Paul, MN,
USA). L’opération a été réalisée sous asepsie et sous anesthésique (Isoflurane 2%). Les rats
ont également été prétraités avec un analgésique (Xylocaine, 5 mg/kg, s.c.), et un anti-
inflammatoire (Métacam, 1 mg/kg, s.c.) et ont aussi regu un traitement antibiotique
(Pénicilline, 0.3 ml, i.p.) a la fin de I’opération chirurgicale. Les capteurs ont été implantés
dans la cavité péritonéale. Pour cela, une incision de la peau et de la paroi abdominale ont été
faite. Puis, aprés rétractation des visceres par du coton (Figure 17A), I’aorte abdominale a
¢té identifiée (Figure 17B, fleche). Un fil permettant la ligature temporaire a été placé sous
I’artére rénale (Figure 17B), et un trou fait par une aiguille (Gauge 25) au niveau de la
bifurcation des arteres iliaques (Figure 17C, fleche) a permis I’insertion du cathéter dans
I’aorte abdominale (cathéter enfoncé vers le haut). Ce cathéter étant de diamétre trés inférieur
a celui de l'aorte, la circulation n‘est alors pas perturbée par cette insertion. La ligature

supérieure a ensuite été enlevée et a permis de retrouver une circulation sanguine normale.

Figure 17 : photo de la procédure chirurgicale pour placer le cathéter de ’implant
télémétrique dans I’aorte abdominale
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Le cathéter introduit dans 1’aorte abdominale a permis I’enregistrement de la PA (systolique,
diastolique et moyenne) et la FC. Pour les enregistrements de biopotentiels (ECG), les
¢lectrodes ont été tunnelées de fagcon sous cutanée et avancées au niveau de la cage
thoracique. L’¢lectrode positive a été placée au niveau de I’appendice xiphoide et I’¢lectrode
négative a été introduite entre les muscles sternomastoidien et sterno-hyoidien afin de la
placer le long de la trachée a I’intérieur de la cage thoracique (Sgoifo et al. 1996). Les sutures
ont ¢ét¢ fermées grace a des fils non absorbables (fixation des implants sur la paroi
abdominale) et des agrafes (peau). Les enregistrements ont été réalisés tous les apres-midi
(entre 13h et 18h), pendant la phase de repos des animaux. Les enregistrements ont débuté 3
jours avant la défaite sociale (D-3) et jusqu’a la fin du protocole, soit D30. L acquisition des

enregistrements a été faite par le logiciel Dataquest A.R.T. 3.1 Gold software (Data Sciences).

C) Techniques chirurgicales pour I'’enregistrement de la respiration chez
le rat anesthésié et éveillé
Dans certaines expériences, des rats anesthésiés en fin de protocole ont été trachéotomisés

pour enregistrer la fréquence respiratoire. La canule insérée dans la trachée a été reliée a un
pneumotachographe (Fleisch 0000) lui-méme relié¢ a un capteur de pression. La mesure du
cycle respiratoire a été enregistrée sur le logiciel Spike2, en parallele de ’ECG.

De plus, quelques rats ont été implantés avec les capteurs télémétriques pour mesurer le cycle
respiratoire et ’ECG. Le principe chirurgical est le méme que décrit précédemment mais le
cathéter de pression a été placé sous la couche séreuse de I’cesophage et avancée dans la
cavité thoracique, juste apres la jonction avec le diaphragme (Murphy et al. 2001). Ceci a
permis d’enregistrer la pression sous-pleurale, grice aux mouvements thoraciques et au

niveau subpleural.

Ceci a permis de vérifier la corrélation entre la fréquence respiratoire et le pic ASR afin
d’obtenir la fréquence respiratoire a partir des enregistrements des ECG en télémétrie et en

anesthésie tout en gardant la mesure de la PA.
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III) Evaluation des paramétres cardiorespiratoires

A) Mesure de la VFC
L'analyse de la VFC sur animaux anesthésiés ou conscients s’est effectuée grace au logiciel

Spike 2 (CED, version 6.0) a partir du calcul de l'intervalle entre chaque pic R (intervalle RR)
de ’onde QRS, observée a partir de I'ECG (moyenne de 3 segments de 2 minutes chacun). La
VFC donnée par I’analyse de I’intervalle RR peut étre temporelle. Ainsi, nous avons analysé
les deux paramétres les plus fréquemment calculés : la SDNN (moyenne des écart-types de
tous les intervalles R-R ou racine carrée de la variance de distribution), et la rMSSD (Racine

carrée de la moyenne des différences au carré entre les intervalles R-R successifs).

L’analyse fréquentielle de la VFC (par l'aire sous la courbe de la densité spectrale de
l'intervalle RR), utilise la transformée de Fourier (FFT 256 chez le rongeur). Cette analyse
fréquentielle permet de visualiser 2 bandes majeures de fréquence pour 1’analyse de la balance
sympathovagale: une de basse fréquence (LF, 0,2-0,7 Hz chez le rat; 0,2-1,0 Hz chez la
souris) et une de haute fréquence (HF, 0,7-2 Hz chez le rat ; 1,0-5,0 Hz chez la souris). Nous
avons particulicrement tourné notre attention sur le ratio LF/HF et le LF normalisé
(LFnu=LF/LF+HF), indicateurs de [’activit¢é sympathique, et sur la bande HF et HF
normalisée (HFnu=HF/LF+HF), indicateurs du tonus vagal (Pagani et al. 1986).

Comme je 1’ai mentionné ci-dessus (chapitre I paragraphe )C)2), la bande HF déterminée par
I’analyse spectrale de la VFC est le reflet de I’impact du cycle respiratoire sur la FC. Cette
bande est également appelée arythmie sinusale respiratoire (ASR) car elle refléte
I’augmentation de la FC lors de I’inspiration, et sa diminution lors de I’expiration. Il est admis
que la fréquence du pic observé dans la bande HF (pic de ’ASR) correspond a chaque
inspiration, et donc refléte la fréquence respiratoire (Eckberg 2003). Nous avons donc
déterminé la variation de ce pic en continu (jusqu'a DS+30), par I’analyse spectrale de
I’intervalle RR obtenu par enregistrements télémétriques (voir ci-dessus), pour déterminer la

variation de la fréquence respiratoire induite par le stress chronique.

Le VFC est mesurée sur les rats et souris anesthésiés a la fin des différents protocoles. Pour
les rats, la VFC a été mesurée avant et aprés les microinjections dans le DMH et le NTS
(moyenne de 3 segments de 5 minutes).

Egalement, la VFC est analysée sur les enregistrements télémétriques sur 4 segments de 2

minutes par jour et par rat. Ces 4 segments sont sélectionnés en fonction de D’activité
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locomotrice qui doit étre modérée. L’analyse de la VFC se fait également sous Spike CED

(version 6.0) aprés importation depuis Dataquest.

B) Mesure du baroréflexe
Le baroréflexe a été analysé de deux fagons différentes. D’une part, le baroréflexe spontané a

¢t¢ déterminé en utilisant la méthode des séquences (Laude et al. 2004). Pour cela, les
séquences de trois valeurs successives croissantes de PA systoliques associées a trois valeurs
croissantes d'intervalles RR correspondantes sont établies (Figure 18). La sensibilité du
baroréflexe spontanée est calculée a partir de la moyenne des pentes de chaque séquence. Le
baroréflexe spontané a donc pu étre mesuré a partir des enregistrements sous anesthésie et en

télémétrie. Les segments analysés sont strictement les mémes que pour 1’analyse de la VFC.

Intervalle RR (ms)
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Figure 18 : Analyse du baroréflexe spontanée par la méthode des séquences

D’autre part, sur les animaux anesthésiés, 1’activation du baroréflexe peut aussi étre induite
pharmacologiquement par I'administration intraveineuse de nitroprussiate sodique (SNP, 100
png/kg, i.v.) suivie de phényléphrine (PE, 10 pg/kg). Le SNP est un vasodilatateur a action trés
rapide, et induit donc une diminution de la PA. Cela met au silence les barorécepteurs et la FC
monte. Au plateau, la PE, en provoquant au contraire une ¢élévation importante de la PA,
engendre une réponse baroréflexe cardiaque sous la forme d'une diminution de la FC
(bradycardie). La réponse cardiaque du baroréflexe (BRR) est mesurée par la formule
suivante : (AFC/FCpaseline)/APA. Le logiciel PRISM (GraphPad Prism version 5.00, San Diego
California USA) permet la création d'une courbe sigmoide, selon I'équation de Boltzmann:
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+exp((V50-X)/Slope))
Une régression linéaire de la partie rectiligne de cette courbe permet de déterminer la

sensibilité¢ du baroréflexe pharmacologique
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IV) Traitement pharmacologique aigu et chronique

A) Traitements et microinjections aigues et locales dans le DMH et le

NTS sous anesthésie
Lorsque les rats anesthési€s ont été canulés, ils ont été placés sur un appareil stéréotaxique

(KOPF) avec la téte maintenue en position horizontale. Les coordonnées spatiales sont
repérées par rapport au point bregma (intersection des sutures longitudinale et transversale des
os craniens) : chez le rat- DMH= 3mm en arriére de bregma ; latéral : 0.5mm de la ligne
médiane ; profondeur : 8mm ; NTS = -14.4mm en arriére de bregma ; latéral : 0.5mm de la
ligne médiane ; profondeur : 0.5mm. Les microinjections (0.1 pl, 1 sec.) ont été réalisées a
l'aide de micropipettes en verre de diametre inférieur a 100um, reliées a une seringue
Hamilton de 1pl. Afin d'inhiber le DMH, du muscimol (5mM), agoniste des récepteurs
GABA (Stotz-Potter et al. 1996), a été injecté dans la structure. Le blocage des récepteurs 5-
HT; du NTS a été réalisé en micro-injectant de facon bilatérale un antagoniste spécifique, le
granisétron (250 pmol) directement dans la structure (Hoyer et al. 2002). Dans la RVL, la
microinjection bilatérale de losartan (5 mM), a permis de bloquer sélectivement les récepteurs
a l'angiotensine II, AT;. Une injection intra-veineuse de granisetron a été réalisée chez les rats
anesthésiés (0,1mL, 10 ug/kg).

Chez les animaux contrdles, de la solution physiologique a été injectée a la place des
substances actives. Les analyses de la VFC et de la fonctionnalité du baroréflexe (spontané et

pharmacologique) sont effectuées chez ces animaux 5 min apres ’injection.

B) Traitement pharmacologique chronique
Sans traitement : les rats n'ayant recu aucun traitement ont été appelés "naifs".

Traitement anxiolytique : juste apreés la derniére confrontation (D4), une pompe ALZET
(2ML1 ; Charles River ; L’Arbresle, France), a ét¢ implantée dans le dos des rats témoins et
stressé€s. Pour cela I"opération a été réalisée sous légere anesthésie volatile (Isoflurane 2%).
Les rats ont également été prétraités avec un analgésique (Xylocaine, 5 mg/kg, s.c.), et un
anti-inflammatoire (Métacam, 1 mg/kg, s.c.) et ont recu un traitement antibiotique
(Pénicilline, 0.3 ml, i.p.) a la fin de ’opération chirurgicale. Pour le placement des pompes,
une petite incision a été faite sur la peau du dos, au niveau des omoplates. Puis, une poche a
¢été réalisée en écartant les tissus sous-cutanés, pour permettre le placement de la pompe. La

peau a été refermée par des agrafes.
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Les pompes contenaient soit une solution physiologique, soit de la chlordiazépoxide (CDZ;
10mg/kg/jour), anxiolytique de la famille des benzodiazépines (Lopez-Mufioz et al. 2011).
Les animaux ont donc recu ce traitement jusqu'a I’analyse des parameétres cardiorespiratoires a

la fin du protocole (D10).

Traitement au losartan (antagoniste des récepteurs AT, de [’angiotensine II) :

Une cohorte de rats implantés avec des capteurs radiotélémétriques a recu un traitement
chronique au losartan dés la fin de la défaite sociale et pendant 15 jours. Pour cela, comme
décrit ci-dessus, des pompes ALZET 2MLI1 contenant une solution de losartan

(0.69mg/kg/jour), ont ét¢ implantées dans le dos des rats témoins et stressés.

V) Dosage

A) Dosage protéique du BDNF : méthode ELISA
Un dosage par la méthode ELISA a été utilisé pour quantifier le BDNF protéique totale dans

le sang, la RVL et le NTS des rats.

Prélevement du sérum : L’animal a ét¢ maintenu pour un prélévement dans la queue (veine
latérale), a 1’aide d’une aiguille Terumo relié¢ a un tubage plastique. Les prélévements (200 ul)
ont ensuite été transférés dans des tubes Eppendorf, et conservés a -20°C. Ces prélévements
ont eu lieu avant (D-3), et apres (D10 et D30) la procédure de stress.

Extraction protéique dans la RVL et NTS : A la fin de différents protocoles (D10 ou D30), les
RVL et le NTS des rats ont été prélevés rapidement apres le sacrifice (prélévements bilatéral)
et conservés a -80°C. Au moment du prélévement, les structures ont été pesées. Le BDNF a
¢été extrait comme décrit par Szapacs (Szapacs et al. 2004). Pour ces deux structures, 450uL
de tampon de lyse (100 mM PIPES, 500 mM NaCl, 0.2% Triton X-100, 0.1% NaN3, 2%
BSA, and 2 mM EDTA) contenant des inhibiteurs de protéases (200M MSF, 0.3M aprotinin,
and 10M leupeptin), ont été ajouté a chaque échantillon. Ensuite, les tissus ont été broyés par
sonication (pulses brefs d’l sec pendant 15 secondes). Les échantillons ont ensuite été
centrifugés a 16000 g pendant 30 minutes a 4°C, et le surnageant a été récupéré et congelé a -
20°C.

Pour le dosage du BDNF dans le sérum et dans ces deux structures, la méthode ELISA a été

5%MC ot les tissus extraits au 1/10°™

utilisée. Les échantillons sérique ont été¢ dilués au 1/2 avec
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le kit de dosage du BDNF fourni par Proméga (BDNF Emax® ImmunoAssay System). Les
échantillons ont été dosés en duplicata dans des plaques de 96 puits contenant une gamme

d’étalonnage.

B) qRT-PCR
Une quantification des ARNm du BDNF, de I’angiotensinogene, des récepteurs 5-HTs4 et des

récepteurs de I’angiotensine II a aussi été effectuée chez la souris. L’ARNm total a été extrait
du NTS, de la RVL et du DMH suivant le protocole d’extraction Ambion™ (KIT TRI
Reagent Solution). Un protocole de qRT-PCR (SYBRGGreen) a ensuite été appliqué pour ces
dosages. Le géne de référence utilisé est ’ACTB (Actin beta, cytoplasmic 1). Les différents
primers utilisés sont référencés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2 : Liste des Primer utilisés pour la qRT-PCR

ARNmM Forward primer Reverse primer

5-HTsa 5 GTGGACTCCTGAGGACTTCGACAA 3’ 5 AGATGTCAAGGCTACAGGCGGTCA 3’

BDNF 9 5 AAAACCATAAGGACGCGGAC 3’ 5 TAGACATGTTTGCGGCATCC

BDNF 4 5 CTCTGCCTAGATCAAATGGAGCT 3’ 5 GAAGTGTACAAGTCCGCGTCCTT 3’

BDNF 6 5 GCTGGCTGTCGCACGGTTCCCATT 3’ 5" GAAGTGTACAAGTCCGCGTCCTT 3’
ACTB 5" CCACCATGTACCCAGGCATT 3’ 5" CGGACTCATCGTACTCCTGC 3’

1°) Extraction des ARNm : les tissus prélevés chez les souris 2 jours apres la fin de la défaite
sociale (NTS, RVL et DMH) ont été broyés dans 500ul de formol (Ambion™, KIT TRI
Reagent Solution) a 1’aide d’un piston. Aprés ajout de chloroforme et application des
centrifugations, nous avons obtenu 3 phases : phase aqueuse transparente (ARN), interphase
blanche (ADN) et phase organique rose (protéines). La phase aqueuse contenant les ARN a
ensuite €té transférée dans un nouveau tube Ependorff. De I’isopropanol y a été ajouté et
apres centrifugation, le surnageant a été jeté. Le culot a été dissout dans de 1’éthanol a 75%.
Suite a une nouvelle centrifugation, le surnageant a été jeté et le culot a été dissout dans 30pl
d’eau milliQ. Une évaluation de la quantité total d’ARN a été réalisée grace a un Nanodrope,
avant de congeler les échantillons a -80°C.

2°) Réaction de Transcription Inverse (RT) : avant de réaliser la PCR, les ARN de chaque

¢chantillon ont été transcrits en ADN complémentaire (ADNc). Le volume final par tube
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d’échantillons de la réaction de RT doit étre de 20 uL, avec 14 pL d’ARN (contenant 500 ng
d’ARN) dilué dans eau milliQ et 6 pL de mix PCR. Le mix PCR contient 2 pL de RT Buffer,
0.8 uL de ANTP, 2 pL de RT Random, 1pl de RT multiscribe et 0.2 pL d’eau milliQ. Ces
tubes ont ensuite été installé dans un thermomixeur et ont entamé le cycle de température
suivant : 10 minutes a 25°C, 2 heurs a 37°C et 5 secondes a 85°C. Tout de suite apres le
dernier palier de température, les échantillons ont été plongés dans la glace pour arréter la
réaction. 80 uL d’eau milliQ ont ensuite €té ajoutés par tube pour avoir un volume final de
100 pL par tube.

3°) Réaction de PCR (Figure 19): La PCR a été réalisée dans des plaques de 96 puits. Chaque
gene testé sur chaque échantillon a été réalisé en triplicata. Le géne de ménage utilisé a été
I’ACTB. 5 uL d’ADNCc des échantillons a ¢été introduit dans chaque puits contenant 15ul de
mix PCR (eau milliQ : 3.8 pL ; SYBR Green : 10 puL ; Primers a 10 uM : 0.6 pL).

Resp:1 Resp: 40
95°C 95°C
3:00 0:15 12°C
0:30
60°C
0:30 )
Dénaturation Elongation

Hybridation
Dénaturation initiale

|
|
|
|
|
|
|
|
|
T
|
|
|
|
|
|
|
|
Activation de I'enzyme :
|
|
|
|

Figure 19 : Représentation d’un cycle de PCR avec les différentes étapes

VI) Histologie

Du bleu de méthyleéne, qui n’altére pas les parametres cardiovasculaires par lui-méme (Sévoz-
Couche et al. 2003), a été ajouté aux substances microinjectées. A la fin du protocole, les rats
ont été perfusés de fagon intracardiaque avec une solution d’eau physiologique suivie d’une
solution de paraformaldéhyde a 4% tamponnée par du phosphate de sodium 0.1M pour

obtenir un pH proche de 7,4. Le cerveau fixé a ensuite €té prélevé et conservé dans une
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solution de sucrose 20% pendant 48h. Puis, des coupes histologiques de 70 um d’épaisseur

sont réalisées a 1’aide d’un vibratome. Ces coupes sont ensuite colorées a la thionine.

VII) Analyses statistiques
Toutes les valeurs ont été¢ exprimées en moyenne + SEM (Erreur standard). Les modifications

comportementales, physiologiques et cardiovasculaires entre les témoins et les stressés ont été
analysées par un test de Student impair pour 2 groupes, et par un test one-way ANOVA
lorsque plusieurs groupes devaient étre comparés entre eux. Un test two-way ANOVA a été
utilisé pour comparer les effets sur ces paramétres du traitement anxiolytique, de I’injection
de muscimol dans le DMH, de I’injection de granisetron dans le NTS chez les rats stressés et
témoins. Un test two-way ANOVA en mesures répétées a été réalisé pour comparer la prise
de poids et I’ensemble des paramétres cardiorespiratoires obtenus en télémétrie des rats
stressés et témoins tout au long du protocole. Les résultats ont été considérés comme

significatifs a p<0.05, et suivis par un test post-hoc de Bonferroni quand nécessaire. Les

analyses ont été faites avec le logiciel Prism 5.04 (Graph Pad Software).
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Etude I :

Implication du DMH et des récepteurs 5-HT; du NTS dans
les modifications cardiovasculaires induites par un stress
chronique

Article n°1

Involvement of the dorsomedial hypothalamus and the nucleus tractus solitarii in
chronic cardiovascular changes associated with anxiety in rats

Sévoz-Couche C, Brouillard C, Camus F, Laude D, De Boer SF, Becker C and Benoliel JJ.

J Physiol., 591(Pt 7):1871-87, 2013

Article n°2

Long-lasting increase in sympathetic activity and BDNF upregulation induced by
repeated social defeat

Charly Brouillard, Pascal Carrive, Francoise Camus, Jean-Jacques Bénoliel, and Caroline

Sévoz-Couche

Résultats complémentaires
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INTRODUCTION

Dans les rappels bibliographiques, nous avons résumé I’impact néfaste d’un stress chronique
sur le systeme cardiovasculaire, incluant des pathologies graves ou simplement des
modifications de la VFC et de la sensibilité du baroréflexe, indice de risque accru de survenue
d’évenements cardiovasculaires. A la suite de nombreuses études sur le stress aigu, le DMH a
été présenté comme une structure centrale clé impliquée dans ces modifications autonomiques
et cardiovasculaires (Voir Chapitre 11, paragraphe II1)D)). En effet, son activation induit une
augmentation de la FC et de la PA ainsi qu’une inhibition de la composante cardio-vagale du
baroréflexe (DiMicco et al. 2002; Gebber et Snyder 1970; Hockman et Talesnik 1971; Coote
et al. 1979; Zhang et al., 2006). De plus, toutes ces modifications induites par un stress aigu
n’apparaissent plus lorsque le DMH est préalablement inhibé.

Nous avons également détaillé la modulation du baroréflexe par I’action de la sérotonine au
niveau du baroréflexe et les résultats antérieurs obtenus dans notre laboratoire révelent qu’au
niveau du NTS, la sérotonine, par action spécifique sur les récepteurs 5-HT3, est a ’origine de
I’inhibition de la composante cardio-vagale du baroréflexe en condition de stress aigu (Sévoz-
Couche et al. 2003).

Par conséquent, le premier objectif de ma thése était de voir si ces mémes mécanismes
étaient impliqués en condition de stress chronique et notamment dans un modéle
induisant un phénotype de type anxieux.

Afin de répondre a cette question, nous nous sommes basés sur un mod¢ele de défaite sociale
et validé comme induisant un profil de type anxieux chez le rat (Voir Matériel & Méthodes
II)A) ). Nous avons dans un premier temps observé les modifications cardiovasculaires a
court terme et a long terme, respectivement lorsque les rats présentaient un phénotype de type
anxieux (D10, Figure 20 Cohorte 1) ou lorsque qu’il avait disparu (D30, Figure 21 Cohorte
1). Egalement, une analyse quotidienne des parametres cardiovasculaires a €té réalisée sur les
rats éveillés grace a I’implantation préalable de capteurs télémétriques mesurant la PA et
I’ECG (Voir Matériel & Méthodes I1)B) Figure 21 cohorte 2). Afin de conforter I’implication
de I’anxiété sur ces altérations physiologiques, un traitement anxiolytique a été appliqué sur
certains rats et les effets ont été observés a 5 jours apres la fin de défaite sociale (D10) (Figure
20 Cohorte 2).

Enfin, nous avons analysé les effets de microinjections soit de muscimol (agoniste

GABAergique) dans le DMH, soit de granisetron (antagonistes des récepteurs 5-HT3) dans le



97

NTS sur ces modifications cardiovasculaires apparues sur les rats stressés sous anesthésie a

D10 et D30.
Sous anesthésie
Cohorte 1 . . EPM -ECG + Pression artérielle
Défaite sociale “ - Microinjections dans le DMH and NTS
- Prélévements des glandes surrénales
, ' " ™ Jours
6 1 4 210
Sous anesthésie
Cohorte 2 EPM - ECG + Pression artérielle
Defaite sociale *‘7 - Prélevements des glandes surrénales
f T LI | 1 Jours
6 1 45 910

Chlordiazepoxide

Figure 20: Protocole de I’Article 1. Analyse a court terme (D10) des paramétres
cardiovasculaires sous anesthésie

Sous anesthésie

-ECG + Pression artérielle
- Microinjections centrales
- Prélevements des glandes surrénales et du coeur
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Figure 21 : Protocole de I’Article 2. Analyse a long terme (D30) des parametres
cardiovasculaires sous anesthésie et en télémétrie
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Neuroscience

Key points

e Anxiety disorders reduce both the heart rate variability (HRV) and the sensitivity of the cardiac
baroreflex (BRS). This may lead to sudden cardiac death.

e To elucidate the mechanisms underlying these alterations, male rats were subjected to social
defeat sessions that lead to an anxiety-like state.

e In this model, HRV and BRS were reduced, reflex of a shift of the autonomic balance towards
sympathetic predominance.

e Pharmacological blockade of the dorsomedial hypothalamus (DMH) reversed all cardio-
vascular alterations, whereas blockade of the nucleus tractus solitarii (NTS) 5-HT}; receptor
by the local or systemic administration of granisetron restored only baroreflex gains and the
parasympathetic component of HRV.

e In conclusion, repeated social defeat in the rat leads to an anxiety-like state, in which the DMH
and the NTS are chronically activated and are responsible for dysautonomia. These regions
may constitute new targets against sudden cardiac death.

Abstract Anxiety disorders in humans reduce both the heart rate variability (HRV) and the
sensitivity of the cardiac baroreflex (BRS). Both may contribute to sudden death. To elucidate
the mechanisms underlying these alterations, male rats were subjected to social defeat sessions
on four consecutive days. Five days later, the rats were found to be in an anxiety-like state. At this
time point, we analysed HRV and BRS in the defeated rats, with or without treatment with the
anxiolytic chlordiazepoxide (CDZ). HRV was reduced after social defeat, due to changes in the
autonomic balance favouring the sympathetic over the parasympathetic component. Spontaneous
and pharmacological baroreflex gains were also reduced. CDZ abolished anxiety-like symptoms
as well as HRV and BRS alterations. Inhibition of the dorsomedial hypothalamus (DMH) with
muscimol reversed all cardiovascular alterations, whereas blockade of the nucleus tractus solitarii
(NTS) 5-HT; receptor by the local or systemic administration of granisetron restored only
baroreflex gains and the parasympathetic component of HRV. In conclusion, repeated social
defeat in the rat lead to an anxiety-like state that was associated with lasting reduction in HRV
and baroreflex gains. The DMH and the NTS were responsible for these chronic cardiovascular
alterations. These regions may therefore constitute new therapeutic targets for reducing cardiac
dysfunction and fibrillation in anxiety disorders.
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successive R-R interval differences; RSA, respiratory sinus arrhythmia; VEH, vehicle.

Introduction

Mood disorders are associated with the occurrence of
ventricular arrhythmia (Francis et al. 2009; Brugada,
2012). There is a solid body of evidence linking the auto-
nomic nervous system to life-threatening arrhythmia and
death from cardiovascular causes (Watkins et al. 1998;
Friedman, 2007), as reduction of heart rate variability
(HRV) and the baroreceptor-heart rate (HR) reflex
(baroreflex sensitivity, BRS) have been shown to be
predictive of the occurrence of ventricular fibrillation
(Billman et al. 1982; Schwartz, 1998; La Rovere et al.
2001). However, the mechanisms underlying these cardiac
alterations are still unknown.

A limited number of studies have been conducted
in animal models of these diseases, to analyse cardiac
and autonomic dysfunctions. Some of these studies
used experimentally (Moffitt et al. 2002) or genetically
(Padley et al. 2005) modified animals, while others
used systems more closely resembling the physiological
reactions observed in humans following the application
of a chronic stress (Sgoifo et al. 2002; Grippo et al. 2008).
However, only a few of these studies have analysed the
cardiac BRS. Analyses of BRS during or at the end of
a chronic stress inducing depression suggested that this
parameter was not affected (Grippo et al. 2008; Porter
et al. 2004). Thus, our principal objective was to analyse
the long-term effects on HRV and the BRS during an
anxiety-like state induced by repeated social defeat (Rivat
et al. 2010), one of the most severe known stressors
(Koolhaas et al. 1997). In an experimental design based
on anticipation, intruder rats were repeatedly subjected to
the threat of an aggressive conspecific resident, which was
then allowed to attack and defeat them. This procedure
has been shown to induce anxiety-like behaviour 5 days
after the last session (André et al. 2005; Rivat et al. 2010;
Blugeot et al. 2011). Thus, the aim of this study was to
analyse the changes in autonomic balance and baroreflex
gain associated with the establishment of this chronic
stress-induced anxiety. We also explored the mechanisms
that link anxiety to cardiovascular dysregulation. The
dorsomedial hypothalamus (DMH) has been shown to

activate sympathetic premotor neurons in the rostral
ventro-lateral medulla (Wang et al. 2010), and to induce
inhibition of the cardiac baroreflex response (BRR). This
inhibition is mediated by the release of serotonin from
the raphe magnus region, which acts onto presynaptic
5-HT; receptors in the nucleus tractus solitarii (NTS;
Merahi et al. 1992; Sévoz-Couche et al. 2003; Netzer
et al. 2011). Knowing that DMH activation results also
in anxiogenic-like effects (Shekhar, 1993; DiMicco et al.
2002), we hypothesized that the DMH, and consequently
serotonergic receptors in the NTS, are chronically activated
after social challenge sessions, and that this will alter
cardiovascular parameters. We tested this hypothesis by
pharmacological blockade of both regions in anaesthetized
animals that had or had not been subjected to social defeat,
6 days after the last session.

Methods
Animals

Male Sprague—Dawley rats (Centre d’Elevage R. Janvier,
Le Genest-St.Isle, France) weighing 250-300 g were used
as experimental intruder animals (n=157). They were
housed in individual cages from 7 days before the
beginning of the social defeat procedure until the end
of the protocol (D—7 to D10; Fig 1A). Wild-type
Groningen male rats (Rattus norvegicus, WIG strain),
originally reared at the University of Groningen (The
Netherlands) under conventionally clean conditions and
weighing 400-500 g were used as the resident rats in
confrontation encounters. All animals were kept under
controlled environmental conditions (22 4+ 1°C; 60%
relative humidity; 12 h light/dark cycle; food and water
ad libitum). Procedures involving animals and their care
were all performed in conformity with the institutional
guidelines, which are in compliance with national and
international laws and policies (Council directive 87-848,
19 October 1987, Ministere de I’ Agriculture et de la Foret,
Service Veterinaire de la Sante et de la Protection Animale;
permissions 75855 to C. Sévoz-Couche and 6180 to J.-].
Benoliel).

© 2013 The Authors. The Journal of Physiology © 2013 The Physiological Society
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Procedures

Social defeat experimental procedure. Social defeat
(Rivat etal. 2010) involved four daily conditioning sessions
(Fig. 1A) with the same pairs of residents and intruders
(Becker et al. 2001). Briefly, intruders (defeated (D)
animals) were placed singly in a protective cage inside
the resident home cage, allowing unrestricted visual,
auditory and olfactory contact with the resident but pre-
cluding close physical contact. The protective cage was
then removed with the resident present, allowing physical
confrontation with the intruder (D intruders). There were
three—four confrontations of 10 s each, during which the
intruding animal was always dominated by the resident
rat. For non-defeated (ND) intruders, the intruder had
access to the entire resident home cage in the absence
of the resident. This social defeat procedure has been
shown to induce an anxiety-like state 5 days after the last
conditioning session (Rivat et al. 2010). Here, we checked
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that all D animals presented basic signs of anxiety not
observed in ND rats.

Body weight. The body weights of D and ND rats were
measured daily at 09.00 h, before (7 days, D—7 to D1),
during (4 days, D1-D4) and after (6 days, D5-D10) the
social defeat procedure.

Elevated plus-maze test. Five days after the end of the
fourth conditioning sessions (D9; Fig. 1A), the elevated
plus-maze test was used to evaluate anxiety-related
behaviour in animals. This test has been described in detail
elsewhere (Rivat ef al. 2010). The time spent in the various
arms, and the numbers of entries into the open and closed
arms of the plus-maze were recorded with custom-made
software. The total number (open + closed) of arm entries
was taken as an indicator of general activity.

[

T
7 Dg

500 1

Figure 1. Long-term consequences of the
social defeat protocol for physiological and
behavioural parameters in non-defeated
(ND) and defeated (D) rats with no
treatment

A, the experimental procedure consisted of four
daily conditioning sessions (D1-D4) with the
same pairs of residents and intruders. The
elevated plus-maze test (EPM) was performed

5 days (D9) after the end of the social defeat
procedure, and cardiovascular (CV) parameters
and adrenal gland (AG) weight were measured
on the following day (D10). Body weight was
measured daily in ND and D rats, before, during
and 6 days after conditioning sessions (D—7 to
D10). B, D animals (n = 10) were lighter than
ND (n = 10) animals. Differences were first
observed the day after the first conditioning
session (D2) and were maintained until the end
of the protocol (D10). Each point is the

mean =+ SEM for D or ND rats. **P < 0.005 and
**P < 0.001 vs. ND rats. C, D animals had an
increased AG weight and spent less time in the
open arms of the EPM. Box-Whisker graphs
with minimum and maximum values, lines are 8
the medians. ***P < 0.001 vs. ND rats.
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Adrenal gland weight. At the end of all experiments
(D10; Fig. 1A), adrenal glands were removed, dissected
free of adhering fat and weighed. Organ weights are
expressed relative to total body weight (in mg (100 g body
weight) ™).

General procedures for the measurement of cardio-
vascular parameters. On the morning after elevated
plus-maze tests (D10; Fig. 1A), animals were anaesthetized
with pentobarbital sodium (Ceva Santé Animale,
Libourne, France; 60 mgkg™!, 1.p; Sévoz-Couche et al.
1998). The depth of anaesthesia was assessed regularly
by pinching a hind paw and monitoring the stability of
the arterial blood pressure (BP) and HR recordings. In
case of withdrawal reflex and/or significant variations of
these parameters, a supplementary dose of pentobarbital
was given (10 mgkg™', 1.v.). Systemic BP and mean BP
(MBP) were monitored via a femoral artery catheter.
HR was calculated from the ECG (R-wave pulses) and
displayed as mean frequency per minute (bin size =1s),
and the mean R-R interval duration (RR, ms) was
calculated.

HRV analysis. Spectral (frequency domain) analysis.
ECG waveform data were imported offline into Spike
CED (version 6.0). The criteria for segment (90s)
selection for HRV analysis were stationarity and a
lack of ectopic beats. Power spectra were obtained
by Fourier transformation (size 256, Hanning window,
giving a final frequency resolution of 0.04 Hz). Low- and
high-frequency (LF and HF, respectively) powers were
calculated within the frequency ranges of 0.2-0.7 Hz and
0.7-2.5 Hz, respectively, and the LF-to-HF ratio (LF/HF),
a measure of the autonomic ‘balance’ (Friedman, 2007),
was determined. An increase in LF/HF ratio indicates a
rise in sympathetic activity (Pagani et al. 1986). HF power
is exclusively under parasympathetic (vagal) control, and
the peak frequency in the HF domain corresponds to the
respiratory sinus arrhythmia (RSA; Stein et al. 1994; Porges
et al. 2007).

Temporal (time domain) analysis. The root mean square
of successive R-R interval differences (rMSSD, ms), which
specifically quantifies parasympathetic activities (Stein
et al. 1994), was calculated.

Spontaneous baroreflex activation. We used the
sequence method to calculate spontaneous HR BRS
(spontaneous BRS; Laude et al. 2004). Spontaneous
BRS was calculated as the mean slope of R-R interval
sequences for all sequences detected during 90 s segments
of data.

C. Sévoz-Couche and others
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Pharmacological baroreflex activation. The admin-
istration of nitroprusside (100 ugkg™', 1.v.) followed
by phenylephrine (10 ugkg™', 1.v.) made it possible
to evaluate the maximal BRR (maximal BRR in
mmHg ™' =100 x (AHR/HR baseline)/ AMBP]) and to
generate baroreceptor function curves, by fitting a
sigmoid logistic function to the data. The maximal
(i.e. pharmacological maximal BRS) and rectilinear
(pharmacological linear BRS) baroreflex slopes were
calculated from the baroreceptor curves (Netzer et al.
2011).

Animals were killed at the end of the procedures for
cardiovascular parameter analyses by a lethal dose of
anaesthesia (pentobarbital sodium, 120 mg kg™, L..).

Experiments

All the procedures listed above were performed in each of
the following experiments. Five series of experiments were
performed on five different series of rats.

Experiment 1: no treatment. In this experiment, ND
(n=10) and D (n=10) rats received no treatment.

Experiment 2: chronic anxiolytic treatment. Social defeat
was performed from DI to D4. Then ALZET osmotic
pumps supplying vehicle (VEH) or chlordiazepoxide
(CDZ; 10mgkg ' day™') were implanted (Rivat et al.
2010) in ND (n= 7 each) and D (n =7 and 8, respectively)
rats on the morning of the day after completion of the
social defeat (D5). Briefly, pumps filled with CDZ (ALZET
2ML1) were implanted subcutaneously on the back of the
rats under light isoflurane anaesthesia. A small incision
was made in the skin between the scapulae. Using a
haemostat, a small pocket was formed by spreading the
subcutaneous connective tissues apart. The pump was
inserted into the pocket. The skin incision was closed with
absorbable sutures. Therefore these treatments did not
affect body weight before D5. The infusion of VEH or CDZ
continued from D5 to D10, to prevent the development
of the anxiety-like state (Rivat et al. 2010). At D10, we
compared the effects of VEH and CDZ on physiological,
behavioural and cardiovascular parameters.

Experiment 3: acute pharmacological blockade of the
DMH. On D10, anaesthetized animals with pentobarbital
sodium were placed in a stereotaxic frame, with the head
fixed in the flat skull position. Microinjections of saline or
muscimol (MUSC; 500 pmolin 0.1 ul) into the DMH were
performed at the following coordinates: P 3.0, L 0.5 and
V 8 mm from bregma (Netzer ef al. 2011), in ND (n=6
and 10, respectively) and D (n=7 and 13, respectively)
animals. Injections were made bilaterally to maximize the

© 2013 The Authors. The Journal of Physiology © 2013 The Physiological Society
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effect and because DMH control of HR has been shown to
be assymetric (Xavier et al. 2009). We compared the effects
of DMH saline and MUSC on cardiovascular parameters,
and we expressed changes as variations from the baseline.

Experiment 4: acute pharmacological blockade of NTS
5-HT; receptors. As described above, a micropipette filled
with either saline or a selective 5-HT; receptor antagonist
(granisetron (GRANI) 250 pmol in 0.1 ul) was inserted
into the NTS. Microinjections of saline or GRANI were
performed at the level of the calamus scriptorius (L 0.5
and V 0.5 mm; Sévoz-Couche et al. 2003) of ND (n=28
each) and D (n=38 each) rats on D10. Injections were
made bilaterally to maximize the effect (Sévoz-Couche
et al. 2003). We compared the effects of NTS VEH and
GRANI on cardiovascular parameters, and we expressed
changes as variations from the baseline.

Experiment 5: acute pharmacological blockade of peri-
pheral and central 5-HT; receptors. GRANI is a 5-HTj;
receptor antagonist known to cross the blood-brain
barrier (Huang et al 1998). Saline or GRANI
(10 ugkg™') was administered systemically (0.1 ml) in ND
(n=10each) and D (n=10 each) anaesthetized rats on
D10. We compared the effects of .v. VEH and GRANI on
cardiovascular parameters, and we expressed changes as
variations from the baseline.

The effects of MUSC and GRANT lasted for at least
30 min (Sévoz-Couche et al. 2003; Netzer etal. 2011). HRV
and spontaneous BRS parameters were analysed 20 min
before and 10 min after treatments, from 90 s segments of
recording. The pharmacological BRS was performed 5 min
after the HRV and spontaneous BRS analyses, therefore
15 min before and 15 min after treatments.

Drugs

MUSC and sodium nitroprusside (Sigma Chemicals,
St Louis, USA), phenylephrine hydrochloride (Merck
Sharp and Dohme-Chibret, Paris, France) and GRANI
(SmithKline-Beecham, Harlow, UK) were dissolved in
saline. The pH of all solutions microinjected into the NTS
was adjusted to 7.4.

Histological localization of microinjection sites

In experiments 3 and 4, microinjection sites were
identified by the location of the micropipette track in
70 pm-thick sections of brain tissue previously fixed in
10% formalin solution and cryoprotected in 20% sucrose
solution for 5days. Only rats with the injection point
correctly positioned in the DMH or NTS were considered
for data analysis.

© 2013 The Authors. The Journal of Physiology © 2013 The Physiological Society
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Statistical analysis

In Experiment 1, a one-way (subjects) repeated
(time)-measures ANOVA was used to compare body
weights throughout the protocol, and a one-way (sub-
jects) ANOVA was used to compare other behavioural,
physiological and cardiovascular parameters.

In Experiment 2, a two-way (subjects, treatments)
repeated (time)-measures ANOVA was used to compare
body weights throughout the protocol, and a two-way
(subjects, treatments) ANOVA was used to compare the
effects of VEH and treatments on other behavioural,
physiological and cardiovascular parameters.

In Experiments 3-5, a one-way (subjects) repeated
(time)-measures ANOVA was used to compare body
weights throughout the protocol, a one-way (subjects)
ANOVA was used to compare time spent in the open
arms of the elevated plus maze and adrenal gland weight,
a two-way (subjects, treatments) ANOVA was used to
compare the effects of VEH and treatments on cardio-
vascular parameters, and a paired Student’s  test was used
to compare cardiovascular parameters before and after
treatment in the same animals.

All the statistical results from the two-way ANOVA were
given in Supplemental Tables 1-5.

Bonferroni correction was applied to all ANOVAs, and
results were considered significant if P < 0.05.

Results

Experiment 1: long-lasting physiological, behavioural
and cardiovascular parameters in D (n = 10) and ND
(n = 10) rats with no treatments

Before the start of the social defeat procedure (Fig. 1A), D
and ND animals had similar body weights (Fig. 1B). After
social defeat sessions, D rats weighted less (—20%) than
ND rats. This divergence began from the day after the first
conditioning session (D2) and persisted until the end of
the procedure (D10).

Adrenal gland weight was higher (Fig. 1C) and time
spent in the open arm was lower (Fig. 1D) in D animals,
as previously reported (Rivat et al. 2010). We found no
statistically significant difference in the total number of
entries between ND and D rats (ND: 30.90 & 2.99 and D:
27.70 & 4.39, P=0.07). Thus, the observed difference in
time spent in the open arms between these two groups of
rats was not due to a change in general activity.

Cardiovascular parameters

HR and MBP. The mean R-R interval was significantly
lower in D rats than in ND rats (Fig. 2Aa), corresponding
to an increase in HR (345+7 ws. 32143 bpm,
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respectively, P=0.021). HR was positively correlated with ~ HRV. We performed power spectral analysis on the ECG
adrenal gland weight in D animals (Fig. 2Ab). D and  (Fig. 2Ba). Compared with ND animals, D rats had
ND animals had similar basal MBP (D: 102 &3 vs. ND:  a reduced HF power associated with an increased LF

105 &+ 2 mmHg, respectively, P=0.68). power and LF/HF ratio (Fig. 2Bb). There was thus an
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Figure 2. Long-term consequences of the social defeat protocol for heart rate variability (HRV) in
non-defeated (ND) and defeated (D) rats with no treatment

A, representative R-R interval time series (Aa) showed that the mean R-R interval was lower (indicating an increase
in heart rate (HR)) in D animals than in ND animals, and that fluctuations around the mean were much smaller
than those in controls. The increase in HR seen in D rats was positively correlated with adrenal gland weight
(Ab). B, frequency domain analysis of HRV. Analysis of the power spectra of R-R intervals (Ba) showed a lower
high-frequency domain (HF) value in D rats, associated with an increase in low-frequency domain (LF) and LF/HF
(Bb). Therefore, a decrease in parasympathetic tone was observed, together with an increase in sympathetic
activity, in D rats. Data plots of all animals, lines are the means for D or ND animals. *P < 0.05 and ***P < 0.001 vs.
ND rats. C, time domain analysis of HRV. The root mean square of successive R-R interval differences (rMSSD) was
smaller for D than for ND rats (Ca). Modification in rMSSD was negatively correlated with adrenal gland weight
(Cb). Data plots of all animals, lines are the means for D or ND animals. **P < 0.005 vs. ND rats.

© 2013 The Authors. The Journal of Physiology © 2013 The Physiological Society
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increase in sympathetic tone associated with a decrease in
parasympathetic tone in animals subjected to social defeat.
The altered parasympathetic activity was confirmed by
a reduction in rMSSD in D rats (Fig. 2Ca), which
was negatively correlated with adrenal gland weight
(Fig. 2Cb).

Baroreflex measurements. Spontaneous BRS  was
significantly lower in D than in ND animals (Fig. 3Aa),
and was negatively correlated with adrenal gland weight
(Fig. 3Ab). During the pharmacological induction of the
baroreflex with nitroprusside followed by phenylephrine,
the maximal BRR was lower in D (0.37 £ 0.04 mmHg ")
than in ND (0.62 4 0.05mmHg™!, P<0.001) rats.
Accordingly, the pharmacological maximal BRS slope
calculated from the sigmoid baroreflex curves was lower
in D rats (Fig. 3B, left), as was the pharmacological linear
BRS (Fig. 3B, right). Values and statistics are given in
Fig 3B (lower panel).

To prevent the development of the anxiety-like state
(Rivat et al. 2010), and to observe the effects of this
prevention on cardiovascular parameters, an anxiolytic
treatment was given after completion of the social defeat
(D5).

Experiment 2: effects of VEH or chronic anxiolytic
treatment in D (n =7 and 8, respectively) and ND
(n =7 each) rats

In the group of D rats, CDZ treatment maintained normal
body weight gain (Fig. 4A), adrenal gland weight and
behaviour in the plus maze (Fig. 4B), while no change
was observed in ND animals.

Cardiovascular parameters

HR. HR was significantly higher in D than in ND
treated with VEH (D + VEH: 354 &7 and ND + VEH:
320+ 7bpm, P=0.021). Anxiolytic treatment reduced
HR in D rats (D4 CDZ: 321 +8bpm, P=0.006),
whereas HR remained unaffected in ND animals
(ND + CDZ: 320 + 7 bpm, P=0.91).

HRV and baroreflex measurements. LF and LF/HF were
higher, and HF and rMSSD were lower in D than in ND
rats with VEH (Fig. 4Ca and Cb). These alterations were
suppressed by CDZ (Fig. 4Ca and Cb). The treatment had
no effect in ND rats.

The lower spontaneous BRS seen in D animals with
VEH treatment was also suppressed with CDZ (Fig. 4D).
CDZ did not affect spontaneous BRS in ND rats (Fig 4D).
Similar results were obtained with pharmacological linear
BRS (ND + VEH: —4.0 + 0.2 bpm mmHg ™! vs. ND +

© 2013 The Authors. The Journal of Physiology © 2013 The Physiological Society
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CDZ: —3.5 &+ 0.1 bpm mmHg™!, P = 0.67; D + VEH:
—2.54 0.3 bpm mmHg ! vs. D + CDZ: —4.4 &+ 0.4 bpm
mmHg !, P=0.001; Fig. 4E).

The DMH has been shown to be responsible for
similar alterations in acute stress (Sévoz-Couche et al.
2003; Netzer et al. 2011). We therefore analysed the
possible involvement of the DMH in this model of chronic
stress.

Experiment 3: effects of VEH and MUSC injections
into the DMH on cardiovascular parameters in D
(n =7 and 13, respectively) and ND (n =6 and 10,
respectively) rats

HR and MBP. Unlike saline, the changes in HR
(AHR/baseline HR) and MBP (AMBP/baseline MBP)
after MUSC microinjection were greater in D rats than
in ND animals (Fig. 5Aa and Ab). HR between-group
differences in animals with saline (ND + DMH VEH:
315+5 and D+ DMH VEH: 349 4+ 8 bpm, P=0.004)
were eliminated after MUSC (ND+ DMH MUSC:
310+ 7 and D + DMH MUSC: 290 £ 11 bpm, P=0.75).
Parameters returned to baseline after 10 min in D rats, but
only after 2 min in ND rats.

HRV. Compared with saline, while no change was
observed in ND rats, MUSC prevented the changes
in HRV in D rats (Fig. 5Ba and Bb). The same was
observed when the comparisons were made in D rats
before and after the MUSC injection (LF: 1.55 % 0.07 vs.
0.77 £ 0.06 ms?, respectively, P < 0.001; HF: 5.46 £ 0.56
vs. 8.84+0.64ms?, respectively, P <0.001; LF/HF:

0.174+0.01 wvs. 0.11+£0.01, respectively, P=0.008;
rMSSD: 1.02+£0.10 wvs. 1.60£0.12ms, respectively,
P < 0.001).

Baroreflex measurements. While no change in the
spontaneous BRS was observed in ND rats, MUSC
compared with saline restored the BRS in D rats (Fig. 5C).
The same was observed when the comparison was made in
D rats before and after the MUSC injection (0.87 & 0.13 vs.
2.80 & 0.28 bpm s, before and after MUSC, respectively,
P <0.001).

While no change in linear BRS was observed in ND (ND
+ DMH VEH: —4.3 4 0.2 bpm mmHg ™! vs. ND + DMH
MUSC: —3.9 &+ 0.1 bpm mmHg™!, P = 0.3) rats, MUSC
compared with saline prevented the low linear BRS in D
rats (D + DMH VEH: —2.0 £ 0.1 bpm mmHg™" vs. D
+ DMH MUSC: —4.5 & 0.2 bpm mmHg ™!, P = 0.005;
Fig. 5D). The same was observed when the comparison
was made in D rats before and after the MUSC injection
(—2.7 £ 0.2 vs. —4.5 & 0.2 bpm mmHg !, respectively,
P=0.005).
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Downstream from the DMH, presynaptic 5-HT;  Experiment 4: effects of VEH and GRANI injections
receptors in the NTS are responsible for decreasing the  into the NTS on cardiovascular parameters in D (n =8
baroreflex in conditions of acute stress (Sévoz-Couche  each) and ND (n = 8 each) rats
et al. 2003; Netzer et al. 2011). We therefore analysed the
possible role of these receptors in our model of chronic
stress.

HR and MBP. The microinjection of GRANIinto the NTS,
unlike that of saline, induced a greater reduction in MBP
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Figure 3. Long-term consequences of the social defeat protocol for baroreflex parameters in
non-defeated (ND) and defeated (D) rats with no treatment

A, spontaneous baroreflex sensitivity (BRS), measured by the sequence method, was lower in D than in ND animals
(Aa), and this decrease was inversely correlated with the development of an anxiety-like state (Ab). Data plots of all
animals, lines are the means for D or ND rats. *P < 0.005 vs. ND intruders. B, the administration of nitroprusside
followed by phenylephrine made it possible to generate baroreceptor function curves by fitting a sigmoid logistic
function to the data (left). The maximal BRS calculated from the slope of these curves was lower in D than in ND
rats. In the same manner, the linear BRS calculated from the linear part of the sigmoid curves (right) was lower in
D rats. The values shown in the table are the means & SEM for D and ND rats.
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Figure 4. Effects of vehicle (VEH) and chlordiazepoxide (CDZ) treatment on physiological, behavioural
and cardiovascular parameters in non-defeated (ND) and defeated (D) rats

Compared with VEH, the anxiolytic treatment (10 mg kg~' day~") given at D5 (4, arrow) prevented the decrease
in body weight gain (A), the increase in adrenal gland weight and the decrease in the time spent in open arms
(B), the changes in frequency (Ca) and time (Cb) domain parameters for HRV, and the decrease in spontaneous
(D) and pharmacological linear (E) BRS in D rats, but not in ND rats. B, box-Whisker graphs with minimum and
maximum values, lines are the medians. **P < 0.005 and **P < 0.001 vs. ND + VEH; 8P < 0.05 and 555P < 0.001
vs. D + VEH. C and D, data plots of all animals, lines are the means for D and ND rats. *P < 0.05 and **P < 0.005
vs. ND + VEH; SP < 0.05 and 585P < 0.001 vs. D + VEH.
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Figure 5. Effects of microinjection into the dorsomedial hypothalamus (DMH) of vehicle (VEH) or
muscimol (MUSC) on cardiovascular parameters in non-defeated (ND) and defeated (D) rats

A, MUSC induced larger reductions in heart rate (HR) and mean blood pressure (MBP) from baselines than saline
in D but not in ND rats (Aa). Representative tracings of the effects of MUSC are shown in Ab. Box-Whisker graphs
with minimum and maximum values, lines are the medians. 883P < 0.001 vs. D + VEH. B-D, compared with VEH,
DMH MUSC prevented the changes in frequency (Ba) and time (Bb) domain parameters for heart rate variability
(HRV), spontaneous (C) and pharmacological linear (D) baroreflex sensitivity (BRS) observed in D rats, but had no
effect on ND rats. Data plots of all animals, lines are the means for D and ND rats. *P < 0.05, **P < 0.005 and
#%4p — 0.001 vs. ND + VEH; 8P < 0.05 and 338P < 0.001 vs. D + VEH.
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in D than in ND rats, but had no effect on HR in either
group of rats (Fig. 6Aa and Ab). Parameters returned to
baseline after 10 min in D rats, but only after 2 min in ND
rats.

HRV. While HRV parameters were unchanged in ND rats,
GRANI compared with saline restored HF and rMSSD
in D animals, but not LF and LF/HF (Fig. 6Ba and Bb).
The same was observed when the comparisons were made
in D rats before and after the GRANI injection (HF:
5.40 & 0.49 vs. 7.66 & 0.70 ms?, respectively, P=0.036;
LF: 1.12 4 0.09 vs. 1.03 & 0.11 ms?, respectively, P= 0.40;
LE/HF: 0.18 £ 0.01 vs. 0.14 £ 0.01, respectively, P = 0.09;
rMSSD: 1.10£0.11 vs. 2.10£0.22ms, respectively,
P=0.004).

Baroreflex measurements. While no change in the
spontaneous BRS was observed in ND animals, GRANI
compared with saline restored the spontaneous BRS in
D rats (Fig. 6C). The same was observed when the
comparison was made in D rats before and after the
GRANT injection (1.01 0.13 v5.2.75+0.10ms mmHg ',
before and after NTS GRANI, respectively, P < 0.001).

Compared with saline, GRANT into the NTS had no
effect in ND rats (ND + VEH: —4.1 & 0.2 vs. ND +
GRANI: —3.9 + 0.4 bpm mmHg ™!, P = 0.52), but pre-
vented the low pharmacological linear BRS in D rats
(D + VEH: —2.9 £ 0.1 bpm mmHg ™' vs. D + GRANI:
—4.5 + 0.2 bpm mmHg ™!, P = 0.01; Fig. 6D). The same
was observed when the comparison was made in D rats
before and after the GRANT injection (—3.1 £ 0.3 vs. —4.5
+ 0.2 bpm mmHg ™!, respectively, P = 0.009).

We have shown that the chronic activation of
medullary 5-HT; receptors by social defeat procedure
alters baroreflex alterations. As GRANI can cross the
blood-brain barrier (Huang et al. 1998), we investigated
the possibility that the systemic administration of this
substance could also prevent baroreflex alteration in D
rats.

Experiment 5: effects of systemically administered
VEH or GRANI on cardiovascular parameters in D
(n =10 each) and ND (n = 10 each) rats

HR and MBP. Compared with saline, the systemic
administration of GRANI induced a greater reduction in
MBP in D than in ND rats, but had no effect on HR in
either group ofrats (Fig. 7Aaand Ab). Parameters returned
to baseline after 3 min in D rats, but only after 1 min in
ND rats.

HRV. While no changes in HRV parameters were observed
in ND rats, systemic GRANI treatment compared with

© 2013 The Authors. The Journal of Physiology © 2013 The Physiological Society
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saline restored HF and rMSSD in D rats, but not LF and
LF/HF (Fig. 7Ba and Bb). The same was observed when
the comparisons were made in D rats before and after the
administration of GRANI (HF: 5.59 4 0.54 vs.9.24 4+ 0.58
ms?, respectively, P = 0.006; LF: 1.16 & 0.14 vs. 1.10 £
0.17 ms?, respectively, P = 0.59; LF/HF: 0.15 & 0.01 vs.
0.12 £ 0.01, respectively, P=0.19; rMSSD: 0.80 & 0.07 vs.
1.8 &£ 0.08 ms, respectively, P = 0.001).

Baroreflex measurements. While no changes in
spontaneous BRS were observed in ND rats, compared
with saline, 1.v. GRANI restored the spontaneous BRS
in D rats (Fig. 7C). The same was observed when the
comparison was made in D rats before and after the
GRANI administration (1.09 & 0.12 vs. 1.9 & 0.16 ms
mmHg ™!, before and after 1.v. GRANI, respectively, P <
0.001).

While no change in pharmacological linear BRS was
observed in ND rats (ND + VEH: —4.1 £+ 0.2 bpm
mmHg ! vs. ND + 1.v. GRANI: —3.9 & 0.1 bpm mmHg/,
P = 0.72), GRANI administration compared with saline
prevented the low linear BRS in D rats (D + VEH: —2.1
+ 0.1 bpm mmHg ™! vs. D + 1.v. GRANI: —4.0 £ 0.2 bpm
mmHg ™!, P = 0.005; Fig. 7D). The same was observed
when the comparison was made in D rats before and after
the administration of GRANI (—2.5 + 0.2 vs. —4.0 &= 0.2
bpm mmHg ™', respectively, P = 0.009).

Experiments 3-5: body weight, elevated plus-maze
test results and adrenal gland weight in D (n = 56)
and ND (n = 52) animals in experiments with central
microinjection or systemic administration

We found that the body weight of D rats measured from
D—7 to D10 was less than that of ND rats from the day
after the first conditioning session (D2) to the end of the
procedure (Supplemental Fig. 1A). We also assessed that
adrenal gland weight was higher and time spent in the open
arms of the maze was less in D than ND rats (Supplemental
Fig. 1B and C, respectively).

Discussion

Our findings demonstrate that chronic social defeat based
on anticipation leads, at distance of stressor application, to
overall cardiovascular modifications that resemble those
seen in anxiety: changes to autonomic balance associated
with a decrease in BRS. This dysregulation, which is pre-
vented by anxiolytic treatment, is due to chronic activation
of the DMH and NTS 5-HTj; receptors.
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Figure 6. Effects of microinjection into the nucleus tractus solitarii (NTS) of vehicle (VEH) or granisetron
(GRANI) on cardiovascular parameters in defeated (D) and non-defeated (ND) rats

A, GRANI injection into the NTS induced a larger decrease in mean blood pressure (MBP) but not in heart rate
(HR) than saline in D rats, but had no effect on either of these parameters in ND (Aa). Representative tracings of
the effects of GRANI injection into the NTS are given in Ab. Box-Whisker graphs with minimum and maximum
values, lines are the medians. 8P < 0.05 vs. D 4 VEH. B, compared with VEH, the injection of GRANI into the NTS
abolished the reduction in high-frequency domain (HF) but not the increase in low-frequency domain (LF)/HF in
D rats (Ba), and had no effect in ND rats (Ba), suggesting that GRANI reversed the decrease in parasympathetic
activity but not the increase in sympathetic activity. This treatment also eliminated the decrease in time domain
HRV analysis (Bb) normally induced in D rats, and had no effect on ND rats. Data plots of all animals, lines are the
means for D and ND rats. *P < 0.05, **P < 0.005 and ***P < 0.001 vs. ND + VEH; 8P < 0.005 and $85P < 0.001
vs. D + VEH. C and D, the low spontaneous baroreflex sensitivity (BRS) (C) and pharmacological linear (D) BRS in D
rats with VEH was prevented in D rats with 1.v. GRANI, and was unchanged in ND rats. ***P < 0.001 vs. ND + VEH;
§58p < 0.001 vs. D + VEH.
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Figure 7. Effects of the systemic administration of vehicle (VEH) or granisetron (GRANI) on cardio-

vascular parameters in defeated (D) and non-defeated (ND) rats

A, systemic administration of GRANI induced a larger decrease in mean blood pressure (MBP) but not in heart rate
(HR) than saline in D rats, but had no effect on either of these parameters in ND rats (Aa). Representative tracings
of the effects of 1.v. GRANI are given in Ab. Box—Whisker graphs with minimum and maximum values, lines are
the medians. 58P < 0.001 vs. D 4 VEH. B, compared with VEH, 1.v. GRANI abolished high-frequency domain (HF)
decrease but not the increase in low-frequency domain (LF)/HF in D rats, and had no effect on ND rats (Ba). This
treatment also eliminated the decrease in time domain heart rate variability (HRV) analysis (Bb) normally induced in
D rats, and had no effect on ND rats. Data plots of all animals, lines are the means for D and ND rats. ***P < 0.001
vs. ND + VEH; 8P < 0.05 and $3P < 0.005. C and D, the low spontaneous (C) and pharmacological linear (D)
baroreflex sensitivity (BRS) in D rats with VEH was increased in D rats with 1.v. GRANI, and was unchanged in ND

rats. **P < 0.005 vs. ND + VEH; $55P < 0.001 vs. D + VEH.
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Experiments 1 and 2: physiological and cardiovascular
modifications after social defeat

Only a few studies have evaluated the cardiovascular
modifications induced by social defeat (Sgoifo et al.
2002; Beig et al. 2009). Most have described HRYV,
without identifying the mechanisms involved. Moreover,
because these studies were performed during, or just
after, application of the stressor (Porter et al. 2004;
Grippo et al. 2008), they only evaluated the stress effect,
not the effect of an anxiety state. In the present study,
experiments were performed 6 days after the end of four
consecutive days of social defeat. An absence of body
weight gain, an increase in adrenal gland weight and less
time spent in the open arms at that time point indicated
an anxiety-like state (André et al. 2005; Rivet et al.
2010), making it possible to evaluate the consequences
of chronic stress-induced anxiety on cardiovascular
function.

As described in patients with high or low anxiety
scores (Watkins et al. 1998), BP was not affected by the
social defeat procedure. However, D animals had a higher
HR and a lower HRV than controls. We first analysed
rMSSD and HF power, two measures that are vagally
mediated (Schwartz, 1998; Porges et al. 2007). We found
that both parameters were reduced. The LF/HF ratio,
which provides an indirect estimate of sympathovagal
balance, increased, as did LF. These results indicate a
shift in the autonomic balance towards sympathetic pre-
dominance. We also observed a shift of the RSA peak
to lower frequencies (Fig. 2Ba). Modifications of the
RSA peak frequency, unlike HF and rMSSD (Denver
et al. 2007; Sin et al. 2010; Overbeek et al. 2012), may
reflect changes in the depth and/or rate of respiration
(Denver et al. 2007). Further studies are needed to
determine whether rats with an anxiety-like profile present
modifications in basal respiratory period and tidal volume,
although no such changes were found in patients with
anxiety (Watkins et al. 1998) or depression (Berger et al.
2012).

Spontaneous BRS was much lower in D than in
ND animals. In addition, the pharmacological range
and maximal BRS calculated from the sigmoid curve
were smaller in animals presenting an anxiety-like
profile. All these data suggest that the reduction in the
parasympathetic activity due to chronic stress-induced
anxiety results from a diminished BRS. CDZ treatment,
which prevented the development of an anxiety-like
profile, also prevented the reduction in HRV and BRS.
Consistent with these findings, we found that reduced
HRV and BRS were positively correlated with an increase
in adrenal gland weight. Thus, the baroreflex changes
may result from the anxiety state induced by the chronic
stress. yes

C. Sévoz-Couche and others
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Experiment 3: role of the DMH in the cardiovascular
modifications induced by social defeat

DMH activation induces a sympathetically mediated
increase in HR and MBP (Netzer et al. 2011). We found
that microinjections of MUSC into the DMH resulted
in significantly larger decreases in HR and MBP in D
rats, suggesting that both HR and MBP were higher in
animals subjected to chronic stress. D rats presented an
increase in HR but not in MBP, consistent with findings
in patients with high anxiety scores (Watkins et al. 1998).
There may perhaps be compensatory mechanisms at work
on MBP. The injection of MUSC into the DMH pre-
vented both the increase in sympathetic activity and
the decrease in vagally mediated HRV in rats subjected
to social defeat. In addition, this treatment restored
spontaneous and pharmacological baroreflex parameters.
These effects lasted at least 30 min, indicating that
compensatory mechanisms on HR occurred after MUSC
(as HR returned at basal levels after only 10 min). The
DMH is clearly overactivated and involved in all the
cardiovascular modifications seen in animals subjected to
social challenge, and is therefore a key component of the
central pathway activated during the anxiety induced by
chronic stress.

During acute stress, the DMH acts on the rostral
cuneiform nucleus that, in turn, activates the dorsolateral
periaqueductal grey (Netzer et al. 2011). Downstream to
this structure, serotonin is released from the B3 region
to the NTS to activate 5-HT; receptors and produce
baroreflex inhibition (Sévoz-Couche et al. 2003). We
investigated whether 5-HTj; receptor blockade could pre-
vent the sympathetic overactivity and baroreflex reduction
induced by chronic stress.

Experiments 4 and 5: role of the NTS in the
cardiovascular modifications induced by social defeat

We targeted the NTS receptors by administering GRANI
in two ways: by local microinjection into the NTS, the
central region with the highest density of 5-HTj; receptors
(Laporte et al. 1992); or systemically. In both experiments,
GRANT induced a larger decrease in BP (but not in HR)
in D rats than in controls, as expected given that the
activation of NTS 5-HTj; receptors induces an increase
in MBP only (Sévoz-Couche et al. 1998). NTS 5-HT;
receptors are therefore chronically activated after chronic
stress. The effects of these receptors on MBP suggested that
NTS 5-HTj; receptor activation may have been at the origin
of the stress-induced increase in sympathetic activity.
However, this seems unlikely, as GRANI tended to reduce
both LF and the LF/HF ratio, albeit non-significantly,
suggesting that sympathetic overactivity persists after NTS
5-HTj; receptor blockade. We also showed that intravenous
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and intra-NTS treatments with GRANI prevented the
reduction in spontaneous and pharmacological baroreflex
parameters in D animals. Vagally mediated rMSSD and
HE, which are normally low in animals subjected to
chronic stress, were similar to those in controls after
both treatments. Taken together, these results suggest
that the reduction of the BRR may be responsible for
the lower level of vagal activity observed in animals
with social stress-induced anxiety. 5-HT5 receptors are
localized presynaptically on non-cardiovascular (probably
from gastrointestinal origin; Leslie et al 1990) NTS
vagal afferents. When activated, these receptors trigger
glutamatergic activation of local GABAergic interneurons,
thereby inhibiting by GABA, receptors second-order
baroreflex neurons (Sévoz-Couche et al. 2003) that
project to the nucleus ambiguous on pre-ganglionic
vagal neurons responsible for the production of the
cardiac response (Loewy, 1990). It is likely that chronic
activation of NTS 5-HT; receptors due to overactivity
of serotonin neurons in the B3 region (containing
the raphe magnus and the lateral paragigantocellularis
nuclei) and/or hypersensitivity of 5-HT; and GABA4
receptors is at the origin of the chronic baroreflex
inhibition.

In conclusion, the long-term changes in HRV associated
with social defeat-induced anxiety result from an increase
in sympathetic tone associated with a decrease in
parasympathetic tone. The latter is possibly due to a
decrease in BRS, which may lead to sudden cardiac
death (Khaykin et al 1998). The central pathway
involved in these changes involves DMH activation,
leading to a decrease in baroreflex gain via NTS 5-HT;
receptor excitation and an increase in sympathetic tone
independently of the NTS. Specific treatment for mood
disorders restores vagal cardiac function only partially
(Carnevali et al. 2011). Thus, in patients with high anxiety
scores and in patients with induced dysautonomia, as
observed after ischaemic stroke for example (Soros &
Hachinsli, 2012), systemic treatment with the 5-HT;
receptor antagonist GRANI — a potent anti-emetic
(Audhuy et al. 1996) with a highly safe profile (Aapro,
2004) — could be used to restore parasympathetic activity
and, thus, reduce the likelihood of adverse cardiac
events.
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Introduction

Decades of research, both clinical-epidemiological and experimental on humans and animals, have
strengthened the view of a tight link between psychosocial factors and cardiovascular morbidity
(Verrier and Lown, 1984), (Rozanski et al., 1999) (Sgoifo et al., 2009). These psychosocial variables
appear to be independent risk factors, as important as traditional ones (cholesterol levels, body mass
index and poor physical activity), for the onset and progression of hypertension and arrhythmias
(Hemingway et al.,, 2001). These alterations are linked to exagerated sympathetic stimulation

(Wittstein et al., 2005).

An intrinsic limitation of research on humans lies in the difficulty to control and standardize for the
individual social history preceding laboratory or clinical assessment. In addition, the application of
psychosocial stress stimuli for experimental purposes is obviously limited by ethical concerns and
regulations. Animal studies controlling for social environment and adverse social episodes since
weaning allow for partially overcoming these limitations. Laboratory stress procedures were used in
rodents such as immobilization or electric shock that, although inducing robust physiological
activations and pathophysiological consequences, bore poor biological relevance, being based on
stimuli that are unlikely in the everyday life and evolutionary history of these species (Sgoifo et al.,
2005). On the other hand, disputes for territory control, food resources and sexual partners can be
harsh and frequent and may produce severe physical and psychological damage. In humans, social
stress episodes do not necessarily imply overt aggressive acts but the social competition that
originates from adverse family and work environments is characterized by hostile behaviors that
often represent a serious threat to physiological and psychological well-being (Rozanski, 2005).
Therefore, the use of highly translational, naturalistic stress models such as social conflict has

become more and more widespread in the last years.

In the short term (from few minutes to a few hours) defeat produces elevated plasma levels of
glucocorticoides associated to tachycardia, cardiac arrhythmias and hypertension (Sgoifo et al., 1999)
(Beig et al., 2009). Additionally, in the long term (days and weeks) relevant behavioral, physiological
and neurochemical changes were observed. These include reduced motor and explorative activity,
anxiety, and alterations of aggressive and sexual behavior (Ruis et al.,, 1999) but long-lasting
alterations were scarcely studied. Recently, Carnaveli and collaborators found that an altered
myocardial electrical stability was observed in rats nine days after the last confrontation (Carnevali et
al.,, 2013). Recently, we found that a decrease in the heart rate variability (HRV) suggesting an
exaggerated sympathetic activation, associated to anxiety, was observed 5 days after the last

confrontation (D10) (Sévoz-Couche et al., 2013a). The dorsomedial nucleus of the hypothalamus



(DMH) was involved in this effect (Sévoz-Couche et al., 2013a). Our first aim was to determine
whether DMH-induced sympathetic increase persisted at longer term (D30) in a sub-population of

animals submitted to social stress.

Stimulation of the DMH elicits pressor and tachycardiac responses through activation of sympathetic
premotor neurons in the rostroventrolateral medulla (RVLM) (Wang et al., 2010). Oxidative stress
resulting from an imbalance of production over degradation of the reactive oxygen species,
particularly superoxide anion (Dé ), is associated with hypertension (Peterson et al., 2006). In the
RVLM, overproduction of 0; plays a pivotal role in neural mechanism of hypertension by increasing
sympathetic outflow to the peripheral blood vessels, through the implication of the Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) (Chan et al., 2007) (de Oliveira-Sales et al., 2010). Therefore our second
aim was to determine whether social defeat induces a modulation of the BDNF in the RVLM to elicit

persistent autonomic alteration.

To answer these questions, we analyzed the effects of cardiovascular alterations of pharmacological
blockade of DMH in the NTS by muscimol, a specific GABAA receptor agonist, in anesthetized animals
that had or had not been subjected to social defeat, when the anxiety profile had disappeared (D30).

Time dependant changes in serum and RVLM BDNF levels were also studied.

Methods
Animals

Experiments were carried out in Sprague Dawley male rats (n=95, Centre d’Elevage R. Janvier, Le
Genest-St.- Isle, France), weighing 290-310 g. They were housed in individual cages (length, 45 cm;
width, 25 cm; height, 17 cm) for one week before the beginning of the experiments. Wild Type
Groningen male rats (Rattus norvegicus, WTG strain), originally bred at the University of Groningen
(The Netherlands) under conventionally clean conditions (Sgoifo et al., 1998), weighing 400-500 g,
served as resident rats, in confrontation encounters. The same WTG rats were used for all the
successive series of experiments. All animals were kept under controlled environmental conditions
(22 £ 1°C; 60% relative humidity; 12 h light/dark cycle; food and water ad libitum). Procedures
involving animals and their care were all performed in conformity with the institutional guidelines,

which are in compliance with national and European laws and policies (2010/63/EU).



Experimental overview
The study was organised into two parts (Fig.1).

Study | was a cross sectional study that ended 30 days after the first session of social defeat (D30,
n=53). Body weight gain was analysed throughout the entire procedure, and adrenal gland was
weight after the end of the procedure, at D30. They were tested twice in the elevated plus maze to
assess their anxiety profile: at D9 (five days after the last confrontation, when anxiety behavior might
be observed (Sévoz-Couche et al., 2013a)) and at D29 when anxiety profile is low (Rivat et al., 2010).
The animals were anesthetised on D30 to record ECG and arterial pressure. Animals received
microinjections of muscimol or saline in the DMH while under anesthesia in order to test the role of

DMH neurons and NTS 5HT; receptors.

Study Il (n=42) was a longitudinal study that ended 30 days after the first session of social defeat
(D30). These animals were implanted with telemetric probes for daily recording of their ECG, MAP,
SAP (systolic arterial pressure) and DAS (diastolic arterial pressure) from D-3 to D29. The animals
were anesthetised on D30 to record ECG. Serum BDNF concentrations was analysed before social

defeat, and at D10 and D30. In addition, BDNF level in RVLM was analysed at D30.
General procedures

Social defeat paradigm. Social defeat consisted of four daily conditioning sessions (Fig.1) that
involved the same pairs of residents and intruders(Becker et al., 2001). Briefly, intruders were placed
singly in a protective cage inside the resident home cage, allowing unrestricted visual, auditory, and
olfactory contacts with the resident but precluded close physical contact. Then, the protective cage
was removed with the resident present, allowing physical confrontation (three to four confrontations
of 10 s each, during which the intruding animal was always dominated by the resident rat) with the
intruder (defeated intruders); for non-defeated intruders (controls), the intruder had access to the
entire resident home cage without resident. This chronic stress model is known to induce an anxiety-
like state five days after (D10) (Blugeot et al., 2011; Rivat et al., 2010; Sévoz-Couche et al., 2013b).
This profile disappeares at D15 (Rivat et al., 2010).

ECG recordings and canulations under anesthesia and HRV analysis. ECG recording was performed
30 days after the first session of social defeat (D30, Figl). The rats were anaesthetized with
pentobarbital sodium (Ceva Santé Animale, Libourne, France; 60 mg kg-1, I.P.(Sévoz-Couche et al.,
1998)) and placed in a stereotaxic frame, with the head fixed in the flat skull position. Systemic blood

pressure (BP) and mean BP (MBP) were monitored via a femoral artery catheter.



ECG was recorded using stainless steel pins placed subcutaneously into fore- and hind-paws. These
signals were amplified and filtered (Universal Amplifier; Gould, Courtaboeuf, France). ECG signal was
then relayed to a 1401 interface (1401 Plus; CED, Cambridge, UK) connected to a computer running
Spike 2 (version 6.08) software (CED). Waveform data were imported offline into Spike CED (version
6.0). The RR interval signal was derived from the ECG. Power spectra were calculated using fast
Fourier transformation (size 256, Hanning window (Padley et al., 2005)), giving a final frequency
resolution of 0.04 Hz. They were performed on the time interval between two consecutive beats (RR
interval) derived from the ECG. Low and high frequency (LF and HF, respectively) powers were
calculated within the frequency ranges 0.2— 0.7 Hz and 0.7-2.5 Hz, respectively. The LF-to-HF ratio
(LF/HF) and normalized LF (LFnu= LF/HF+LF), measures of the autonomic “balance” (Friedman et al.,
2007), were determined. An increase in LF-HF ratio and LFnu indicates a rise in sympathetic activity
(Pagani et al., 1986).

The criteria for choosing segments for HRV analysis were stability of the signal and lack of ectopic
beats. HRV was measured from 90-s segments 20 min before and 5 min after pharmacological

blockade of the DMH.

Body weight. Body weights in defeated and non-defeated rats were recorded daily at 9:00 A.M.,,

from 7 days before social defeat to the end of the protocol.

Adrenal gland weight. At the end of the physiological recording, the animals were killed and their
adrenal glands were removed and weighted. Data were expressed relative to body weights (in

mg/100 g body weight).

Elevated plus-maze test (EPM). At D9 and D29 on the same animals, EPM was used to evaluate
anxiety-related behaviour in animals. This test has been described in detail elsewhere(Rivat et al.,
2010). The time spent in the various arms, and the numbers of entries into the open and closed arms
of the plus-maze were recorded with custom-made software. A lower time spent in open arms

and/or a higher time spent in closed arms are considered to be an indicator of an anxiety-like state.

Specific procedure in Study |

Cardiovascular monitoring. On the morning after elevated plus-maze tests (D30, Fig. 1A), animals
were anesthetized with pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Mean blood pressure (MBP) and heart rate
(HR) were monitored via a femoral artery catheter.

Pharmacological blockade of the DMH. Microinjections of either saline or muscimol (Sigma

Chemicals, St Louis, USA; 500 pmol in 0.1 pl of saline) into the DMH were performed at the following



coordinates: P 3.0, L 0.5 and V 8mm from bregma (Netzer et al., 2011). Saline and muscimol were
given in different rats.

Histology. DMH microinjection sites were identified from the tip of the micropipette track in 70 um
thick sections of brain tissue previously fixed in 10% formalin solution and cryoprotected in 20%
sucrose solution for 5 days. Only rats with the injection sites correctly positioned in the DMH were

considered for data analysis.

Specific procedure in Study 2

Radiotelemetric probe implantation. Two weeks before social defeat (D-15), rats were implanted
with radiotelemetric probes (Data Sciences International, St. Paul, MN, USA) to enable recording of
ECG and locomotor activity (Fig 1). The surgery was done in aseptic conditions and under anesthesia
(Isoflurane). The rats were also pretreated with an analgesic (Xylocaine, 5 mg/kg, s.c.), with an anti-
inflammatory (metacam, 1 mg/kg, s.c.) and received antibiotics (Benicillin, 0.3 ml, i.p.) at the end of
the surgery. The probes were implanted in the peritoneal cavity and wires were tunnelled
subcutaneously up the side of the rib cage. The positive lead was attached to the dorsal side of the
xiphoid process and the negative lead was passed down between the right sternomastoid and
sternohyoid muscles down beside the trachea towards the manubrium and the thoracic inlet(Sgoifo

et al.,, 1996).

ECG recordings in conscious rats. Telemetric data were acquired every afternoon (1 to 6 pm) from D-
3 to D29, using Dataquest A.R.T. 3.1 Gold software (Data Sciences). ECG waveform data were
imported offline into Spike CED (version 6.0) where they were analysed to extract HRV as described
above for Study 1. HRV was analysed from 2-min segments of ECG data and averaged across four
segments. These segments were chosen on the basis of the quality and stability of the signal when
the animal was at rest and immobile. The occurrence of arrhythmic events was determined and
quantified off-line based on the Lambeth Conventions for the study of experimental arrhythmias
(Curtis et al., 2013). We determined and quantified the separate occurrence of ventricular ectopic

beats and the total number of tachyarrhythmic events.

ECG was also recorded on the last day (D30), under pentobarbital sodium anesthesia as mentioned

above.

Serum BDNF assay: Blood samples (200 pl) of awake rats were collected at different time-points
(before, D10 and D30 at midday) from the vein of the tail into Eppendorf tubes. After centrifugation,

serum was separated and stored at -20°C until analysis for BDNF. BDNF concentrations were



determined at dilution of 1:25 with a commercial BDNF assay (Promega 16 Corporation), in 96-well

plates (Corning Costar® EIA plate) (Blugeot et al., 2011).

RVLM BDNF:

* Extraction: When the rats were killed (D10 or D30), the brain was rapidly removed. Bilateral RVLM
regions were rapidly dissected and stored at —80°C. At the time of analysis, samples were weighed
and BDNF was extracted as described by Szapacs et al. (Szapacs et al., 2004). Two ml of lysis buffer
(100 mM PIPES, 500 mM NaCl, 0.2% Triton X-100, 0.1% NaN3, 2% BSA, 2 mM EDTA) containing
freshly prepared protease inhibitors (200M MSF, 0.3M aprotinin, 10M leupeptin) was added to each
sample. Samples were then sonicated by pulses of 1 s intervals, for 15 s. An additional 1 ml of lysis
buffer was added and the samples were resonicated. All homogenates were centrifuged at 16,000 x g
for 30 min at 4°C and supernatants were removed and frozen at -20°C until assay.

* Assay: BDNF concentrations were determined at dilution of 1:10 with the commercial

BDNF assay described above.

Statistical analysis

Differences in the behavioural and physiological parameters between D and ND groups were
analyzed with a non parametric Mann-Whitney test. Differences in the behavioural and physiological
parameters between D and two ND subgroups were analysed with a non parametric Kruskal-Wallis
test. Differences in BDNF across time between D and two ND subgroups were analysed with a non
parametric Friedman test. Changes in body weight and LF/HF ratio between defeated and non-
defeated groups across time were analysed with a two way repeated measure ANOVA. Post-hoc
Bonferroni correction was applied after ANOVA when necessary, and results were considered

significant if P<0.05. Analyses were done with Prism 5.04 (Graph Pad Software).



Results

Study I: Behavioral and cardiovascular changes evoked by social defeat at D30 and contribution of

DMH neurons and NTS 5HT3 receptors.

This group was kept until D30, 26 days after the last session of social defeat (Fig 1). At D30, animals

were anesthetized and cardiovascular parameters were recorded.
Cardiovascular and Physiological parameters

HRV: We performed power spectral analysis of HRV (Table 1). The ratio LF/HF was higher in D (n=19)
than in ND (n=34) rats (Fig 2A1). However, a closer look at individual data of the ratio in the D group
suggests that it is made up of two subgroups, one with a ratio similar to the ND group and another
with a higher value. Consequently, using the highest ratio value of the ND group as the dividing line
(0.11), we arbitrarily divided the D group into two subgroups, D, above and Dg below (0.196+0.022,
n=19, and 0.075+0.007, n=15, respectively). There was a significant difference in LF/HF between ND
and DA but not between ND and DB animals (Fig 2A2). All further analyses in Study | were based on

the separation of the D group in D, and Dg animals.

Using this new classification, LF+HF (7.18+0.86 ms2) and HF (5.95+0.74 ms2) were lower, and LF was
higher (1.1£0.15 ms2), in D than in Dg (10.5+1.1, p<0.09.81+1.11 and 0.69+0.08 ms2, respectively,
p<0.05) animals (p<0.05). These values were also significantly different from ND values noted in

Table 1 (p<0.05 each).
HR and MAP:

According to the preceding results in HRV, HR and MBP were also higher in D, than in ND or Dg

animals (Fig 2B).

Heart volume: Interestingly, modifications of cardiovascular parameters in line with an exaggerated
sympathetic activity in D, are associated to a higher total heart volume (2.59+ mg/ g of body weight)
than in ND (2.3940.05 mg/ g of body weight) and Dg (2.32+0.05 mg/ g of body weight) (p<0.05). The
Fulton index (right/(left + septum) ventricular weight) was not statistically different between the

three groups, though it was higher in D, (0.51) than in ND (0.37) and Dg (0.33£0.05).

Thus an increase in sympathetic activity persisted at long term in a sub-group of animals (D,)

subjected to social defeat. To determine whether a difference of stress impact occurred between D,



and Dg rats, and to verify the HHS axis level of activation in both sub-groups of rats, we performed

body weight gain analysis, behavioral test (EPM) and removing of adrenal glands to be weighed.

EPM: This behavioural test was done at D9 and D29 to assess the level of anxiety in the animals. At
D9, D, as Dg rats spent more time in closed arms and less in open arms than ND, and all differences
disappeared at D29 (Fig 3). No difference between D, and Dg was noted. In conclusion anxiety profile

seen at D9 disappeared in both D, and Dg rats at D29.

Adrenal gland weight. Similarly, at D30, compared to ND rats (11.73+0.3 mg/100 mg), D, and Dy rats
had comparable adrenal gland weight (11.9620.31 and 11.55+0.48 mg/100g, respectively).

Body weight. Changes in body weight before, during and after social defeat are shown on Fig 4. There
was no difference in body weight between ND, D, and Dg rats in the days that preceded social defeat
(Fig 4). However, as expected from previous studies (Sévoz-Couche et al., 2013), D, and Dg rats
stopped putting on weight right from the first session of social defeat, while ND rats continued their
normal growth. By the end of social defeat, D, and Dg rats were lighter than ND rats (402+2 and
402+4 vs 4324 g at D5, respectively). Differences persisted until D11. However, there was no

interaction between D, and Dg (p=0.84).

Effect of DMH inhibition on HRV in DA rats

Previous work from our lab has shown that DMH inhibition blockade markedly reduced the long term
cardiovascular effect evoked by social defeat when it is recorded at D10 (Sévoz-Couche et al., 2013b).
We sought to find out if this was also the case at D30 in ND, D, and Dg rats. As shown on Fig 5, an
increase in LF/HF and LFnu associated to a reduction in HF and HFnu was still observed after saline
but not after bilateral muscimol microinjections into the DMH in D, (n=7 and n=7, respectively)

compared to ND (n=6 and n=6, respectively) and Dy (n=6 and n=6, respectively) rats.

Therefore, DMH neurons contribute to long-term cardiovascular changes (increase in
sympathetic activity) induced by social defeat in a sub-group of rats. Next, we tried to find out when

the DB rats recovered and if there was any difference between D, and Dg rats at an earlier stage.

Study II-

Time course of the cardiovascular changes evoked by social defeat.



This experiment was a longitudinal study conducted on 42 rats implanted with radiotelemetric

probes and kept until D30.
HRV

At D30, all animals were anesthetised and LF/HF was extracted from the ECG as in Study 1.
Comparisons of ND (n= 16) and D (n=26) groups revealed a significant difference (p<0.02, Fig 6A).
We then looked retrospectively at the changes in LF/HF extracted from the daily telemetric recording
of ECG in the ND and D rats over the preceding 30 days. A repeated measure ANOVA over the entire
(from D-3 to D29) confirmed a significant time and defeat effect (p<0.05) (Fig 6B). Both groups of
rats had the same average LF/HF before social defeat on D-3 (ND: 0.094 * 0.009, D: 0.093 * 0.009).
Bonferroni posthoc analysis revealed that the social defeat procedure induced an increase in LF/HF D

compared to ND animals at D2 (p<0.05) and D10 (p<0.05).

As can be seen on Fig 6A, the distribution of LF/HF in the D group at D30 was wide and very similar to
that of the Study 1. Consequently, the D group was divided into D, and Dg subgroups according to a
dividing line which was the highest LF/HF of the ND group (0.11) (Fig 6C). Comparison of these three
groups revealed a significant group effect (p<0.0001), with a significantly higher LF/HF in D,
compared to ND (p<0.0001) and Dg (p<0.0001) animals. We then looked retrospectively at the
changes in LF/HF extracted from the daily telemetric recording of ECG in the ND, D, and Dg rats over
the preceding 30 days. The area under the response time curve above baseline (AUC) of LF/HF was
higher in D, than in ND and Dg rats (Fig 6D). A repeated measure ANOVA over the entire 30 days
confirmed a significant time and defeat effect (p<0.001) (Fig 6E). D, and Dg rats had the same
average LF/HF before social defeat on D-3 (Da: 0.108 + 0.007 and Dg: 0.076 + 0.006). Bonferroni
posthoc analysis revealed that the social defeat procedure induced an increase in LF/HF in both
groups of defeated animals compared to ND at D2 (p<0.01 for both), but at D4, LF/HF in D, was
significantly higher than ND (p<0.001) and Dg (p<0.05). Higher LF/HF in D, lasted until D15 compare
to ND (p<0.001), and D29 compare to Dg rats (p<0.05).

Telemetric recordings allowed also to obtain continuous HR, MAP, SAP and DAP.

HR- A repeated measure ANOVA over the entire 30 days showed a significant group effect in HR
(p<0.001). The three groups of rats had the same average HR before social defeat on D-3 (ND: 335 +
5, DA: 341 + 3 and DB: 336 + 3 bpm, respectively). Bonferroni posthoc analysis revealed that the

social defeat performed induced an increase in HR at D4 compared to ND in D, only (p<0.01) (Fig 7).

MAP- A repeated measure ANOVA over the entire 30 days showed a significant group effect in HR

(p<0.001) (Fig 8A). The three groups of rats had the same average MAP before social defeat on D-3



(ND: 95 % 4, Da: 99 + 4 and Dg: 9616). Bonferroni posthoc analysis revealed that the social defeat
procedure induced an increase in MAP in both groups of defeated animals compared to ND at D4

(p<0.001 for D, and p<0.01 for Dg). Higher MAP lasted until D9 in D, compare to ND (p<0.001).

SAP- A repeated measure ANOVA over the entire 30 days showed a significant group effect in HR
(p<0.0001) (Fig 8B). The three groups of rats had the same average SAP before social defeat on D-3
(ND: 112 + 4, Da: 113 = 4 and Dg: 113+3). Bonferroni posthoc analysis revealed that the social defeat
procedure induced an increase in SAP compared to ND from D2 to D4 in Dy (p<0.01) and at D4 in D,
(p<0.001). Only SAP in D, was higher at D29 than D-3 (p<0.01).

DAP- A repeated measure ANOVA over the entire 30 days showed a significant group effect in HR
(p<0.001) (Fig 8C). The three groups of rats had the same average DAP before social defeat on D-3
(ND: 81 * 3, Da: 84 + 4 and Dg: 8143). Bonferroni posthoc analysis revealed that the social defeat
procedure induced an increase in SAP compared to ND from D2 to D4 in Dy (p<0.01) and at D4 in D,
(p<0.001).

Telemetric recordings allowed also to obtain continuous quantification of arrhythmic events. We
took into account only ventricular event, with compensatory phasis (Fig 9A). A group and interaction
effect was found (p<0.001) (Fig 9B). Ventricular events increased at D4 in both DA and Dj rats

compared to ND animals (p<0.05), but this tendency persisted only in D, until D29 (p<0.01) .

Therefore, long-term exaggerated sympathetic activity was seen in D, compared to ND and Djg rats.
As modified serum BDNF levels after social defeat were predictive of a vulnerable sub-population of
rats (Blugeot et al., 2011), and RVLM BDNF changes were seen in a chronic model of hypertension

(Chan et al., 2010), we analysed both in ND, D, and Dg rats.

Serum and RVLM BDNF changes evoked by social defeat.

BDNF levels were analyzed in ND, D, and Dg rats of study Il before the social defeat procedure, and at
D10 and D30 (Fig 10A). BDNF levels were similar in the three groups before social defeat (p=0.65).
However, serum BDNF was lower in both D, and Dg than ND rats, and this difference persisted at D30

in DA rats only. RVLM BDNF levels were also analyzed in ND, D, and Dg rats at D30. Comparisons of



the three groups showed a significant difference in the three groups (p=0.0030) (Fig 10B). BDNF level
was higher in D, than ND rats (p<0.01).

Discussion

Our model of social defeat induced a long lasting sympathetic hyperactivity that could be detected in
approximately half of the defeated animals. Importantly, this change was due to an increased activity

of the DMH.

Only a few studies have evaluated the cardiovascular modifications induced by social defeat (Sgoifo
et al., 2002; Beig et al., 2009). These studies being performed during, or just after application of the
stressor (Grippo et al., 2008; Porter et al., 2004), they evaluated the stress effect rather than the

effect of an anxiety state.
Long-lasting cardiovascular changes induced by social stress

Previous work from our laboratory has shown that 4 consecutive days of social defeat induces an
anxiety-like state that can be detected 5 days after the last session of defeat (D10) (Blugeot et al.,
2011; Rivat et al., 2010; Sévoz-Couche et al., 2013b). This anxiety-like state persists at least until D15
(Rivat et al., 2010) but has disappeared at D30 (Blugeot et al., 2011). Recently, we found that HRV
derived from ECG recordings using a fast Fourier transformation (Padley et al., 2005) was reduced at
D10 in defeated (D) rats (Sévoz-Couche et al., 2013). Low and high frequency (LF and HF,
respectively) powers were calculated in this study. The LF-to-HF ratio (LF/HF) and normalized LF
(LFnu= LF/HF+LF), measures of the autonomic “balance” (Friedman et al., 2007), were determined in
the study by Sévoz-Couche et al., and a profound rise in both parameters was found at D10 (Sévoz-
Couche et al., 2013). An increase in LF/HF ratio and LFnu indicates a rise in sympathetic activity
(Pagani et al., 1986). Importantly, this change was linked to the anxiety-like state because it was
prevented by anxiolytic treatment from D5 to D10 (Sévoz-Couche et al., 2013). However, present
data evidenced that exaggerated sympathetic activity was still observed at D30 in a sub-population
of anesthetized D animals even though the anxiety-like state was gone at that stage. Subdivision was
arbitrarily with a dividing line as the highest LF/HF ratio in non defeated (ND) rats (0.11). This
corresponded to a value of 2 SD (standard deviation) as meantSD of LF/HF ratio in ND rats was
0.07+0.02. Thus we applied subdivision of D rats in D, (with LF/HF ratio value above the dividing line)
and Dg (with LF/HF ratio value above the dividing line). Interestingly, when this subdivision was taken
into account, the LF/HF ratio was higher in D, than ND rats, and this parameter was comparable

between Dg and ND rats. Similar result was found for LFnu. This effect was associated to an increase



in HR and MAP, and heart volume, in D, compared to ND and D rats. Therefore, a long-lasting rise in
sympathetic activity persisted in D, rats only. Physical chronic stress impact was not different
between D, and Dg rats. First, there was no difference in weight lost during the social defeat between
these groups. Second, EMP was applied in same rats at two different terms of the entire procedure,
at D10 and D30. D, as Dg rats spent less time in the open arm of the EPM and more time in the closed
at D10 compared to ND, but not at D30, indicating an anxiety-like state at D10 but not at D30.
Similarly, the adrenal glands of D, and Dg animals were similar compared to ND rats. Therefore long-

lasting sympathetic hyperactivity couldn’t be linked to persistent sign of anxiety or stress.

Retrospective examination of the changes in LF/HF ratio in the longitudinal study of Study 2
(telemetry) revealed a time interaction between D and ND animals, with persistent changes until
D10. However, group effect was significant when subdivision between D, and Dg animals was done.
Both AUC and repeated two-way analyses showed that while ND, D, and Dg rats started with similar
LF/HF ratio before social defeat, this ratio was high in Dg compared to ND rats only at D2 and started
to recover as early as D4 (though EPM showed that DB rats exhibited an anxiety-like profile at D10),
while long-lasting persistent modifications were observed in D, animals. It may be a sign that D,
animals were either more sensitive or had experienced a more intense social defeat or were less
resilient. Additional conclusion is that anxiety profile in DB rats is not associated with increase in

LF/HF ratio.

This impact on LF/HF in defeated animals was associated to time-dependent modifications in HR and
MAP. MAP was increased in both D, and Dg during social defeat compared to MAP in ND rats, due to
an increase in both SAP and DAP. However this effect persisted until D10 in D, only, especially due to
increase in DAP (pulse pressure was reduced at D10 even no significantly, data not shown).
Comparisons between D-3 and D29 showed that SAP was higher in D, rats only. HR was increased in
the same manner in both D, and Dg during social defeat and started to recover as soon as stress
procedure ended, showing that compensatory regulation may be seen in conscious compared to
anesthetized rats. In addition, this subdivision evidences also the occurrence of ventricular
arrhythmias in both D, and Dg during the social defeat, that persisted only in D, until D30. This result,
along with the long-lasting cardiac hypertrophy in D, only, bring new information of a study from
Carnavali et al (Carnevali et al., 2014), which concluding that high levels of anxiety-related behavior
in rats are associated with signs of increased arrhythmia susceptibility, and cardiac hypertrophy.
Indeed, our data showed that even when anxiety was gone, these cardiac alterations, susceptible to

leading to death, can still be observed in a subpopulation of individuals.



Therefore, a long-lasting rise in sympathetic activity persisted in D, rats only, inducing anatomical
and pathological cardiac alterations, while physical (adrenal gland weight) and behavioural (results in

EPM) chronic stress impact was not different between D, and Dy rats.

Implication of the DMH and RVLM in the sympathetic alterations induced by social defeat

We know from previous work that a neuronal pathway involving the DMH plays a key role in
autonomic alteration evoked by social defeat at D10 (Sévoz-Couche et al., 2013b). To find out if the
DMH was also involved in the sympathetic increase evoked by social defeat in D4 rats, we blocked the
DMH with bilateral microinjections of muscimol in anesthetized animals, we found that muscimol
(but not saline) reversed the increase in LF/HF ratio and LFnu (and the decrease in HF, modulated by
vagal activity) in D, rats, so values were comparable to ND and Dj; rats. This suggests that even if the
anxiety-like state was gone, DMH remained activated in a sub-population of defeated rats to
modulate the sympathovagal balance. Electrical stimulation of the DMH elicits a defense response,
including vasodilation in the skeletal muscles and vasoconstriction in the viscera (Wang et al., 2010).
Consequently, DMH activation is associated to increase in HR and MAP (Sévoz-Couche et al., 2013).
Direct projections from the DMH to RVLM were evidenced (Dampney et al., 2002) (Horiuchi et al.,
2004), and sympathetic responses to DMH activation was reduced by prior blockade of the RVLM
(Fontes et al., 2001). Therefore there is a strong possibility that pressor RVLM sites are activated

during social defeat to produce sympathetic increase.

Apart from its well-characterized actions as a trophic factor, accumulating evidence suggests that
BDNF exhibits “nontrophic” neuroprotective actions. Serum and hippocampal BDNF are reduced in
mood disorders (Kreinin et al., 2015) (Sahin et al., 2015). Identification of serum BDNF as a predictive
biomarker (linked to oxidative stress) of the vulnerability state to depression, allowed the
identification of high-risk individuals to develop depression (Blugeot et al., 2011). Taking into account
these data, we first analyzed serum BDNF before, at D10 and D30 in the three groups of rats used in
telemetric recordings. We found, as expected, a decrease in blood BDNF levels in D, and Dg rats at
D10, compared to ND animals. In the short term, immediately after a chronic stress event, low BDNF
levels appear more likely to act as a compensatory response, protecting against deleterious chronic
stress-related events, rather than as a maladaptive response (Conrad, 2006). However, at D30, BDNF
remained lower in D, but recovered in Dg, showing that D, rats may be at higher risk to develop

mood disorders when confronted to supplemental stress.



In addition, it was shown that oxidative stress with overproduction of superoxide anion in RVLM is
involved in neural mechanisms of hypertension (Zimmerman and Davisson, 2004) (de Oliveira-Sales
et al., 2010) (Dugaich et al., 2011). This pathway may involve BDNF. Indeed, injection of BDNF in the
RVLM increases MAP (Wang and Zhou, 2002), and transcriptional upregulation of BDNF in RVLM by
oxidative stress (as a protective effect) was shown in an experimental model of renal hypertension
(Chan et al.,, 2010). Emotional stress induces oxidative stress in the RVLM et the origin of
hypertension, and an antioxidant treatment with tempol prevented this increase in sympathetic
activity (Mayorov et al., 2004). Therefore we suggested that BDNF levels may be increased in RVLM
after social defeat, as a protective effect against oxidative stress. At D10 (personal data) as D30
(present data), RVLM BDNF levels were increased in D, but not Dy rats. This result confort HRV and
cardiac results indicating that increases in sympathetic activity inducing cardiac alterations was
present only in D, rats after D5, and implies new information about BDNF as a new marker of cardiac

vulnerability.

It is possible that this increase in BDNF in RVLM induced by social stress involves primarily
angiotensin Il and specific receptors AT1. Indeed, oxidative stress induced in hypertensive models in
RVLM are linked to angiotensin Il and upregulation of AT1 receptors (de Oliveira-Sales et al., 2010)
(Campos et al., 2015). In line with these results, we found that losartan, a specific antagonist of AT1
receptors, in the RVLM, blocked the pressive response to DMH stimulation and that osmotic
administration of this compound attenuated LF/HF ratio and MAP increase in defeated rats (personal

data).
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Figure 1: Protocol of social defeat
The experimental procedure consisted of four daily conditioning sessions (D1-D4) involving the same
pairs of residents and intruders. There were two main studies during which HRV parameters were
extracted from ECG.
In Study |, they were extracted under anaesthesia at D30 with microinjections in the DMH. The
elevated plus maze (EPM) test was performed at D9 and D29.
In Study Il LF/HF ratio, was extracted daily in conscious rats implanted with radio-telemetric probes,
and finally under anesthetisia at D30. Serum BDNF were taken three times on same animals, at D-3,
D10 and D30. BDNF was also analysed in RVLM at D30.
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Figure 2: Long-term consequences of the social defeat protocol for heart rate variability (HRV) in
anesthetized non-defeated and defeated rats (Study I)
A1l- Analysis of the power spectra of RR intervals showed a higher LF/HF ratio value in defeated (D)
than non-defeated (ND) rats. Data plots of all animals, lines are the means, ***p<0.001 versus ND.
A2- D rats could be arbitrarily separated using the highest LF/HF ratio of the ND group as the dividing
line (0.11). Consequently, two subgroups were obtained, DA (LF/HF above 0.11) and DB (LF/HF below



0.11). Ratio in DB was similar to ND rats, while that in DA was higher compared to ND and DB
animals. Data plots of all animals, lines are the means, ***p<0.001 versus ND, ###p<0.001 versus

DB.

B- In the same manner, heart rate (HR) and mean arterial pressure (MAP) were higher in DA than ND
and DB rats. Box-Whisker graphs with min and max values, lines are the medians. *p<0.05 versus ND,

#p<0.05 versus DB.
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Figure 3: Evaluation of the anxious profile in ND, D, and Dj; rats in the elevated plus maze test at D9

and D29 (Study I)

At D9, D, and Dg rats spent more time in closed arms and less time in open arms than ND animals.
However, no difference was seen between the groups in either arms at D29. Box-Whisker graphs
with min and max values, lines are the medians. *p<0.05 and **<0.01 versus ND.
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Figure 4: Long-term effects (D30) of social defeat on Body weight in ND, D, and Dg rats (Study I)
Body weights of D, and Dg animals were lower than those of ND rats during the first days of
conditioning sessions and at least until D10. However, at D30, these differences disappeared. Each
point is the mean+SEM of data obtained in ND, D, and Dg rats.
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Figure 5: Effect of blockade of DMH on HRV parameters at D30 in ND, D, and Dy anesthetized rats
(Study 1)

The increase in LF, LF/HF and LFnu in D, compared to ND and Djg rats persisted after microinjections
of saline but not muscimol into the DMH. Values are the mean+SEM. *p<0.05 and **<0.01 versus
ND, ##p<0.05 versus Dg.
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Figure 6: Long-term effects of social defeat on LF/HF in anesthetized and non-anesthetized non-
defeated and defeated rats implanted with telemetric probes (Study Il)

A- Analysis of the power spectra of RR intervals showed a higher LF/HF ratio value in defeated (D)
than non-defeated (ND) rats. Data plots of all animals, lines are the means , *p<0.05 versus ND.
B- Daily evolution of LF/HF ratio in ND and D rats, showing a group effect. Values are the meantSEM.
C- D rats could be arbitrarily separated using the highest LF/HF ratio of the ND group as the dividing
line (0.11). Consequently, two subgroups were obtained, D, (LF/HF above 0.11) and DB (LF/HF below
0.11). Ratio in Dg was similar to ND rats, while that in D, was higher compared to ND and Dg animals.
Data plots of all animals, lines are the means, ***p<0.001 versus ND, ###p<0.001 versus Dg.
D- From the daily evolution of LF/HF ratio in these three groups, the area under the curve (AUC) was
calculated. A low AUC was observed only in D, rats compared to ND and DB. Values are the
meanzSEM. ***p<0.001 vs ND, ## p<0.01 vs Ds.
E- Daily evolution of LF/HF ratio in ND, D, and Dg rats, showing a group effect. Values are the
meantSEM.
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Figure 7: Long-term effects of social defeat on heart rate in ND, D, and Dg implanted with
telemetric probes (Study Il)
Daily evolution of heart rate (HR) in ND, D, and Dg rats, showing a group effect. Values are the
meanzSEM.
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Figure 8: Long-term effects of social defeat on arterial pressure in ND, D, and Dg rats implanted
with telemetric probes (Study 1)
Daily evolution of mean arterial pressure (MAP, A), systolic arterial pressure (SAP, B) and diastolic
arterial pressure (DAP, C) in ND, D, and Dg rats, showing group effects. Values are the mean+SEM.
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Figure 9: Long-term effects of social defeat on heart rhythm
A- Representative examples of an ECG trace belonging to a D, rat. Arrow : isolated ventricular ectopic
beats.
B- Daily quantification of arrhythmic events (ventricular ectopic beats), showing group and
interaction effects. Values are the meanzSEM.
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Figure 10: Serum and RVLM BDNF changes induced by social defeat in ND, D, and D; rats implanted
with telemetric probes (Study 1)

A- Serum BDNF levels before (D-3), and after (D10 and D30) the social defeat procedure. BDND

values were similar between groups at D-3. However, BDNF decreased in D, and Dg rats at D10, and

recovered only in Dg rats at D30. Values are the mean+SEM. **p<0.01 vs ND, # p<0.01 vs DB.

B- BDNF in RVLM was higher in D, than ND and Dg rats at D30. Box-Whisker graphs with min and max

values, lines are the medians. *p<0.05 vs ND.



Table 1 : The frequency domain features of HRV

ND D p
LF (ms2) 0.69+0.13 0.94+0.11 0.03
HF (ms2) 7.7+0.3 8.0£0.8 0.62
LF/HF 0.07910.006 0.151+0.018 <0.001
LF+HF 9.2+1.5 8.410.7 0.60
LFnu 8.41+0.84 12.53+1.21 0.009
HFnu 91.59+0.84 87.47+1.21 0.009

LF power of low-frequency band, HF power of high-frequency band, LFnu normalized LF power, HF

nu normalized HF power
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Résultats complémentaires
Cette section présente des données s'inscrivant dans la problématique présentée dans 1’étude I

mais non incluses dans les publications.

1°) Différenciation des sous-populations D, et Dg 2 D10 chez le rat anesthésié

Les données collectées en télémétrie et présentées au sein de 1’Article n°2 ont révélé des
différences au sein des divers parameétres cardiovasculaires mesurés chez les rats stressés. En
effet, deux sous-populations ont pu étre identifiées a long terme apres la défaite sociale (D30)
et I’analyse rétrograde de ces parameétres a mis en évidence une différence déja présente a
court terme a D10. Or, dans ’article n°1, les données des rats stressés sous anesthésie n’ont
pas été séparées puisque la différence est plus évidente a D30 qu’a D10. Cependant, en
reprenant les données cardiovasculaires de cet Article et en complétant avec des rats
supplémentaires afin d’optimiser les effectifs de chaque sous-groupe D, et Dg, nous avons pu
catégoriser ces deux sous-groupes avec des différences significatives sur chaque parametre
mesuré : FC, PA, LFnu, HFnu et LH/HF. Ce dernier parametre, tout comme a D30, est celui
qui a servi a catégoriser les deux sous-populations chez les stressés. Ces résultats sont

présentés dans les graphiques ci-dessous.
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Figure 22 : Différenciation des deux sous-populations des rats stressés sur la base de la
VFC (A) obtenues sous anesthésié S jours apres la fin de la défaite sociale (D10), et
montrant une différence au niveau de la fréquence cardiaque (B) et de la pression

##p<0.01, **%p<0.001

artérielle (C)
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Nous avons pu mettre en évidence qu’effectivement, deux sous-populations pouvaient étre
observées des D10, dont une qui présente des paramétres cardiovasculaires modifiés (et

correspondant donc au groupe D,) et I’autre non (groupe Dg).

A la suite de cette différenciation entre Da et Dg, nous avons regardé le profil de type anxieux
au sein de ces deux sous-populations de rats stressés a D10. Comme le montre la Figure 23,
aucune différence n’est observable entre les rats Dy et Dg, qui présentent tous les deux un
phénotype de type anxieux. En effet, au sein des deux sous-groupes, le poids des glandes
surrénales est augmenté dans les deux groupes de rats, et les rats Dy et Dg passent moins de
temps dans les bras ouvert du test de I’Elevated Plus Maze par rapport aux rats contrdles. Par
conséquent, méme si tous les rats stressés présentent un phénotype de type anxieux, seuls

certains d’entre deux présentent des parameétres cardiovasculaires perturbés.
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Figure 23 : Evaluation du phénotype de type anxieux a D10

2°) Sensibilité du baroréflexe a D30 et implication du DMH et des récepteurs 5-HT; du
NTS

L’activation des récepteurs 5-HT; du NTS, aprés microinjection d’un agoniste spécifique tel
que la m-chlorophenylbiguanide, ou a la suite d’un stress aigu qui implique la stimulation du
DMH, induit I’inhibition du baroréflexe cardiaque. Or nous avons montré dans 1’Article n°1
que D’inhibition du baroréflexe cardio-vagal résultait aussi de [’activation de ce circuit
neuronal apres un stress chronique (D10). L’implication de ce circuit a D30 est présentée dans
ces résultats complémentaires. Ainsi, nous avons mesuré dans un premier temps la sensibilité

du baroréflexe chez les rats stressés et anesthésiés, ainsi que 1’implication des récepteurs 5-
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HT; du NTS et du DMH par microinjection respectivement de granisetron et de muscimol.
Les résultats présentés ci-dessous montrent des résultats semblables a ce qui était observeé
dans I’Article n°1. En effet, 4 D30, on observe bien une inhibition du baroréflexe cardio-vagal
obtenu par 1’administration de phényléphrine, chez une partie des rats stressés classés dans la
catégorie Da. Les rats Dy ont été préalablement différenciés des autres rats stressés (Dp) sur la
base du rapport LF/HF. Ainsi, les rats Da présentent une hyperactivité sympathique
persistante (LF/HF ¢élevé, voir données dans 1’Article n°2) associée a une inhibition de la
composante cardio-vagale du baroréflexe (Figure 24A, BRR, ND= 0,51+0,04; Dx
=0,27+0,03; Dg = 0,59+0,09; p<0.01). Les microinjections de muscimol dans le DMH et de

granisetron dans le NTS ont réversé cette inhibition (Figure 24B et C).
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Figure 24 : Inhibition a long terme (D30) du baroréflexe (A) et effet des microinjections
de muscimol dans le DMH (B) ou de granisetron dans le NTS (C)

Egalement, le blocage des récepteurs 5-HT; du NTS par microinjection de granisetron

prévient la baisse du tonus parasympathique (les paramétres HF et HFnu diminués apres
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injection de solution physiologique dans le NTS remontent apres granisetron, Figure 25) mais
pas I’hyperactivité sympathique puisque le rapport LF/HF reste ¢élevé (Figure 25 ).

Les mécanismes centraux a 1’origine des perturbations cardiovasculaires sont donc semblables

a D10 et a D30 chez les rats Dg.
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Figure 25 : Effet des microinjections de granisetron dans le NTS sur la VFC
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3°) Localisation des microinjections centrales

La localisation des microinjections effectuées dans le DMH et le NTS ont été vérifiés par
histologie (Voir Matériel et méthodes, VI)). Un exemple est présenté dans la figure ci-
dessous. Seules les données des rats dont les microinjections sont localisées dans les

structures d’intéréts ont été sélectionnées.

A Muscimol (SmM) B

Granisetron {(250pmol)

Figure 26 : coupes histologiques montrant la localisation des microinjections réalisées

(A) dans le DMH et (B) dans le NTS

(A) coupe a -3.0 mm en arriére de Bregma. (B) : coupe a -14.4 en arriére de Bregma

DMHd : partie dorsale du DMH Cu : Noyau Cuneate

DMHc : partie caudale du DMH Gr : Noyau Gracilis

DMHYy : partie ventrale du DMH Sol : Faisceau du noyau solitaire
VMH : noyau ventromédian de I’hypothalamus 10 : noyau moteur du nerf vague
f: fornix

mt : tractus mamillothalamique

4°) Dosage du BDNF protéique dans le NTS et la RVL chez le rat

Dans une étude de notre 1% laboratoire, I’expression du BNDF est modifié dans une
population de rats vulnérables a la dépression suite au stress social (Blugeot et al. 2011). Au
sein de I’Article n°2, nous avons montré que le BDNF ¢était effectivement diminué de fagon
persistante chez les rats Dj, par rapport aux rats Dg. De plus, nous avons montré une
augmentation significative du BDNF dans la RVL a D30 chez les rats D4 Figure 27B). Le
BDNF a ¢également été dosé par méthode ELISA a D10 dans cette structure et on s’apercoit
que I’augmentation est déja significative a ce stade post-stress par rapport aux rats controles
ND (Figure 27B ; ND=0,45+0,06 vs Ds=1,22+0,16 pg/mg, p<0.05). Les deux sous-groupes

de rats stressés Da et Dp ne sont pas significativement différents mais une tendance nette a
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I’augmentation chez les rats Dy par rapport aux rats Dg apparait (Dp=0,68+0,12 vs
Da=1,224+0,16 pg/mg, p=0,07). Dans le NTS, les résultats présentés ci-dessous (Figure 27A)
montrent également une augmentation uniquement chez les rats Dy et uniquement a long
terme (D30, ND=1,11£0,17 vs Dx=2,02+0,33 pg/mg, p<0.05; Dp=1,06£0,15 vs
Da=1,22+0,16 pg/mg, p<0.05).
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Figure 27 : Taux de BDNF protéique normalisé par rapport au poids du tissu prélevé
dans le NTS a différents stades post-stress (D10 et D30)

* p<0.05 ND vs Dy $ p<0.05 D, vs D

Le stress social est donc associ¢ a une augmentation de 1’expression de BDNF dans la RVL,

mais aussi dans le NTS.

5°) Etude des paramétres cardiovasculaires et de ’expression de ’ARNm de certaines

protéines d’intérét chez la souris ayant un phénotype de type dépressif

A la suite des observations obtenues chez le rat présentant un phénotype de type anxieux,
nous avons reproduit I’analyse des parametres cardiovasculaires chez la souris mais cette fois
a partir d’un modele induisant un phénotype de type dépressif (Voir protocole Figure 28). Les
souris stressés C57BL/6J ont subi un protocole de défaite sociale basé également sur
I’anticipation, mais qui a duré 10 jours. Le lendemain du 10°™ et dernier jour de
confrontation, deux tests comportementaux ont été¢ appliqués : I’Open Field et I’interaction
sociale. Au lendemain des tests comportementaux, I’ECG a été enregistré chez les souris
stressés et témoins anesthésiées, afin d’y extraire la FC et la VFC. Sur un autre pool de souris

ayant subi la défaite sociale, le NTS, le DMH et la RVL ont été prélevés afin d’y d’évaluer
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I’expression de certains ARNm d’intérét. Enfin, a la fin du protocole, les glandes surrénales

ont été prélevées, dégraissées et pesées afin d’évaluer 1’activité de I’axe HHS.

ECG sous anesthésie

/ prélevements du

4 Fai i OP + SA
Defaite sociale J' NTS, DMH et RVL

D, D10 D11 Dy,
Figure 28: Protocole de défaite sociale chez la souris

Le test d’interaction sociale a permis de catégoriser les souris stressées présentant un

phénotype de type dépressif, dites sensibles au stress et appelées Ds, et les souris stressées ne

présentant pas de phénotype de type dépressif, dites résistantes au stress et appelées Dr. Nous
avons constat¢ que D’effet du stress est présent chez ces deux populations malgré un
phénotype différent. En effet, le poids des glandes surrénales est élevé aussi bien chez les Dg

que chez les D (Figure 29; ND=5,69+0,33 ; Ds=8,79+1,36 ; Dg=10,06%1,62 ; p<0,05).

1) Paramétres cardiovasculaires : A partir de 1a, nous avons regardé¢ les parametres

cardiovasculaires et on a pu observer que les souris Dg présentent un ratio LF/HF plus ¢élevé
que dans la population Dr (ND=0,15+0,03 ; Ds=0,41£0,16 ; Dg=0,23+0,06), ainsi qu’une
diminution du rMSSD (ND=4,65+0,69 ; Ds=3,06+0,55 ; Dr=5,49+1,09) et du SDNN
(ND=3,07%0,46 ; Ds=2,07+0,33 ; Dr=3,57+0,58). Le baroréflexe spontané semble également
étre inhibé (ND=2,69+0,87 ; Ds=1,26+0,16 ; Dg=5.24+1,91 bpm/mmHg) (Figure 29).
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Figure 29 : Catégorisation des souris sensibles Dg et résistantes Dr au stress a partir du
test d’interaction sociale et analyse des parametres cardiovasculaires chez ces deux
populations

Cependant, ces différences, qui vont dans le mémes sens que les données collectées dans les
¢tudes portant sur le rat, ne sont pas significatives, ’augmentation des effectifs est donc
indispensable. De méme, aucune modification au niveau de la PA et de la FC n’a été
constatée chez ces souris, sans doute a cause du petit effectif observé. Il serait intéressant de
voir a plus long terme apres la fin de la défaite sociale, sachant que dans ce modele le
phénotype de type dépressif perdure jusqu’a 4 semaines, si les différences entre Dg et Dy sont

plus marquées, et si le DMH et le NTS sont impliqués dans ces effets.

11) Expression des ARNm du BDNF et des récepteurs 5-HTs : En parallele, sur un autre pool
de souris, le niveau d’expression d’ARNm d’intérét a été mesuré par qRT-PCR. Dans le NTS,
le taux de BDNF est augmenté notamment concernant I’exon 6 ainsi que I’ARNm codant
pour les récepteurs sérotoninergiques de type 3A (Figure 30). Cette augmentation n’est
significative que chez les souris Dg laissant supposer un role dans le phénotype de type
dépressif ainsi que dans la modification des paramétres cardiovasculaires, notamment au

niveau de I’inhibition du baroréflexe puisque le NTS y joue un role clé.
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Figure 30: Dosage des ARNm par qRT-PCR dans le NTS. Evaluation du taux
d’expression des ARNm du BDNF total (BDNF 9), du BDNF 6 et des récepteurs 5-HT;,

6°) Effet du ’implication des récepteurs AT chez le rat

Le losartan est un antagoniste spécifique des récepteurs AT, bloquant ainsi la plus grande
partie des effets de ’angiotensine II puisque ces récepteurs sont responsables des effets
majeurs de cette substance. Comme 1’angiotensine II joue un réle dans I’hypertension induite
expérimentalement chez le rat et que le taux de BDNF dans la RVL s’en trouve augmenté
(Chan et al. 2010), nous avons testé dans notre modele I’effet du losartan, pour en observer
I’effet sur I’hyperactivit¢é sympathique développée chez les animaux stressés. Une série
d’animaux a regu un traitement chronique de losartan (par infusion osmotique) entre le 1¢
jour suivant la défaite sociale (D5) et D19 (Voir protocole ci-dessous Figure 31). Le protocole
était semblable a celui de 1’Article n°2 cohorte 2 puisque les rats ont été préalablement
implantés avec un capteur de télémétrie. Nous avons arrété le protocole avant la procédure
habituelle, car les pompes ne diffusent leur produit que pendant 15 jours seulement. A D19,
les rats ont donc été anesthésiés et les paramétres cardiovasculaires ont été analysés (FC, PA

et VFC).
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Figure 31: Protocole d’analyse des paramétres cardiovasculaires en télémétrie et sous
anesthésie avec le traitement au losartan

Il est a noter que cette série comportait un petit effectif d’animaux seulement, ND : n=4, et D :

n=4).

Nous n’avons pu classer les rats stressés en sous-groupes Da ou Dg car le ratio LF/HF a D19,
enregistrés apres anesthésie, était bas chez tous les animaux et nous les avons donc regroupés
sous le terme D. Aucune différence entre rats stressés (D) et rats controles (ND) n’a été
trouvée a la suite de ce traitement chronique au losartan sur le ratio LF/HF, la PA et le

baroréflexe (BRR) (Figure 32).
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Figure 32: Effet du traitement au losartan sur le ratio LF/HF, la pression artérielle
moyenne et le baroréflexe pharmacologique (BRR) mesuré sous anesthésie a D19
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L’analyse télémétrique du ratio LF/HF aprés losartan a montré que ce parameétre était bien
augmenté de D2 a D4 (pendant la défaite sociale) chez 1’ensemble des rats stressés (rats D)
(Figure 33A). Mais des DS, le ratio LF/HF chez les rats D a diminué fortement pour se
rapprocher des lors des rats témoins. L’analyse post-hoc Bonferroni montre qu’il n’y a pas de
différence entre rats ND et D de D5 a D19.

Nous n’avons pu réaliser cette expérience avec de la solution physiologique. Pour comparer
ce résultat avec des rats « contrdles », nous avons regroupé les rats Da et Dy des données de
I’ Article 2 (Cohorte 2) en rats D. Chez ces animaux, si les rats D avaient un ratio LF/HF élevé
par rapport aux rats ND entre D2 et D5, cette différence perdurait notamment jusqu’a D10

(Figure 33B, ND=0,09+0,01 vs D=0,120,01 ; p<0.05).
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Figure 33: Effet du traitement au losartan sur le ratio LF/HF mesuré en télémétrie
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Les mémes observations ont été constatées sur la PA moyenne ou 1’on a une augmentation

forte au moment de la défaite sociale (DS) sur les deux cohortes (avec traitement au losartan

(Figure 34A) et sans traitement (Figure 34B), mais aucune différence n’est observable apres

D9 dans la cohorte avec losartan (ND=97+5 vs D=105+2), alors que I’on constate bien une

PA moyenne toujours significativement élevée a D9 (ND=93+1 vs D=99+1 ; p<0.05) dans la

cohorte sans traitement.
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Figure 34: Effet du traitement au losartan sur la pression artérielle moyenne mesurée en

télémétrie
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Ainsi, nous pouvons émettre ’hypotheése au vu de ces résultats préliminaires de 1’implication
de I’angiotensine II dans le déséquilibre du SNA en faveur d’une hyperactivité sympathique,
dont I’origine est probablement ’activation chronique du DMH. Ceci est a rapprocher d’un
autre résultat que nous avons obtenu. En effet, sur des rats anesthésiés n’ayant subi aucun
stress, nous avons réalisé des études pharmacologiques afin d’étudier plus précisément le role
du losartan au niveau de la RVL. En mimant un stress aigu par 1’activation pharmacologique
du DMH (microinjection de bicuculline [SmM] pour désinhiber cette structure), la PA
augmente (augmentation de 30+4 mmHg a partir d’une PA basale de 80+5 mmHg). Cela fait
partie intégrante de la réaction de défense qui s’accompagne également d’une augmentation
de la FC. Sur la Figure 35, on observe que I’administration préalable de losartan intra-RVL
réduit fortement 1’augmentation de la PA induite par la stimulation du DMH. En effet, le

coefficient d’augmentation (APA/Baseline) passe de 0,46+0,08 mmHg a 0,09+0,02 mmHg.

1.5

0.0 —wfl—

] ]
Aprés phy dans Aprés losartan
la RVL dansla RVL

Coefficient d’augmentation
de la pression artérielle

Figure 35: Augmentation de la pression artérielle par stimulation chimique (bicuculline)
du DMH apreés injection soit d’une solution physiologique soit de losartan dans la RVL
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CONCLUSION de I’étude 1

L’ensemble des résultats présentés dans ce mémoire faisant 1’objet d’une discussion globale
dans le chapitre « Discussion générale et perspectives », nous nous focaliserons ici a résumer
les principales conclusions concernant les questions qui nous ont amen¢ a réaliser les études

présentées dans ces deux Articles.

Les résultats rapportés dans 1’article 1 montrent que le modele de défaite sociale utilisé a bien
un impact massif sur 1’axe du stress. En effet, la défaite sociale cause, cinq jours apres (D10),
un phénotype de type anxieux (Elevated Plus Maze) et une hyperactivit¢ de 1’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS). On constate également en paralléle des
modifications autonomiques et cardiovasculaires similaires a celles retrouvées chez les
patients anxieux. En effet, les rats stressés présentaient a D10 une hyperactivité sympathique
(rapport LF/HF augmenté¢), une baisse du tonus parasympathique (rMSSD diminué) et une
diminution de la sensibilit¢ du baroréflexe cardio-vagal. De plus, le traitement anxiolytique
appliqué des la fin de la procédure de stress a réversé toutes ces modifications ainsi que le
profil de type anxieux. Ce modele répond donc au trois caractéristiques d’homologie,
d’isomorphisme et de prédiction. L’exploration des mécanismes centraux responsables de ces
altérations a montré que ces mécanismes €taient similaires a ceux impliqués dans la réaction
de défense. L’inhibition du DMH par le muscimol chez I’animal anesthésié a D10 a permis de
retrouver un équilibre sympathovagal et un baroréflexe normal. Quant au blocage des
récepteurs 5-HT3; du NTS par administration locale ou systémique de granisétron, cela a
permis de restaurer uniquement la composante cardio-vagale du baroréflexe mais pas
I’hyperactivité sympathique. Ceci suggere donc deux circuits distincts ayant pour origine
le DMH avec sans doute 1/ une voie d’activation direct du tonus sympathique et 2/ une
action vers le NTS par le biais de libération de sérotonine inhibant le baroréflexe. Un

circuit théorique sera exposé dans la discussion.

L’étude figurant dans 1’ Article 2 a tout d’abord permis de voir a plus long terme la persistance
ou non de ces altérations autonomiques et cardiovasculaires. On distingue deux sous-
populations chez les rats stressés et sous anesthésie 25 jours aprés la fin de la défaite sociale
(D30): I’'une ou on retrouve les mémes altérations autonomiques et cardiovasculaires observés
a D10 (rats Dy) et ’autre ou ces parameétres sont similaires a ceux retrouvés chez les animaux

contrbles (rats Dg). Il est important de noter que 1’évaluation du profil anxieux a révélé que
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les deux populations de rats ayant subi la défaite sociale ne présentaient plus de phénotype de
type anxieux a ce stade (D30). Ainsi, ces résultats montrent qu’un phénotype anxieux,
méme lorsqu’il a disparu, peut avoir des répercussions a long terme sur le systéme
cardiovasculaire chez une catégorie d’individus, et qu’il y a donc une « trace»
persistante laissée par le stress répété , méme de courte durée.

Des microinjections de muscimol dans le DMH et de granisetron dans le NTS ont également
¢été réalisées a la fin du protocole (D30). Les résultats indiquent tout comme a D10 que le
DMH est suractivé et que 1’activation des récepteurs 5-HTs; du NTS est responsable de
I’inhibition de la composante cardio-vagale du baroréflexe uniquement chez la sous-
population de rats stressés ayant des altérations cardiovasculaires persistantes.

Les enregistrements télémétriques ont permis de compléter ce qui est observé sous anesthésie
a D10 et D30, en permettant de voir 1’évolution journaliére de la différenciation entre les deux
sous-populations de rats stressés. De facon trés intéressante, il apparait que les deux
populations discriminées a D30 par leur ratio LF/HF sont déja différenciables a D10. Nous
avons donc repris les données figurant dans 1’Article 1 afin de voir si I’on pouvait distinguer
ces deux populations a D10 sous anesthésie et nous avons rajouté certains effectifs (Résultats
complémentaires). En effet, les données des rats stressés étant dispersées, nous avons pu les
séparer en deux sous-populations. Les différents paramétres cardiovasculaires sont
significativement différents entre les deux pools de rats stressés une fois séparés, a savoir une

FC ¢élevée, une hypertension et un rapport LF/HF haut.

D’un point de vu anatomo-morphologique, il semblait que la défaite sociale n’induisait que
peu d’altérations au niveau du muscle cardiaque (Carnevali et al. 2012). Or grace a
I’identification de deux sous-populations par le ratio LF/HF, nous avons pu montrer qu’en fait
les rats Dy présentent une hypertrophie cardiaque a D30 (avec apparemment une hypertrophie
ventriculaire gauche méme si celle-ci n’apparait pas significative). Les enregistrements en
télémétrie ont aussi révélé que les rats Da présentent un nombre d’arythmies quotidien plus
important suite a la défaite sociale que les rats Dg. Les arythmies ventriculaires semblent étre
d’origine sympathique (Thireau et al. 2014), mais une étude a montré que des rats
hyperanxieux présentaient ce type d’arythmie en relation avec une activité vagale réduite
(Carnevali et al. 2013). Nous pouvons supposer que la susceptibilit¢ des rats D, de
développer des arythmies ventriculaires découle de la dysfonction autonomique sympathique
et parasympathique a long terme présente chez ces animaux. Toutes ces altérations

morphologiques et physiologiques correspondent a celles obtenues dans une lignée d’animaux
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hyperanxieuse (Carnevali et al. 2013). La « trace » laissée plus particuliéerement chez les

rats D, indique qu’ils auraient une sensibilité particuliere a I’anxiété.

Les résultats récents obtenus sur ce méme modéle de défaite sociale au sein de mon 1%
laboratoire d’accueil ont montré que ce modéle induisait chez une partie des rats stressés, dits
vulnérables a la dépression (car ils déclenchent un profil dépressif a la suite de 1’application
d’un stress mineur), des variations au niveau du taux de BDNF dans certaines structures
centrales. C’est notamment le cas au niveau de ["hippocampe, ou une baisse du BDNF a été
observée et ceci en relation avec des modifications neuroanatomiques telles qu’une
diminution du nombre de dendrites (Blugeot et al. 2011). Nous avons donc mesuré¢ le taux de
BDNF dans le sang et nous avons effectivement retrouvé un taux de BDNF bas, a D10 et
D30, chez les rats D, uniquement. Puis nous avons regardé le BDNF protéique dans
certaines structures impliquées dans le contrdle cardiovasculaire par le SNA, a savoir le NTS
et la RVL. Ces données révelent une augmentation du taux de BDNF au sein de ces deux
structures évoluant au cours du temps, chez les animaux D par rapport aux animaux
controles (ND) et Dg. De facon trés intéressante, I’augmentation est plus rapidement
significative dans la RVL que dans le NTS, respectivement dés D10 et D30. Il semble donc
exister une forte relation entre le BDNF dans ces structures et la persistance des altérations
autonomiques et cardiovasculaires.

Ainsi nos études permettent pour la premiére fois d’établir un lien entre individus
vulnérables a la dépression et susceptibles de subir des événements cardiaques de type
arythmie ventriculaire par le biais d’une hyperactivité sympathique associée a une

réduction du tonus vagal.

Nos études portant sur la souris semblent indiquer la méme conclusion. En effet, les souris
présentant un phénotype de type dépressif (Ds) ont un ratio LF/HF qui a tendance a étre
augmenté ainsi qu’un baroréflexe réduit. Les récepteurs 5-HT3 du NTS semblent également
étre impliqués dans ces modifications cardiovasculaires chez ces souris Dg. En effet, une
surexpression de ces récepteurs a €té trouvée au niveau du NTS et les souris KO 5-HT; ne
présentent plus de modifications cardiovasculaires. De plus, ces souris présentent aussi une

augmentation du BDNF 6 au sein de la RVL et du NTS.
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Au vue de la littérature actuelle, I’augmentation du BDNF dans la RVL pourrait indiquer la
présence d’un stress oxydant dans cette structure, a I’origine de I’hypertension. En effet, outre
son réle neurotrophique, le BDNF joue un role de feedback négatif sur le stress oxydant et son
expression est augmentée des qu’il y a un fort taux d’anion superoxyde intracellulaire en vue
de réduire ce stress oxydant (Chan et al. 2010). Chan et ses collaborateurs ont décrit la
présence de ce stress oxydant dans la RVL, comme a l’origine d’une hypertension.
L’angiotensine II, via les récepteurs AT, semble étre a I’origine d’un stress oxydant dans la
RVL (Chan et al. 2010 ; de Oliveira-Sales et al. 2010). Nous avons donc émis I’hypothése
d’un réle éventuel de 1’angiotensine II au niveau de la RVL dans notre modele de stress
social, qui serait a l’origine de I’augmentation d’expression du BDNF. Nous avons
effectivement montré que le losartan dans la RVL réversait I’hyperactivité sympathique
induite par la stimulation du DMH. De plus, nous avons quelques résultats préliminaires
sur une série de rats suivant le protocole de défaite sociale et implantés avec les capteurs
télémétriques. Chez ces animaux vigiles, on constate bel et bien I’augmentation de la PA chez
tous les rats stressés pendant la défaite sociale, mais le traitement chronique au losartan
(antagoniste des récepteurs AT; de ’angiotensine IT) appliqué au lendemain de la défaite

sociale et pendant 15 jours, diminue immédiatement la PA.

De la méme fagon, un stress oxydant dans le NTS a été décrit expliquant le déficit vagal (et
donc I’inhibition du baroréflexe) dans le transfert d’information vers le NA (Tsai et al. 2013).
De plus, I’angiotensine II inhibe la composante cardio-vagale du baroréflexe via les
récepteurs AT; du NTS ( Michelini and Bonagamba 1990; Casto and Phillips 1986 ; Paton
and Kasparov 1999). De plus, dans un modéle animal d’hypertension induite par
I’administration chronique d’angiotensine II, les rats présentent une altération du baroréflexe
cardio-vagal a la suite d’une perturbation de la connectivité des neurones du NTS vers les
neurones prémoteurs parasympathiques du noyau ambigu (NA) (Tsai et al. 2013). On peut
donc penser que 1’angiotensine II pourrait aussi étre a I’origine de la surexpression du BDNF
dans le NTS, via des récepteurs AT, locaux, pour bloquer le baroréflexe dans notre modéle de
stress social. Les résultats préliminaires utilisant le traitement chronique au losartan
vont dans ce sens, puisque ce traitement réverse le blocage de la réponse cardiaque
induite par la phényléphrine. Ces résultats sont encourageants pour explorer le role de
I’angiotensine II mais des séries supplémentaires sont nécessaires et des controles avec un

placébo (eau physiologique) sont indispensables pour conclure.
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Comme D’activation des récepteurs 5S-HT3 du NTS a aussi un tel effet sur le baroréflexe, ceci
suggere qu’un circuit commun impliquant les récepteurs 5-HT5 et AT, au niveau du NTS soit

activé lors du stress social, pour induire une réduction du tonus vagal et du baroréflexe

En conclusion, cette premiére étude répond donc au premier objectif. En effet,
I’activation chronique du DMH et des récepteurs 5-HT; du NTS font partie des
mécanismes impliqués dans ’hyperactivité sympathique persistante et dans I’inhibition
cardio-vagale du baroréflexe pouvant expliquer la survenue d’arythmies et de
I’hypertrophie cardiaque. Le role du BDNF et des récepteurs dans ces effets AT; sont

envisagés.
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Etude 11 :

Implication du DMH et des récepteurs 5-HT3 du NTS
dans les modifications respiratoires induites par un stress
chronique

Article n°3

Respiratory sinus arrhythmia as a surrogate measure of respiratory frequency: validity
and robustness to activity in rats.

Brouillard C, Carrive P, Similowski T, Sévoz-Couche C

J Appl Physiol, 118(2):238-43, 2015

Article n°4

Chronic stress-induced anxiety-like state can lead to a long-lasting reduction in
breathing frequency.

Brouillard C, Carrive P, Camus F, De Boer SF, Bénoliel JJ, Similowski T, and Sévoz-Couche

C. (J. Physiol, soumis)

Résultats complémentaires
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INTRODUCTION
Le stress et la respiration sont intimement liés et cette relation est bilatérale. Les pathologies

respiratoires peuvent induire un stress et le stress aggrave d’autant plus la pathologie
respiratoire. Les techniques de contrdle respiratoire ont montré des effets bénéfiques chez les
patients atteints de troubles d’anxiété ou de dépression tout comme les techniques de
relaxation ou de méditation basée sur la respiration. A I’inverse, le stress cause des réponses
respiratoires telles qu’une hyperventilation. En condition de stress aigu et ponctuel, ces
réponses sont normales mais peuvent devenir pathologiques si le stress est trop important.
L’impact du stress chronique sur la respiration chez les patients anxiodépressifs est nettement
moins ¢€tudi¢ que sur le systeme cardiovasculaire. Cependant, les données cliniques
indiqueraient une augmentation de la respiration chez les patients anxieux et a I’inverse une
hypoventilation chez les patients dépressifs.

Nous avons donc étudié la variation de la fréquence respiratoire chez les rats soumis a la
défaite sociale et ce a plus ou moins long terme apres le stress (D10 et D30).

L’analyse fréquentielle de la VFC par la transformée de Fourrier a permis d’extraire le pic
ASR (Arythmie sinusale respiratoire) dans la bande de fréquence HF. Il est admis que la
fréquence de ce pic est corrélée a la fréquence respiratoire (Pagani et al. 1986 ; Eckberg
1997). Dans un premier temps, nous avons vérifi¢ cette corrélation sur des rats anesthésiés ou
vigiles, et selon leur niveau d’activité locomotrice (Article n°3). Ceci a été fait en placant le
cathéter de mesure de pression non pas dans I’aorte abdominale mais au niveau subpleural
(par une approche le long de I’cesophage). Ce dispositif a permis d’enregistrer les
mouvements respiratoires et la pression sous-pleurale, et donc avoir un enregistrement du
cycle respiratoire afin d’en mesurer la fréquence

Puis, dans I’Article n°4, le pic ASR a été mesuré a D10 et D30 toujours chez des animaux
anesthésiés, et I’implication du DMH et des récepteurs 5-HT3 du NTS a pu étre étudié a ces
deux stades. Egalement, les enregistrements de ’ECG quotidien sur ’animal éveillé ont
permis de mesurer le pic ASR et de voir son évolution quotidienne sous I’impact de la défaite

sociale.
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Article n°3
Respiratory sinus arrhythmia as a surrogate measure of respiratory frequency: validity
and robustness to activity in rats.

Brouillard C, Carrive P, Similowski T, Sévoz-Couche C

J Appl Physiol, 118(2):238-43, 2015
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Brouillard C, Carrive P, Similowski T, Sévoz-Couche C. Re-
spiratory sinus arrhythmia as a surrogate measure of respiratory
frequency: validity and robustness to activity in rats. J Appl Physiol
118: 000-000, 2015. First published November 20, 2014;
doi:10.1152/japplphysiol.00799.2014.—Recording of breathing fre-
quency is a basic requirement for respiratory physiology. Usual
techniques are invasive and constraining. Respiratory sinus arrhyth-
mia (RSA) has recently been demonstrated to be a simple way to
obtain respiration frequency at rest. In this study, we investigated
whether this correlation is also observed during activity. We first
compared RSA to the respiration frequency obtained in anesthetized
rats using a pneumotachograph connected to the trachea (TRF). Data
analyses using Passing and Bablok regression confirmed the absence
of bias and proportional differences. Accordingly, the Bland-Altman
plot did not show any significant differences in data sets. In a second
experiment, we compared RSA to the respiration frequency obtained
in freely moving rats using a subpleurally inserted telemetric catheter
(PRF). Comparisons between RSA and PRF revealed no significant
difference in determination of respiratory rate with the two methods,
although the bias and confidence interval were greater when activity
increased. This was, however, not the case during short episodes of
sniffing-like tachypnea, during which no matching RSA peaks were
observed. In conclusion, RSA frequency reflected regular respiration
frequency independently of the level of activity and appears to be a
good surrogate to usual techniques.

heart rate variability; RSA; respiratory frequency; vigilance; method

RECOGNITION OF ALTERATIONS in tidal volume and respiration
pattern is an important early clue to disease detection. In
particular, careful observation of the respiratory frequency is a
crucial part of physical examination. Respiratory function in
humans is usually evaluated by using a plethysmograph chamber
(the whole body is placed in a sealed box) or a pneumotachograph
device (measurement of chest wall displacement). Both tech-
niques can also be performed in conscious (3) or anesthetized (16)
animals, respectively. However, these techniques are either inva-
sive or constraining, and they do not allow measurement of the
respiratory rate for extended period of time or during periods of
behavioral activity. The heart rate (HR) time series is character-
ized by a wide range of beat-to-beat variability. Parasympathetic
(vagal) influences are present throughout all frequency ranges of
the HR power spectrum, while sympathetic influences disappear
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at higher frequencies (7). It is therefore commonly accepted that
the HR power spectrum contains two major components: high
frequency (HF), which reflects cardiac vagal tone, and low fre-
quency (LF), which reflects a mixture of parasympathetic and
sympathetic influences. Respiratory sinus arrhythmia (RSA)
reaches a peak in the HF domain (15). It reflects afferents to
cardiac vagal motoneurones from lung stretch receptor and respi-
ratory central pattern generators (located in the lower brainstem)
(12). RSA is the heart pattern that occurs when HR increases
during inhalation and decreases during exhalation and can be
interpreted as influences of respiration on the sinoatrial node of the
heart (9). It is therefore characterized by periodic increases and
decreases in HR that occur at a frequency similar to that of
respiration. RSA is derived from electrocardiogram (ECG) re-
cordings and can therefore be easily obtained without imposing
any constraints on the subject. Therefore, RSA can be used as a
surrogate technique to determine respiratory frequency. In 2007,
Denver et al. (5) demonstrated in humans that RSA frequency is
the same as respiratory frequency in healthy subjects by compar-
ing the RSA frequency to the respiratory frequency obtained from
a pneumotachograph. In animals, Boychuk and Hayward (3) also
established a correlation between RSA frequency and respiratory
frequency monitored by whole body plethysmography. However,
in the abovementioned studies, comparisons were based on simple
regression analysis and RSA was measured at rest, in the absence
of activity. This raises the question of the real correlation between
RSA and respiratory frequency when /) analysis is based on
Passing-Bablok regression, and 2) the level of activity increases.
To answer this question, we compared RSA to respiratory fre-
quency obtained by either tracheal recordings in anesthetized
animals or subpleural recordings (13) in conscious animals during
low, medium, or high levels of activity measured by telemetric
recordings.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Sprague-Dawley rats (Centre d’Elevage R. Janvier,
Le Genest-Saint-Isle, France), weighing 250-300 g, were used (n =
15). All animals were kept under controlled environmental conditions
(22 = 1°C; 60% relative humidity; 12-h light/dark cycle; food and
water ad libitum). Procedures involving animals and their care were
all performed in conformity with institutional guidelines, in compli-
ance with national and international laws and policies (Council
Directive 87—848, October 19, 1987, Ministere de 1’ Agriculture et de
la Foret, Service Veterinaire de la Sante et de la Protection Animale;
Permission 75855 to C. Sévoz-Couche).

Tracheal cannulation and ECG recordings in anaesthetized rats. A
group of rats (n = 9) were anesthetized with pentobarbital sodium (60

8750-7587/15 Copyright © 2015 the American Physiological Society 1
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mg/kg ip). The trachea was cannulated to monitor respiration (16).
The cannula was connected to a pneumotachograph (Fleisch 0000),
linked to a volume transducer (Digitimer Neurolog, NL 905). ECG
was recorded using stainless steel pins placed subcutaneously into
fore- and hindpaws. ECG signals were amplified and filtered (Uni-
versal Amplifier; Gould, Courtaboeuf, France). ECG and respiratory
signals were relayed to a 1401 interface (1401 Plus; CED) connected
to running Spike 2 Software (6.14; CED). Recordings lasted 1 h in
each animal. Rectal temperature was maintained at 37°C with a
thermostatically controlled heating blanket.

Radiotelemetric probe implantation. Another group of rats (n = 6)
was implanted with radiotelemetric probes (CXT P50; Data Sciences
International, St. Paul, MN) for subpleural pressure and ECG record-
ing, according to the technique previously used in monkeys (13).
Briefly, rats were anesthetized with 2% inhaled isoflurane. The trans-
mitter fluid-filled catheter was threaded through the serosal layer of
the oesophagus and advanced cranially past the junction with the
diaphragm and into the thoracic cavity. The ECG sensor leads were
tunneled from the abdominal cavity. One lead (wire loop) was
optimally fixed to the dorsal surface of the xyphoid process, while the
other lead was subcutaneously tunneled on the thorax to the superior
insertion of the sternohyoid muscle (17). During the recovery period
(10 days), the animals were handled daily to habituate to the inves-
tigator. Dataquest A.R.T 4.1 software was used to record telemetry
signals for 5 days, starting 10 days after probe insertion. Signals were
transmitted for 4 min every 2 min during each data collection period
(4 h/day, from 1:00 PM to 5:00 PM) and were exported to Spike 2
software (version 6.14; CED) for offline respiratory and HR variabil-
ity (HRV) analyses.

Data analysis. Tracheal respiratory frequency (TRF) was deter-
mined as the mean of four 90-s time intervals. Pleural respiratory
frequency (PRF) was determined as the mean of four 90-s time intervals

determined for each level of activity: low (activity <2 per 10 s), medium
(activity between 2 and 5 per 10 s), and high (activity greater than 5 per
10 s). HRV analyses were performed on the same time intervals as those
used for PRF or TRF measurement. Power spectra (0-2.0 Hz) were
obtained by Fourier transformation (size 256, Hanning window, sample
interval: 0.2 s). When tachypnoeic episodes were observed (usual max-
imal duration of ~5 s), corresponding power spectra (0—12.5 Hz) were
obtained using a Fourier transformation of 0.04 Hz sample interval. Very
LF, LF, and HF powers were situated in the ranges of 0—0.2, 0.2-0.7,
and 0.7-2.0 Hz, respectively. HF power is exclusively under parasym-
pathetic (vagal) control and includes the RSA peak (15), i.e., the change
in heart period corresponding to the inspiratory and expiratory phases of
the respiratory cycle.

Statistical analysis. Data are presented as means * SE. One-way
ANOVA followed by Dunnett’s pairwise comparison for respiratory
rate during activity (activity between 2 and 5 or >5 per 10 s) vs.
control (activity <2 per 10 s) was used. Similarly, comparison for
respiratory rate during mixed pattern of respiration (regular breathing
associated to tachypnoeic episode) vs. control (regular breathing only)
was used. These analyses were done with SigmaPlot 12.0 (Systat
Software). P = 0.05 was defined as the limit of statistical significance.
The interchangeability of RSA determined by TRF and PRF was
checked using Passing-Bablok regression. In addition, the Bland-
Altman plot was applied to determine intermethod bias and limits of
agreement. These analyses were performed with XLSTATS software
(v. 2014.2.07; Addinsoft).

RESULTS

In anesthetized animals (Fig. 1A), mean TRF was 93.1 * 3.7
cycles/min (range: 81 to 112 counts/min), corresponding to a
respiratory frequency of 1.551 = 0.063 Hz (range: 1.35 to 1.9

A B 0.6
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0.110 0.4
Fig. 1. Representative R-R interval (RRi),
tracheal tidal volume (TVt) obtained by 3 P820'3 LF HF
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to the trachea, and ECG time series recorded 0 0.2
in 1 anesthetized rat. Power spectra of RRi in :
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Table 1. Passing—Bablok regression analysis comparing
respiratory frequency measurement obtained by either
tracheal (regression analysis 1) or subpleural (regression
analyses 2 to 4) approaches and RSA determination

Variable Y: RSA

Variable X Measurement Measurement/Value 95% CI

Regression analysis 1
Tracheal measurement

Intercept A —0.36 From —0.29 to 0.027
Slope B 1.022 From 0.982 to 1.200
P value 0.819

Regression analysis 2
Subpleural measurement
(activity <2)

Intercept A 0.034 From —0.122 to 0.165
Slope B 0.980 From 0.900 to 1.080
P value 0.441

Regression analysis 3
Subpleural measurement
(activity <2-5>)

Intercept A —0.193 From —0.755 t0 0.273
Slope B 1.136 From 0.833 to 1.500
P value 0.900

Regression analysis 4
Subpleural measurement
(activity >5)

Intercept A 0.125 From —0.568 to 0.600
Slope B 0.927 From 0.600 to 1.394
P value 0.699

CI, confidence interval; RSA, respiratory sinus arrhythmia.

Hz). Mean RSA peak frequency (Fig. 1B) was 1.557 = 0.064
Hz. Passing-Bablok regression analysis (Fig. 1C) showed that
intercept A and slope B values were contained in their relative
confidence intervals (ClIs; Table 1, regression analysis 1),
confirming signal interchangeability. An Altman-Bland plot of
the same data set (Fig. 1D) showed a bias of 0.005 with limits
of agreement of —0.018 to 0.007. In conscious animals, pleural
PRF (Fig. 2) varied with the level of activity (Fig. 3). Mean
PRF was 1.59 £ 0.03 Hz for rat activity >5 per 10 s (high),
1.53 = 0.02 Hz for rat activity between 2 and 5 per 10 s
(medium) and 1.49 = 0.02 Hz for rat activity <2 per 10 s
(low). PRF at high activity was significantly higher than at low
activity (P = 0.008) but not compared with medium activity
(P = 0.280). Passing-Bablok regression with RSA frequency
(Fig. 3, A.I1-C.I) showed that intercept A and slope B values
were contained in their relative Cls (Table 1, regression
analyses 2—4), confirming signal interchangeability, regardless
of the animal’s level of activity. An Altman-Bland plot of the
same data sets (Fig. 2, A.2—C.2) showed a bias of —0.001 with
limits of agreement of —0.007 to 0.007 for low activity,
—0.016 with limits of agreement of —0.030 to —0.002 for
medium activity, and —0.006 with limits of agreement of
—0.113 to 0.100 for high activity. RSA was also looked for
during sniffing-like tachypnoeic episodes, be them, or not,
associated to increased activity. As these episodes were of very
short duration (<10 s), we analyzed pretachypnoeic (regular
breathing only) or mixed (tachynpoea intermingled with regu-
lar breathing) periods (Fig. 4). Regular breathing frequency
was equal to 1.59 = 0.05 Hz during very low activity (Fig.
4A.2) and 1.88 * 0.04 Hz (Fig. 4B.2), with corresponding RSA
observed in power spectra (Fig. 4, A.3 and B.3). During
tachypnoeic episodes, maximum respiratory rate was signifi-

cantly increased to 6.5 = 1.2 and 7.5 = 1.0 Hz (P < 0.001,
respectively). No RSA peaks above 4 Hz was observed.

DISCUSSION

This study shows that the ECG HF peak attributed to
respiratory sinus arrhythmia can be used as a surrogate for
respiratory frequency measurements across a range of direct
activity states in rats. Interchangeability decreased slightly at
high activity levels.

Pleural pressure can be measured to directly assess the
mechanical properties of the lung. Pneumotachograph analyses
of respiration are commonly used in humans (2), but this
method induces constraint for the subject and may affect
respiration itself. Pneumotachograph or pleural pressure meth-
ods can be useful in anesthetized animals and have been
validated by the perfect fit of respiratory frequency obtained in
a plethysmograph chamber (13). However, these methods ap-
pear to be excessively invasive when only this parameter needs
to be recorded. In contrast, ECG recordings are easy to obtain
and noninvasive and can be used to analyze HRV. RSA,
observed in the HF domain of spectral analysis (15), is char-
acterized by periodic increases and decreases in HR that occur
at a frequency similar to that of respiration. Various authors
have assumed that RSA and respiratory frequency are parallel
outputs of a “common cardiopulmonary oscillator” (6). We
first compared RSA to respiration frequency obtained with a
pneumotachograph in anaesthetized animals by Passing-
Bablok analyses (1). This method has the advantage of being
independent of the hypothesis of error distribution (8), unlike
the regression analysis that is currently used to compare RSA
and respiratory frequency (5). The Passing-Bablok procedure
is used on variables that have a linear relationship and that are
highly correlated. It is a nonparametric approach and the
requirements for Passing-Bablok regression are continuously
distributed measurements (covering a broad concentration
range) and linear relationship between two methods. We found
no systematic or proportional difference between the two
methods, as 95% CI for the intercept included zero and 95% CI
for the slope included one. This was confirmed by Bland-
Altman analyses (most points were included within the CI).

Respiratory frequency was also obtained by subpleural re-
cordings in conscious rats using telemetric implants for ECG
recording, which can be used to determine different levels of
activity. Respiratory frequency was found to increase when
activity and respiratory frequency increased. The CI for the

0.22
RRi (s) W

0.20
10

PV; (ml) r\i\f\lWWWWWVWWWWVW
0

ECG

2 sec

Fig. 2. Representative RRi, pleural tidal volume (PVrt), and ECG time series
recorded by telemetry in 1 conscious rat.
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intercept on Passing-Bablok graphs, although it increased with
the level of activity, included zero. Similarly, the limits of
agreement on the Bland-Altman plot were larger when activity
increased but remained very close to and included zero. No
significant difference was therefore observed between the two
techniques to determine respiratory frequency, regardless of
the level of activity.

Sniffing is an active behavior. There are two types of
sniffing episodes: early studies showed that some (9-12 Hz)
could be associated to a reward anticipation (4), but others are
related to obvious exploratory behavior (6-9 Hz) (11, 14).
Olfaction is one of the principal sources of sensory information
in rats, and respiratory pattern during exploration (associated
with an increased activity level) is a dramatic and rapid change
in the respiratory rate associated with rapid protraction/retrac-
tion of the nose. Of note, due to the metabolic need to
coordinate breathing and swallowing, small animals (rats and
mice) often lick at frequencies similar to those of sniffing (4—8

Hz) (11). These tachypnoeic episodes occur without increased
activity. We did observe tachypnoeic episodes, occurring dur-
ing the usual slow and regular breathing; some of these
episodes were associated with increased activity and others
were not of note; breathing frequency during these episodes
was under 9 Hz and therefore did not correspond to anticipa-
tory reward. We analyzed RSA with power spectra that was
superior to 9 Hz (i.e., 12.5 Hz) to ensure the visualization of
fast respiratory frequency. We found that during increased
activity or not, RSA was mostly the reflect of the usual regular
breathing only (inferior to 2 Hz). Analyses of mixed periods
showed that faster breathing between 2 and 3 Hz was present,
but the respiratory rate ¢superior to 4 Hz}-was not observed,
confirming previous findings on exploratory sniffing (10). It
appears that this frequency corresponds, or is very close, to
HR. Moreover, sniffing consist of a series of fast and forced
nasal inhalations with small passive exhalations (19). As RSA
is the reflect of HR modifications between inspiration and
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Fig. 4. Representative PRF obtained by determination of respiration from pleural pressure. Heart rate (HR) and PV, recorded by telemetry in 1 conscious rat,
during low (<2 per 10 s; A.7) or high (>5 per 10 s; B.I) activity. Corresponding power spectra of regular (A.2 and B.2) or mixed (tachypnoeic episode
intermingled with regular, A.3 and B.3) breathing. Note the highest RSA at 1.56 Hz in A and 1.98 Hz in B corresponding to regular breathing, and the absence

of peaks superior to 3.5 Hz in both cases (dotted lines in PRF).

expiration, it seems probable that RSA would not reflect a fast
and incomplete respiratory cycle. It was shown that vagal
feedback from pulmonary stretch receptors is obligatory for the
generation of a neurally mediated RSA (18). During sniffing
and fast only inspirations, it is possible that there is no
activation of lung stretch receptors, explaining that RSA could
not occur during these specific periods. Myographic recordings
may be useful to answer this question. It is worthwhile to note
that these periods are of very short duration (<10 s), scarcely
distributed, and predominantly observed at the beginning or the
end of the recording.

In conclusion, RSA frequency appears as an adequate re-
flection of breathing frequency, in anesthetized as well as in
conscious animals. These observations provide an easy to
obtain, noninvasive, unrestraining method to determine respi-
ratory frequency that stays accurate independently of the level
of activity, even if rare and very short tachypnoiec episodes
cannot be detected.
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Key points (150 words max, S points)

. We investigated the long-term changes in respiratory rate in rats exposed to repeated
social defeat (4 sessions), a procedure that leads to an anxiety-like state.

. Respiratory rate, which was extracted from the respiratory sinus arrhythmia peak
frequency of the ECG, was reduced in all the defeated animals up to 10 days after the
first session of defeat and this was associated with an anxiety-like state.

. At 30 days, one half of the defeated rats had recovered, but the other half still displayed
a reduced respiratory rate, although they showed no detectable sign of anxiety.

° Pharmacological blockade of the dorsomedial hypothalamus (DMH) and nucleus
tractus solitarii (NTS) 5-HTj; receptors prevented the stress-induced reduction in
respiratory frequency at 10 and 30 days.

. In conclusion, repeated social stress can lead to a persisting bradypnea that outlasts the

anxiety-like state and is due to a chronic activation of the DMH and NTS.



Abstract

Previous work has shown that repeated social defeat induces long-lasting cardiovascular
changes associated with anxiety. Here, we investigated whether social defeat also induces long-
term changes in respiratory frequency. Respiratory frequency was extracted from the RSA
(Respiratory sinus arrhythmia) peak frequency of the ECG. The subjects were male rats subjected
to social defeat sessions on four consecutive days.

Respiratory frequency was recorded six days (D10) or 26 days (D30) after social defeat
under anesthesia. At D10, defeated (D) rats were in an anxiety-like state, and all displayed
bradypnea. Anxiolytic treatment with chlordiazepoxide abolished the anxiety-like symptoms as
well as the bradypnea. At D30, when all signs of anxiety-like state had disappeared, half of the
rats still displayed bradypnea (Dy, rats), while the others had recovered (Dy rats). Acute blockade
of the dorsomedial hypothalamus (DMH) or nucleus tractus solitarii (NTS) 5-HTs receptors
reversed the bradypnea in all D rats at D10 and in Dy rats at D30.

Respiratory frequency was also followed up longitudinally using radiotelemetry.
Retrospective analysis of Dp and Dy rats shows that Dy started to recover after D10 and that by
D18 they were similar to ND rats while Dy rats remained bradypneic until D30.

In conclusion, social stress induces a robust chronic bradypnea mediated by DMH
neurons and NTS 5-HT; receptors that is secondary to an anxiety-like state up until D10.
Recovery occurs thereafter, however bradypnea may still persist in half of the population up to

D30 despite an apparent recovery of the anxiety like state.

Glossary

HF: High-Frequency domain

HRYV: Heart Rate Variability

RSA: Respiratory Sinus Arrhythmia
DMH: Dorsomedial Hypothalamus
NTS: Nucleus of Tractus Solitarii
ND: Non-defeated rats



D: Defeated rats
Dy: Defeated rats with low RSA peak frequency at D30
Dy: Defeated rats with high RSA peak frequency at D30



Introduction

There is an important reciprocal link between respiration and anxiety (Van Diest et al.
2006). Thus, respiratory distress and asphyxia are dreadful feelings. On the other hand, fear and
anxiety can have profound effects on respiration. Clinical studies have shown for example that
panic disorder, which is characterized by acute and unexpected anxiety attacks and substantial
anxiety over the possibility of experiencing further attacks, is associated with symptoms that
include palpitations, shortness of breath, sweating and hyperventilation (Abelson et al. 2010). On
the other hand, there is a decrease in respiratory rate during some specific responses to stress, for
instance during freezing behaviour in the rat when it is associated with ultrasonic vocalizations
(Hegoburu et al. 2011). Comparatively less is known about the long term effects of emotional
stress on breathing. In the adult rat, a strong neonatal emotional stress such as maternal
separation, can lead to a decrease in breathing rate during non REM sleep (Kinkead et al. 2009).
A lower breathing rate was also noted under anesthesia in Flinder-Sensitive rats, a well-validated
animal model of depression (Padley et al. 2005). However, in patients with mood depression
disorders, breathing rate does not seem to be altered, although cardiovascular changes do occur
(Berger et al. 2012). Clearly, more work needs to be done to understand the long-term effects of
emotional stress on breathing.

This study has two aims. The first aim is to characterize the long-term effects of an
emotional stress on breathing. The second aim is to explore the central mechanisms underlying
these changes and more specifically, the role of the dorsomedial hypothalamus (DMH) and of the
5-HT; receptor in the nucleus of the tractus solitarii (NTS). It is well established that the DMH
plays a critical role in mediating the cardiovascular and neuroendocrine response to
psychological stress (Fontes et al. 2011; Sévoz-Couche et al. 2013). This may include respiration
as well, as suggested by a recent work showing that the DMH mediates tachypnea associated
with acute stress responses (Bondarenko et al. 2015) . Activation of NTS 5-HT; receptors is also
known to contribute to the expression of the autonomic and cardiovascular changes evoked by
chronic stress or acute stimulation of DMH (Sévoz-Couche et al. 2003; Sévoz-Couche et al.
2013). These receptors also contribute to respiration, however their activation has an inhibitory
effect on breathing (Veasey 2003).

Our measure of breathing was the respiratory rate, which we extracted from ECG

recordings of respiratory sinus arrhythmia (RSA). RSA is a naturally occurring rhythm in the

5



beat-to-beat heart rate pattern, that occurs at the same frequency as respiration. It can be
measured by spectral analysis of heart rate variability (HRV) as the highest peak in the high-
frequency band (HF) (Denver et al, 2007 ; Thayer et al. 2012). The analysis of RSA peak
frequency is an efficient and user-friendly method to measure respiratory rate, in anaesthetized as
well as in conscious freely-moving animals (Brouillard et al. 2014).

In the first part of this study, we determined the long term effect on respiratory rate 10 and
30 days after social defeat, a chronic emotional stress that induces an anxiety-like state (Rivat et
al. 2010; Blugeot et al. 2011; Sévoz-Couche et al. 2013). We also tested the involvement of the
DMH and 5-HT3; NTS receptors in this effect. The second part was a longitudinal study using
implanted telemetric probes in which we evaluated retrospectively the changes in breathing in the

30 days that followed social defeat.

Methods

Animals

Experiments were carried out in Sprague Dawley male rats (n=212, Centre d’Elevage R.
Janvier, Le Genest-St.- Isle, France), weighing 290-310 g. They were housed in individual cages
(length, 45 cm; width, 25 cm; height, 17 cm) for one week before the beginning of the
experiments. Wild Type Groningen male rats (Rattus norvegicus, WTG strain), originally bred at
the University of Groningen (The Netherlands) under conventionally clean conditions (Sgoifo et
al. 1998), weighing 400-500 g, served as resident rats, in confrontation encounters. The same
WTG rats were used for all the successive series of experiments. All animals were kept under
controlled environmental conditions (22 + 1°C; 60% relative humidity; 12 h light/dark cycle;
food and water ad libitum). Procedures involving animals and their care were all performed in
conformity with the institutional guidelines, which are in compliance with national and
international laws and policies (Council directive 87-848, October 19, 1987, Ministere de
I’Agriculture et de la Foret, Service Veterinaire de la Sante et de la Protection Animale;

permissions 75855 to C. Sévoz-Couche and 6180 to J.-J. Benoliel).

Experimental overview
The study was organised into two parts (Fig.1). Study 1 (n=168) was a cross sectional study that
ended either 10 days (group A, D10, n=95) or 30 days after the first session of social defeat

6



(group B, D30, n=73). The animals were anesthetised on their last day to record their ECG,
which was then used to extract respiratory rate. On the day before (D9 and D29) they were tested
in the elevated plus maze. Group A was further divided into two cohorts. Animals in Cohort Al
(n=68) did not receive any treatment after social defeat while those of Cohort A2 (n=27) received
continuous infusion of an anxiolytic or saline from the time of the last session of social defeat
until D10. Animals in Cohort A1 and Group B also received microinjections in the DMH or NTS
while under anesthesia (on their last day) in order to test the role of DMH neurons and NTS 5HT;
receptors. Study 2 (n=44) was a longitudinal study that ended 30 days after the first session of
social defeat (D30). These animals were implanted with telemetric probes for daily recording of
their ECG, which was then used to extract respiratory rate and reconstruct its time course over the
30 days period. ECG and respiratory rate were also recorded on the last day under anesthesia, as

in animals of Study 1.

General procedures

Social defeat paradigm. Social defeat consisted of four daily conditioning sessions (Fig.1) that
involved the same pairs of residents and intruders (Becker et al. 2001). Briefly, intruders were
placed singly in a protective cage inside the resident home cage, allowing unrestricted visual,
auditory, and olfactory contacts with the resident but precluded close physical contact. Then, the
protective cage was removed with the resident present, allowing physical confrontation (three to
four confrontations of 10 s each, during which the intruding animal was always dominated by the
resident rat) with the intruder (defeated intruders); for non-defeated intruders (controls), the
intruder had access to the entire resident home cage without resident. This chronic stress model is
known to induce an anxiety-like state for at least five days after (D10) (Rivat et al. 2010; Blugeot
et al. 2011; Sévoz-Couche et al. 2013).

ECG recordings under anesthesia and RSA analysis. ECG recording was performed 10 days
(Study 1/Group A) and 30 days (Study 1/Group B and Study 2) after the first session of social
defeat (Figl). The rats were anaesthetized with pentobarbital sodium (Ceva Sant¢ Animale,
Libourne, France; 60 mg kg—1, I.P.(Sévoz-Couche et al. 1998)) and placed in a stereotaxic frame,
with the head fixed in the flat skull position. ECG was recorded using stainless steel pins placed
subcutaneously into fore- and hind-paws. These signals were amplified and filtered (Universal

Amplifier; Gould, Courtaboeuf, France). ECG signal was then relayed to a 1401 interface (1401



Plus; CED, Cambridge, UK) connected to a computer running Spike 2 (version 6.08) software
(CED). Waveform data were imported offline into Spike CED (version 6.0). The RR interval
signal was derived from the ECG. Power spectra were derived using fast Fourier transformation
(size 256, Hanning window (Padley et al. 2005)), giving a final frequency resolution of 0.04 Hz.
They were performed on the time interval between two consecutive beats (RR interval) derived
from the ECG. Low and high frequency (LF and HF, respectively) powers were calculated within
the frequency ranges 0.2— 0.7 Hz and 0.7-2.5 Hz, respectively. RSA peak frequency is the highest
peak in the HF band (Sévoz-Couche et al. 2013).

The criteria for choosing segments for RSA analysis were stability of the signal and lack of
ectopic beats. RSA was measured from 90-s segments 20 min before and 5 min after
pharmacological blockade of the DMH or NTS SHT3 receptors (Study 1).

Adrenal gland weight. At the end of the physiological recording, the animals were killed and
their adrenal glands were removed and weighted. Data were expressed relative to body weights

(in mg/100 g body weight).

Specific procedures

Study 1

Body weight. Body weights in defeated and non-defeated rats were recorded daily at 9:00 A.M.,
from 7 days before social defeat to the end of the protocol (Group A:D10 and Group B: D30).
Elevated plus-maze test (EPM). At D9 or D29, the elevated plus-maze test was used to evaluate
anxiety-related behaviour in animals. This test has been described in detail elsewhere (Rivat et al.
2010). The time spent in the various arms, and the numbers of entries into the open and closed
arms of the plus-maze were recorded with custom-made software. The total number
(opentclosed) of arm entries was taken as an indicator of general activity. A lower time spent in
open arms is considered to be an indicator of an anxiety-like state.

Pharmacological blockade of the DMH (Group A Cohort Al and Group B). Microinjections of
either saline or muscimol (Sigma Chemicals, St Louis, USA; 500 pmol in 0.1 pl of saline) into
the DMH were performed at the following coordinates: P 3.0, L 0.5 and V 8mm from bregma
(Netzer et al. 2011). Injections were made bilaterally to maximize the effect and because DMH

control of HR has been shown to be asymmetric (Xavier et al. 2013).



Pharmacological blockade of NTS 5-HT; receptors (Group A Cohort A1 and Group B). In
other animals, microinjections of either saline or a selective 5-HTs receptor antagonist,
granisetron (SmithKline-Beecham, Harlow, UK, 250 pmol in 0.1 pl) were performed in the NTS
at the level of the calamus scriptorius (Sévoz-Couche et al. 2003) (L 0.5 and V 0.5 mm).
Injections were also made bilaterally to maximize the effect.

Histology (Cohort A1). DMH and NTS microinjection sites were identified from the tip of the
micropipette track in 70 pum thick sections of brain tissue previously fixed in 10% formalin
solution and cryoprotected in 20% sucrose solution for 5 days. Only rats with the injection sites
correctly positioned in the DMH or NTS were considered for data analysis.

Anxiolytic treatment (Cohort A2). ALZET osmotic pumps supplying vehicle (saline) or
chlordiazepoxide (10 mg kg™’ day”', F. Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) (Rivat et al.
2010) were implanted in rats on the morning of the day after completion of the social defeat (D5).
The pumps (ALZET 2ML1) were implanted subcutaneously on the back under light isoflurane
anesthesia as previously described (Sévoz-Couche et al. 2013). The infusion of VEH or CDZ was
continuous from D5 to D10, to prevent the development of the anxiety-like state (Rivat et al.

2010).

Study 2

Radiotelemetric probe implantation. Two weeks before social defeat (D-15), rats were implanted
with radiotelemetric probes (Data Sciences International, St. Paul, MN, USA) to enable recording
of ECG and locomotor activity (Fig 1). The surgery was done in aseptic conditions and under
anesthesia (Isoflurane). The rats were also pretreated with an analgesic (Xylocaine, 5 mg/kg,
s.c.), with an anti-inflammatory (metacam, 1 mg/kg, s.c.) and received antibiotics (Benicillin, 0.3
ml, i.p.) at the end of the surgery. The probes were implanted in the peritoneal cavity and wires
were tunnelled subcutaneously up the side of the rib cage. The positive lead was attached to the
dorsal side of the xiphoid process and the negative lead was passed down between the right
sternomastoid and sternohyoid muscles down beside the trachea towards the manubrium and the
thoracic inlet (Sgoifo et al. 1996).

ECG recordings in conscious rats. Telemetric data were acquired every afternoon (1 to 6 pm)
from D-3 to D30, using Dataquest A.R.T. 3.1 Gold software (Data Sciences). ECG waveform

data were imported offline into Spike CED (version 6.0) where they were analysed to extract



RSA peak frequency as described above for Study 1. The RSA peak was determined from 2-min
segments of ECG data and averaged across four segments. These segments were chosen on the
basis of the quality and stability of the signal when the animal was at rest and immobile. ECG
was also recorded on the last day (D30), under pentobarbital sodium anesthesia as mentioned

above.

Statistical analysis

Differences in the behavioural and physiological parameters between defeated and non-defeated
groups were analysed with an unpaired student’s ¢ test. Comparisons of pharmacological
treatments (pumps or microinjections) between defeated and non-defeated groups was done with
a two-way ANOVA. Changes in body weight and RSA peak frequency between defeated and
non-defeated groups across time were analysed with a two way repeated measure ANOVA. Post-
hoc Bonferroni correction was applied after ANOVA when necessary, and results were

considered significant if P<0.05. Analyses were done with Prism 5.04 (Graph Pad Software)

Results

Study 1/Group A/Cohort Al. Behavioral and respiratory changes evoked by social defeat
at D10 and contribution of DMH neurons and NTS SHT; receptors.

Cohort A1 had a total of 68 animals, which were either defeated intruders (D, n=36) or non-
defeated intruders controls (ND, n=32). The experiment stopped at D10, 6 days after the last
session of social defeat (Fig 1).

Body weight. Changes in body weight before, during and after social defeat are shown on Fig 2A.
There was no difference in body weight between ND and D rats in the days that preceded social
defeat (41643 and 415+3 g, respectively, at D-1). However, D rats stopped putting on weight
right from the first session of social defeat, while ND rats continued their normal growth. By the
end of social defeat, D rats were lighter than ND rats, (423+4 vs 447+4 g, respectively at DS5).
Weight gain in D rats remained slow in the following days, further widening the gap with the ND
rats until the last day (430+6g vs 470+7g, respectively, at D10). A repeated measure ANOVA
from D1 to D10 confirmed a statistically significant difference between the two groups (p=0.001,
Fig 2A) and Bonferonni post-hoc analysis showed that the difference was significant from D4

onwards (p<0.05).
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Elevated plus-maze test. This behavioural test was done at D9 to assess the level of anxiety in the
animals. The percentage of time spent in the open arm was significantly lower (34 %) in D rats
compared to ND rats (137+5 vs 208+6 s, respectively, p<0.001, Fig 2B). There was no difference
in the total number of arm entries between the two groups (29+£2 vs 2543, respectively, p=0.7),
which indicates that the reduced time spent in the open arms was due to a higher level of anxiety
rather than a reduced level of general activity.

Adrenal gland weight. Compared to ND rats, D rats had significantly heavier adrenal glands at
D10 (13.6+0.4 vs 10.3+0.3 mg/100g, respectively, p<0.001, Fig 2C), indicating an increase in
activity in the stress axis. Thus, as previously reported (Caroline Sévoz-Couche et al. 2013)
(Rivat et al. 2010), all the D rats were in an anxiety-like state at D10.

RSA peak frequency analysis. Power spectral analysis performed on the RR interval signal
extracted from the ECG at D10 revealed that D rats had a lower RSA peak frequency than ND
rats (1.2840.02 vs 1.65+0.02 Hz, respectively, p<0.001, Fig 2D&E). This corresponds to a
respiratory rate of 76.51+2.10 and 99.88+2.19 cpm, respectively. Remarkably, RSA peak
frequency values in D rats were all higher than in ND rats with no overlap between the two
groups (Fig 2E). Thus social defeat had induced a very robust bradypnea in these animals.

Effect of DMH inhibition and NTS 5-HTj; receptors blockade on RSA peak frequency.

Previous work from our lab has shown that DMH inhibition and NTS 5-HTj receptors blockade
markedly reduces the long term cardiovascular effect evoked by social defeat when it is recorded
at D10 (Sévoz-Couche et al. 2013). We sought to find out if this was also the case for the
bradypnea. As shown on Fig 3A, the reduction in RSA peak frequency observed in D compared
to ND rats was still observed after saline but not after bilateral muscimol microinjections into the
DMH. This was confirmed by a statistically significant interaction between the defeat and
treatment effects (p<0.001, Supplemental Table 2). In the same manner, the reduction in RSA
peak frequency in D rats was still observed after saline but not after bilateral injections of
granisetron into the NTS (Fig 3B). This was also confirmed by a significant interaction between
defeat and treatment effects. (p<0.043, Supplemental Table 2).

Therefore, DMH neurons and 5-HT3 NTS receptors contribute not only to the cardiovascular
changes but also to the bradypnea associated with the anxiety-like state induced by social defeat.
Next we asked whether the bradypnea was a result of the anxiety-like state and if it could be

prevented by an anxiolytic treatment.
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Study 1/Group A/Cohort A2- Behavioral and respiratory changes evoked by social defeat at
D10, after anxiolytic treatment.

ND and D rats (n=14 and 13, respectively) of Cohort A2 were treated with continuous infusion of
an anxiolytic (chlordiazepoxide) from D4 to D10. The behavioral tests and physiological
recordings were the same as in Cohort Al (Fig 1).

Elevated plus-maze test. Saline treated D rats still spent less time in open arms than ND rats, as in
Cohort Al. However, this difference disappeared after the chlordiazepoxide treatment (Fig 4A).
The effect was confirmed by a significant interaction between defeat and treatment effects
(p=0.008, Supplemental Table 3). In other words, the anxiolytic treatment was effective.

Adrenal gland weight. As with the elevated plus maze test, chlordiazepoxide treatment prevented
the increase in adrenal gland weight evoked in D rats by the social defeat (Fig 4B). This was
confirmed by a significant interaction between defeat and treatment effects (p=0.029,
Supplemental Table 3).

RSA peak frequency analysis. As in cohort Al, a reduction in RSA peak frequency was observed
in saline treated D rats. The chlordiazepoxide treatment practically abolished this effect (Fig 4C).
This was also confirmed by a significant interaction between defeat and treatment effects
(p=0.044, Supplemental Table 3).

These results confirm those of Cohort A1 and demonstrate that the bradypnea observed in D rats
at D10 is due to the state of chronic anxiety that was induced by the social defeat. The next
question was whether this bradypnea would still be present at a later time, eg at D30, 20 days

later, when anxiety levels are known to have returned to normal (Blugeot et al. 2011).

Study 1/Group B. Behavioral and respiratory changes evoked by social defeat at D30 and
contribution of DMH neurons and NTS SHT3 receptors.

Group B had a total of 73 rats (51 D and 22 ND rats), which were kept until D30, 25 days after
the last session of social defeat (Fig 1).

Body weight. The changes in body weight from D-6 to D10 were practically the same as in
Cohort A1 (Fig 5A). D rats did not put on weight during the four days of social defeat, and were
slow to recover in the following days compared to ND rats (D5: 403+3 vs 433+5g, D10: 424+3

vs 453+5g, respectively). However D rats gradually increased their weight gain thereafter, slowly
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closing the gap with the ND rats. A repeated measure ANOVA from D1 to D30 confirmed a
main group effect (p=0.019, Fig 5A1). Posthoc analysis showed that the difference between D
and ND rats was statistically significant from D5 to D12 but not thereafter.

Elevated plus-maze test. The time D rats spent in the open arms was the same as for ND rats
(183+6 vs 194£10 s, respectively, p=0. 4, Fig. 5B). Thus no sign of an anxiety-like state could be
detected in D rats at D29, unlike in Cohort A1 when they were tested at D9.

Adrenal gland weight. Similarly, at D30, adrenal gland weight in D rats was the same as in ND
rats (10.7+0.3 vs 10.0+£0.4 mg/100g, p=0.3, Fig 5C).

RSA peak frequency analysis. In contrast, RSA peak frequency at D30 was still lower in D rats
than in ND rats (1.44+0.04 vs 1.58+0.02 Hz, respectively, p=0.008, Fig 6A), although the
difference was not as marked as at D10 (less than half). A closer look at individual data of the D
group suggests that it is made up of two subgroups, one with a RSA peak frequency similar to the
ND group and another with a lower frequency (Fig 6A). Consequently, using the lowest RSA
peak frequency of the ND group as the dividing line (1.40 Hz) we arbitrarily divided the D group
into two subgroups, Dy above and Dy below (1.59+0.02 Hz, n=28 and 1.284+0.02 Hz, n=23,
respectively). There was still a main group effect when comparing ND, Dy and Dy, (p<0.001,
Supplemental Table 1), with a significant difference between ND and Dy but not between ND
and Dy (p=0.9 and p<0.001, respectively, Bonferonni post hoc analysis, Fig 6A). A similar
analysis was then performed retrospectively for the other parameters using these three groups
(ND, Dy and Dy). No main effect could be detected for Time spent in open arms in the EPM or
adrenal gland weight (Fig 5B and Fig 5C, respectively p=0.15 and p=0.26, Supplemental Table
1), showing that there was no difference in anxiety-like state between ND rats and the two
subgroups of D rats. In terms of body weight change, no difference could be detected either
between Dy and Dy over the period D1 to D30 (p=088, Fig 5A2).

Thus, although the anxiety levels of D rats had recovered by D30, half of the rats (Dy) still
showed the same bradypnea as at D10. Next we tested the role of the DMH and SHT3 NTS
receptors in this D30 bradypnea as we had done for the D10 bradypnea in Cohort A1 animals.
Effect of DMH inhibition and NTS 5-HT; receptors blockade. As shown in Fig 6B, the D30
bradypnea was still observed in Dy rats after bilateral saline microinjections in the DMH, but not
after bilateral muscimol microinjections. In fact the RSA peak frequency in muscimol injected D

animals was the same as in ND and Dy rats injected with muscimol or saline. Statistical analysis
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confirmed a significant interaction between defeat and muscimol (p=0.02, Supplemental Table 2)
with pair-wise post-hoc comparisons showing a significant difference between muscimol and
saline injected Dy rats (p=0.003) but not between muscimol and saline injected ND and Dy rats
(p=0.585 and p=0.857, respectively). In the same manner, the D30 bradypnea was still observed
in Dy rats after bilateral saline microinjections in the NTS, but not after bilateral granisetron
microinjections. There was a significant interaction between defeat and granisetron (p=0.006,
Supplemental Table 2) with significant pair-wise post-hoc comparisons between granisetron and
saline injected Dy rats (p<<0.001) but not ND and Dy rats (p=0.63 and p=0.89, respectively).
Therefore DMH neurons and SHT3 NTS receptors contribute to the D30 bradypnea of Dy
rats as they did at D10, suggesting that it is the same mechanism operating at the two time points.
In other words, social defeat in these Dy produced a long lasting effect on respiration that
outlasted the anxiety-like state. Next we try to find out when the Dy rats recovered and if there

was any difference between D and Dy rats at an earlier stage.

Study 2. Respiratory changes evoked by social defeat at D30 and time course of the
respiratory changes. This experiment was a longitudinal study conducted on 44 rats implanted
with radiotelemetric probes and kept until D30. At D30, all 44 animals were anesthetised and
their RSA peak frequency extracted from the ECG as in Study 1/Group B. As can be seen on Fig
7A, the distribution in RSA peak frequency in the D group at D30 was wide and very similar to
that of the Study 1/Group B. Consequently, the D group was divided into Dy and Dy subgroups
according to a dividing line which was the lowest RSA peak frequency of the ND group (1.34
Hz). Comparison of these three groups (ND, 1.47+£0.04 Hz; Dy, 1.19+0.03 Hz; Dy, 1.53 + 0.03
Hz) revealed a significant group effect (p<0.001, Supplemental Table 1), with a significantly
lower RSA peak frequency in Dy compared to ND (p<0.001) and Dy (p<0.001). ND and Dy were
similar (p=0.84). Adrenal glands were also weighted at D30. As in Study 1/Group B we found no
difference between ND, Dy and Dy (8.96+0.45, 9.67+£0.37 and 8.2+0.3 mg/100g, respectively,
p=0.10; Supplemental Table 1).

We then looked retrospectively at the changes in RSA peak frequency extracted from the
daily telemetric recording of ECG in the ND, D and Dy rats over the preceding 30 days (Fig
7B). The three groups of rats had the same average RSA peak frequency before social defeat on
D-3 (1.56 += 0.05, 1.59 £+ 0.03 and 1.54 + 0.04 Hz, respectively). A marked drop in RSA peak
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frequency was then observed in the defeated D; and Dy animals, which lasted until D10 as in
Study 1/Cohort Al. Thereafter, Dy rats gradually recovered. Within one week, by D17, they had
fully recovered and were the same as ND rats. In contrast, Dy did not recover and remained at a
low RSA peak frequency until the last day. A repeated measure ANOVA over the entire 30 days
confirmed a significant defeat effect (p<0.001) and a significant interaction between defeat and
time (p<0.001, Fig 7B). Bonferroni posthoc analysis revealed that Dy and Dy rats were
significantly lower than ND rats as early as D2 (1.35 = 0.03, 1.33 + 0.04 and 1.58 + 0.06 Hz,
respectively) and that it was at D17 that Dy (1.48+0.04) became significantly higher than Dy
(1.334£0.03) and equivalent to ND (1.51+0.04 Hz). These differences persisted and were still

present at D30 where they were equivalent to those recorded under anesthesia (Fig 7A and 7B).

Discussion

Our model of social defeat induced a long lasting bradypnea that could be detected as a
reduction in RSA peak frequency up to D30. At D10, it was observed in all the defeated animals
and was associated with an elevated level of anxiety. No anxiety could be detected 20 days later
at D30, however the bradypnea was still present in approximately half of the defeated animals.
Importantly, this long lasting respiratory change was due to an increased activity of the DMH and

NTS 5-HTj; receptors.

Induction of a stress state by social defeat

Previous work from our laboratory has shown that 4 consecutive days of social defeat
induces an anxiety-like state that can be detected 5 days after the last session of defeat (D10)
(Rivat et al. 2010; Blugeot et al. 2011; Sévoz-Couche et al. 2013). This anxiety-like state persists
at least until D15 (Rivat et al. 2010) but has disappeared at D30 (Blugeot et al. 2011). The results
of Study 1 replicate the findings of our previous studies. First, all the defeated rats lost weight
during the social defeat, indicating that it was a major stress. Second, defeated rats spent less time
in the open arm of the EPM at D10, but not at D30, indicating an anxiety-like state at D10 but not
at D30. Similarly, the adrenal glands of defeated rats were heavier in defeated rats at D10 but not
at D30, when compared to non-defeated rats. We also confirmed that these changes in open arm
entry and adrenal weight at D10 were due to an anxiety-like state because they were abolished by

chronic treatment with an anxiolytic from D5 to D10.
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Respiratory alterations induced by social defeat

Respiratory frequency was extracted from the RSA peak frequency of the ECG, which is a
reliable method that can be used in both the anaesthetised and conscious animal as we have
shown recently (Brouillard et al. 2014). The social defeat had a profound effect on breathing
frequency. Basically, all the defeated animals were bradypneic at D10. This bradypnea was
observed under anesthesia (Study 1) as well as in the conscious state when animals were at rest
(Study 2 with telemetry). More importantly, the bradypnea was linked to the anxiety-like state
because it was prevented by anxiolytic treatment from D5 to D10.

However, the bradypnea was still observed in half of the defeated animals at D30 (D)
even though the anxiety-like state was gone at that stage. Indeed, there was no apparent sign of
anxiety or stress in these bradypneic animals, as measured by time spent in the open arms of the
EPM or adrenal gland weight. In this respect they were no different to the other half of defeated
rats whose breathing frequency had returned to normal (Dy), or to the non defeated animals.

Retrospective examination of the changes in breathing frequency in the longitudinal study
of Study 2 (telemetry) revealed that Dy animals had started recovering after D10 and completed
their recovery as a group one week later at D17. Interestingly, our previous work has shown that
the anxiety-like state is still present at D15 in defeated animals (Rivat et al. 2010). It is therefore
likely that bradypnea recovered in parallel to the anxiety state in Dy rats, as one would have
expected. Why, then, did the breathing rate of Dy rats not recover? What made these animals
different? Looking further back in time, before social defeat, Dy rats appear no different to Dy
rats or non defeated rats (ND) in terms of breathing frequency. However, there is a noticeable
trend for a greater reduction in breathing frequency in Dy rats during the social defeat period.
This difference was not statistically significant, but it may be a sign that these animals were either
more sensitive or had experienced a more intense social defeat or were less resilient. A
retrospective examination of the weight curve of Dy and Dy rats in Study 1 can also be done. It
reveals no apparent difference between the two groups of rats before, during or in the 10 days

following social defeat.

Role of the DMH and NTS 5-HT3 receptors in the respiratory alterations induced by social
defeat
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We know from previous work that a neuronal pathway involving the DMH plays a key
role in an autonomic alteration evoked by social defeat, the inhibition of cardiac parasympathetic
activity (Sévoz-Couche et al. 2013). This inhibition of cardiac parasympathetic activity, which is
GABAergic and occurs on vagal preganglionic neurons, is thought to result from an activation of
presynaptic vagal 5-HT; receptors in the NTS, themselves indirectly activated by the DMH
(Sévoz-Couche et al. 2013). Interestingly, depressed breathing can also be obtained by the
activation of an NTS-mediated GABAergic inhibition of an important medullary region involved
in the central command of respiration, the retrotrapezoid/parafacial (RTN-pFRG) region (Moreira
et al. 2007).

To find out if the DMH and NTS 5-HT; receptors are also involved in the bradypnea
evoked by social defeat, we blocked the DMH with bilateral microinjections of muscimol, and
antagonized 5-HT3; NTS receptors with bilateral microinjections of granisetron. As with cardiac
vagal inhibition, we found that blockade of DMH and 5-HT; NTS receptors abolished the
bradypnea of defeated rats at both D10 and D30 (in Dy rats). Similar results were found when
granisetron was given systemically (data not shown), as 5-HT; receptor antagonists can cross the
blood-brain barrier (Costall and Naylor 2004). In line with these results, systemic administration
of ondansetron, another 5-HT3 receptor antagonist has been shown to prevent sleep apneas
(Veasey et al. 2001). This suggests that the same DMH - NTS 5-HT3 neuronal pathway that
mediates the cardiac vagal inhibition may also mediate the bradypnea, probably via a GABAergic
inhibition of the RTN/pFRG.

Classically, an increase in respiratory activity is the characteristic feature of the
physiological response to psychological stress. Some studies that investigated the effects of
disinhibition of neurons within the DMH on respiratory frequency (Reynolds et al. 2008) or on
phrenic nerve activity (McDowall et al. 2007), concluded that acute DMH activation induces
increases in respiratory activity. Conversely, muscimol blockade of the DMH prevents the
tachypnea evoked by acute stress such as a novel environment or restraint (Bondarenko et al.
2015). This discrepancy with our results is not easy to explain because the rats would almost
certainly have been tachypneic and their DMH strongly activated during the social defeat. One
possibility is that long term changes occurred in the DMH and/or its targets that modified the way
it modulates breathing. For example the DMH could have remained active at a subthreshold

level, sufficient to activate NTS 5-HT;-mediated bradypnea but too low to increase respiration
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rate. This needs to be investigated further, but we have observed anecdotally that subthreshold
electrical DMH stimulation that does not increase basal respiratory rate can inhibits RTN/pFRG

chemoreceptor-induced increases in ventilation (personal observation).

Clinical significance

At least to our knowledge, there is no report on the long-term changes in respiration
associated with post-traumatic stress disorder (PTSD). Anxiety and panic disorder are classically
associated with hyperventilation (Smoller et al. 1996; Grassi et al. 2014), however our results
show the opposite. This difference is perhaps due to the form of stress we applied here, ie social
defeat, or to the fact that it was a repeated stress rather than a single traumatic event, hence
associated with anticipation and inescapability. Nevertheless they are consistent with those
described by Kinkead et al (2009) in adult rats after neonatal separation or those of Padley et al
(2005) in Flinder-Sensitive rats. The long-term consequences of bradypnea are not known, but
Anderson and collaborators have suggested the possibility that chronic anticipation of an
avoidance task may lead to hypertension as a consequence of a decrease in respiratory rate and
therefore of renal excretory function (Anderson 1998). A daily correlation between the
development of hypertension and hypoventilation would help to support this hypothesis. Further
work is needed, especially in PTSD patients.

In conclusion, our social defeat procedure induced long-lasting changes in breathing that
lead to a chronic bradypnea. All the defeated rats were affected initially. Recovery occurred in
some animals, but the bradypnea persisted in a group of sensitive rats. The central mechanisms
underlying this long lasting effect include a tonic activation of the DMH that reduced breathing

rate via excitation of NTS 5-HTj receptors.
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Figure 1: Protocol of social defeat.

The experimental procedure consisted of four daily conditioning sessions (D/—D4) involving the
same pairs of residents and intruders. There were two main studies during which RSA peak was
extracted from ECG. In Study I, RSA peak was extracted under anaesthesia at i) D10 (group A)
with microinjections in the DMH and NTS (cohort A1) or with anxiolytic treatment (cohort A2),
and ii) at D30 (group B) with microinjections in the DMH and NTS. The elevated plus maze
(EPM) test was performed the day before ECG recordings. In Study II, RSA peak was extracted
daily in conscious rats implanted with radio-telemetric probes, and finally under anesthesia at
D30.
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Figure 2: Long-term effects (D10) of social defeat on behavioural and respiratory

parameters in non-defeated (ND) and defeated (D) rats, in study I group A cohort Al.
A. Daily body weight measured before, during, and after the four days of social defeat. After the
last session of the social defeat, body weights of D animals were lower than those of ND rats, and
that difference persisted until D10. Each point is the mean+=SEM of data obtained in D and ND
rats.
B. Evaluation of the anxious profile in the elevated plus maze test at D9: D animals spent less
time in the open arms than ND rats. Values are the mean+SEM of data obtained in D and ND
rats. ***p<(.001 versus ND rats.
C. Evaluation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis: the adrenal gland weight relative to the
body weight calculated was higher in D rats compared to ND animals. Values are the mean+SEM
of data obtained in D and ND rats. ***p<0.001 versus ND rats.
D. Spectral analysis of HRV in two representative animals under anesthesia: the RSA peak
shifted to a lower frequency in the D rat (1.3Hz) compared to the ND rat (1.7 Hz), representative
of a long-lasting bradypnea in stressed animals.
E. RSA peak frequency was lower in D compared to ND anesthetised animals . Values are the
mean+SEM of data obtained in ND and D animals. ***p<0.001 versus ND rats.
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Figure 3: Effect of blockade of DMH and NTS 5-HT3 receptors on bradypnea induced by
social defeat at D10, in study I group A cohort Al.
In anesthetised rats, at D10, local microinjections of muscimol (musc, S mM) in the DMH (A) or
granisetron (grani, 2.5 mM) in the NTS (B) reversed the decrease in RSA peak frequency
normally observed in defeated rats. Values are the mean+SEM of data obtained in D and ND rats.
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Figure 4: Effects of anxiolytic treatment on behavioural and respiratory changes induced
by social defeat at D10, in study I group A cohort A2.
Compared to vehicle, chlordiazepoxide treatment prevented the decrease in time spent in open
arms of the elevated plus maze (A), the increase in adrenal gland weight (B) and the bradypnea
(C), normally observed in defeated rats at D10. Values are the mean+SEM of data obtained in D
and ND rats. *p<0.05 and **p<0.01 versus ND, "p<0.05, *p<0.01 and "*p<0.001 versus saline.
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Figure 5: Long-term effects (D30) of social defeat on behavioral parameters in non-defeated
(ND) and defeated (D) rats, in study I group B.

A. As observed previously, body weights of D animals were lower than those of ND rats during
the first days of conditioning sessions and at least until D10. However, at D30, these differences
disappeared. Each point is the mean+SEM of data obtained in D and ND rats.

B and C. Evaluation of the anxious profile and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis of D and
ND rats in the elevated plus maze test at D29. No difference was observed in time spent in the
open arms of the elevated plus maze (B) and in adrenal gland weight relative to body weight (C)
between ND and D rats. Values are the mean+SEM of data obtained in D and ND rats.
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Figure 6: Long-term effect (D30) of social defeat on respiration in non-defeated (ND) and
defeated (D) rats in study I group B, and role of DMH and NTS 5-HT3 receptors in this
effect.

A. At D30, RSA was still lower in D rats than in ND rats. However, D rats could be divided
relative to the lowest RSA peak frequency of the ND group (1.40 Hz), resulting in two
subgroups, Dy (RSA above 1.40 Hz) and Dy (RSA below 1.40 Hz). RSA in Dy rats and ND rats

were similar, while RSA in Dy rats was lower than in ND and Dy rats.
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B and C. At D30, local microinjections of muscimol (musc, 5 mM) in the DMH (B) or
granisetron (grani, 2.5 mM) in the NTS (C) reversed the decrease of RSA peak frequency
normally observed in defeated rats. Values are the mean+=SEM of data obtained in Dy, Dy and
ND rats. **p < 0.01 and ***p<0.001 versus ND, $$p<0.01 and $$$p<0.001 versus DL rats,
"p<0.01 versus saline.
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Figure 7: Long-term effects (D30) of social defeat on respiration in non defeated (ND) and
defeated (Dr, and Dy) rats, in study II.

A. RSA peak frequency in ND and D rats at D30 under anesthesia. D rats (All D) were divided in
relative to the lowest RSA peak frequency of the ND group (1.32 Hz), resulting in two subgroups
Dy and Dy similar to those of Study I, group B (D30). Values are the mean+=SEM of data
obtained in ND, Dy and Dy animals. ***p<0.001 versus ND rats and $$$p<0.001 versus Dy rats.
B. Time course of the changes in RSA peak frequency before, during after social defeat up to
D30. The RSA peak frequency in Dy and Dy rats after social defeat was significantly lower than
in ND rats as early as D2. Dy rats became significantly higher than Dy rats and equivalent to ND
rats from D17 to D30. Dy rats remained bradypneic until the end of the experiment at D30.
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Supplemental Figure: Long-term effects (D30) of social defeat on behavioural and
respiratory parameters in anaesthetized defeated rats, after separation in Dy, and Dy
groups, in study I group B.

A. Body weights of Dy (RSA above 1.40 Hz) and D (RSA below 1.40 Hz) rats were similar
throughout the entire experiment. Each point is the mean+SEM of data obtained in Dy and Dp

rats.
B and C. Evaluation of the anxious profile in the elevated plus maze test at D29 and of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis at D30 in Dy and Dy, rats. No difference was observed in the
time spent in the open arms of the elevated plus maze (B) and in the adrenal gland weight relative
to body weight (C) between Dy and Dy rats. Values are the mean+SEM obtained in Dy and Dy
rats.

Table 1: Statistical analysis of EPM, adrenal gland weighs and RSA in ND or DH or DL rats, in
study I group B and study II based on one-way (subject) ANOVA.

Study I/Group B/ Open arms D29 F(2,70)=2.3, p=0.15
ND-DH-DL
Adrenal gland weight D30 F(2,70)=1.34, p=0.26
RSA D30 F(2,70)=83.6, p<0.001
Study 1/ Adrenal gland weight D30 F(2,41)=2.5, p=0.10
ND-DH-DL RSA D30 F(2,41)=40.076, p<0.001
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Table 2: Statistical analysis of the effects of saline and muscimol injections into the DMH on
RSA, in ND and D rats in cohort Al (group A, D10), and in ND and DH or DL rats in cohort B
(D30), based on two-way (subject, treatment) ANOVA.

RSA in Study I/Group A/ | Defeat (ND or D) F(1,32)=13.8, p<0.001

Cohort Al Treatment (muscimol or saline) | F(1,32)=1.7, p=0.238
Defeat X Treatment F(1,32)=14.3, p<0.001
Defeat (ND or D) F(1,28)=2.9, p=0.098
Treatment (granisetron or saline) | F(1,28)=4.5, p=0.042
Defeat X Treatment F(1,28)=4.5, p=0.043

RSA in Study I/Group B Defeat (ND or DH or DL) F(2,30)=16.5, p<0.001
Treatment (muscimol or saline) | F(2,30)=2.1, p=0.15
Defeat X Treatment F(2,30)=4.3, p=0.02
Defeat (ND or DH or DL) F(2,31)=10.4, p=<0.001
Treatment (granisetron or saline) | F(1,31)=4.1, p=0.050
Defeat X Treatment F(2,31)=6.0, p=0.006

Table 3: Statistical analysis based on two-way (subject, treatment) ANOVA of the effects of

saline and chlordiazepoxide on adrenal gland weight, elevated plus-maze test, and RSA, in ND

(n=7 each) and D (n= 7 and 6, respectively) rats, in cohort A2 (group A, D10).

Adrenal gland weight | Defeat F(1,23)=3.8; p=0.051
Treatment F(1,23)=0.6; p=0.450
Defeat X Treatment F(1,23)=5.4; p=0.029

Open arms Defeat F(1,23)=5.8; p=0.024
Treatment F(1,23)=19.3; p<0.001
Defeat X Treatment F(1,23)=8.4; p=0.008

RSA Defeat F(1,23)=7.8; p=0.009
Treatment F(1,23)=0.1; p=0.882
Defeat X Treatment F(1,23)=4.6; p=0.044
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Résultats complémentaires
Cette section présente des données s'inscrivant dans la problématique présentée dans 1’étude II

mais non incluses dans les publications.

1°) Effet du losartan sur la bradypnée.

Comme il est mentionné plus haut, nous avons montré que les récepteurs AT; semblaient
participer a I’hyperactivité sympathique induite par le stress social, et ce probablement au
niveau de la RVL (résultats complémentaires de 1’étude I). Comme un circuit commun semble
impliquer les récepteurs 5-HT; et AT;, probablement au niveau du NTS, pour induire le
blocage du baroréflexe cardiaque en condition de stress aigu (C. Sévoz-Couche et al. 2003 ;
Paton et Kasparov 1999) ou chronique (Article n°2, article n°4 et résultats complémentaires
de I’¢tude I), nous nous sommes demandés si ce circuit commun pouvait aussi étre
responsable des modifications ventilatoires en stress chronique, et donc si I’activation des
récepteurs AT, pouvait aussi, comme celle des récepteurs 5-HT;, étre impliquée dans
I’hypoventilation induite par le stress social chez les rats Da. Nous avons mesuré le pic ASR
chez les rats ayant subi le protocole avec le traitement appliqué des la fin de la procédure de
stress au losartan (Figure 36). Ainsi, a partir des enregistrements télémétriques, nous avons pu
suivre 1I’évolution de la fréquence respiratoire via le pic ASR de D-3 a D19. Egalement, le pic

ASR a été mesuré a la fin du traitement (D19) sous anesthésie (Figure 36).

Sous anesthésie

Chez le rat éveillé £CaG

Implantation des Enregistrement ECG quotidien l
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Traitement au losartan

Figure 36: Protocole d’analyse du pic ASR en télémétrie et sous anesthésie avec le
traitement au losartan

Dans 1’étude II Article n°4, nous avons pu voir que les deux populations présentaient une
bradypnée des la défaite sociale mais 1’une d’entre elle retrouvait une fréquence respiratoire
normale a D17 (Dy) alors que ’autre présentait toujours une bradypnée jusqu’a la fin du
protocole (D). Le traitement au losartan réalisé¢ entre le premier jour apres la fin de la

procédure de stress (D5) et jusqu’a D19, révele que sous anesthésie a D19, le pic ASR était
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semblable entre les témoins (ND) et les stressés (D) (ND=1,38+0,18 vs D=1,37+0,10, Figure
37B). Les animaux n’ont pas pu étre discriminés entre Dy et Dy;.

Sur DPenregistrement télémétrique, on peut voir que I’ensemble des rats stressés (D)
présentaient bien une diminution du pic ASR au deuxiéme jour de stress (Figure 37A ; D2 :
ND=1,52+0,09 vs D=1,36+0,02) mais que la fréquence respiratoire a retrouvé les valeurs
controles des le traitement commencé. Du fait du manque d’effectif (4 rats ND et 4 rats D), on

ne peut conclure mais ces résultats sont encourageants et doivent étre approfondis.

A )
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Figure 37: Effet du losartan sur la bradypnée. Résultats préliminaires des données
télémétriques (A) et sous anesthésie (B)

2°) Etude du pic ASR chez la souris avec un phénotype de type dépressif

A la suite des observations récoltées chez le rat présentant un phénotype de type anxieux,
nous avons reproduit I’analyse du pic ASR chez la souris a partir du modele induisant un
phénotype de type dépressif (voir résultats complémentaires Etude I). Comme mentionné
auparavant, un test d’interaction sociale a permis de catégoriser les souris stressées présentant
un phénotype de type dépressif, dites sensibles au stress et appelées Dy, et les souris stressées
ne présentant pas de phénotype de type dépressif, dites résistantes au stress et appelées Dg. A

partir de 1a, nous avons mesuré le pic ASR extrait de I’ECG sous anesthésie et nous avons



124

observé que seule la population Dg montrait une diminution du pic ASR par rapport a la

population ND, et non la population DR (Figure 38).
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Figure 38: Catégorisation des souris sensibles Dg et résistantes Dy au stress a partir du
test d’interaction sociale et analyse du pic ASR chez ces deux populations
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CONCLUSION de I’étude 11
L’Article n°3 a permis de renforcer le fait que le pic ASR peut étre un substitut des techniques

habituellement utilisées pour mesurer la fréquence respiratoire. L’accent ici est surtout a
mettre sur le fait que la corrélation perdure méme si 1’activité locomotrice du rat augmente.
Etant donné que les rats utilisés pour 1’étude I étaient implantés avec des capteurs ECG, la
fréquence respiratoire a pu y é&tre extraite. Cela a limité les contraintes liés a un
enregistrement en chambre plétysmographique quotidien et notamment le stress que cela
véhicule. Ainsi, ’impact de la défaite sociale sur la fréquence respiratoire a pu étre évalué en
plus des altérations cardiovasculaires.

Dans I’article n°4, tout comme dans 1’article n°2 de I’étude I, les rats stressés présentaient un
phénotype de type anxieux a D10 qui disparait a D30. De fagon surprenante, nous avons
observé que tous les rats stressés présentaient sous anesthésie une diminution de la fréquence
respiratoire @ D10. La prévention de cette bradypnée a D10 par un traitement anxiolytique
chronique post-stress renforce ce lien entre 1’anxiété et la respiration. De plus, a plus long
terme (D30), seule une partie des rats stressés présentaient toujours cette bradypnée sous
anesthésie, sous-population appelée D;. On retrouve donc un effet respiratoire a D30
semblable aux effets sur le systéme autonomique et cardiovasculaire présentés dans 1’étude I.
Les données quotidiennes obtenues chez les rats éveillés grace aux implants télémétriques
confirment 1’effet de la défaite sociale sur la fréquence respiratoire. En effet, la bradypnée
apparait a D10 chez tous les rats stressés et a D30 seulement chez le sous-groupe D;. Ces
données chez les rats éveillés ont permis de visualiser le moment de différenciation entre les
deux sous-groupes identifiés sous anesthésie a D30. La séparation des deux sous-populations
des rats stressés a lieu a partir de D17. Les travaux précédents sur ce modele de stress ont
montré que le phénotype de type anxieux était encore présent a D15 (Rivat et al. 2010). Ainsi,
on peut supposer que la bradypnée disparait chez une partie des rats stressés en parallele de
I’état anxieux. Cependant, chez une partie des rats stressés, I’instauration d’un profil anxieux
laisse des séquelles a long terme au niveau respiratoire, méme lorsque ce profil a disparu.

La question qui se posait ensuite €tait de savoir si les mécanismes centraux impliqués dans les
altérations cardiovasculaires étaient les mémes que ceux étudiés dans 1’étude 1. Il s’avere que
I’analyse fréquentielle de la VFC révele que le shift du pic ASR vers les basses fréquences,
donc la bradypnée, était réversée chez les rats anesthésiés par le blocage du DMH grace au
muscimol et par le blocage des récepteurs 5-HT3; du NTS par le granisetron. Ceci est observé

chez tous les stressés a D10 et chez les rats présentant toujours la bradypnée (sous-population
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appelée D) a D30. Ainsi, les mécanismes impliqués dans les altérations cardiovasculaires et
autonomiques prennent également part dans la bradypnée observée chez les rats stressés.

Nos études portant sur la souris et présentées dans les résultats complémentaires semblent
indiquer la méme conclusion. En effet, les souris présentant un phénotype de type dépressif
(Ds) présentent une diminution de la fréquence respiratoire basale et les récepteurs 5-HT5 du
NTS semblent étre impliqués. En effet, chez les souris Dg, une surexpression de ces
récepteurs a été trouvée au niveau du NTS.

De plus, le traitement impliquant le losartan, antagoniste des récepteurs AT, réverse aussi
I’apparition a long-terme de la bradypnée. On peut supposer qu’un circuit commun impliquant
les récepteurs AT, et 5-HT3; du NTS soit impliqué dans I’installation d’une telle modification

respiratoire.

En conclusion, cette seconde étude révele donc qu’un stress chronique peut induire des
modifications respiratoires a long terme, en parallele des modifications
cardiovasculaires exposées dans I’étude I. De plus, les mécanismes centraux impliqués
sont semblables. En effet, les résultats obtenus ici révélent une activation chronique du
DMH et des récepteurs 5-HT; du NTS dans la bradypnée observée chez les rats stressés.

Les récepteurs AT, semblent étre impliqués dans cet effet.
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I) Discussion

A) Introduction
Le stress est physiologiquement indispensable pour la survie d’un organisme, pour

faire face et s’adapter a son environnement. On parle alors de « réaction de défense ». Cela
engendre notamment des réponses cardiovasculaires assurées par une hyperactivité
sympathique a ’origine d’une augmentation de la FC et de la PA. Le maintien de ces
modifications cardiovasculaires pendant la durée du stress s’accompagne d’une inhibition de
la composante parasympathique du baroréflexe. Ces modifications physiologiques
s’accompagnent d’une augmentation de la fréquence respiratoire. Le noyau dorsomédian de
I’hypothalamus (DMH) apparait comme une structure clé de la réaction de défense. En effet,
son inhibition préalable abolit toutes réponses neuroendocriniennes, cardiovasculaires et
respiratoires induites par un stimulus stressant (Stotz-Potter et al. 1996 ; DiMicco et al. 2002;
Bondarenko et al. 2015).

Le stress chronique est connu pour induire des troubles anxiodépressifs. Au niveau
clinique, ces pathologies psychiatriques sont souvent liées a des modifications
cardiovasculaires et respiratoires. En effet, de nombreuses études ont notamment rapportés
que les patients anxiodépressifs ont une VFC diminuée avec une altération de la balance
autonomique en faveur d’une hyperactivité sympathique et la composante cardio-vagale du
baroréflexe était aussi réduite (Kawachi et al. 1995 ; Thayer and Lane 2000 ; Cohen and
Benjamin 2006; Mellman et al. 2004 ; Kawachi et al. 1995; Yeragani et al. 1993; Chang et al.
2013). Cette défaillance du baroréflexe cardio-vagale peut d’ailleurs expliquer que ’on
retrouve une hyperactivité sympathique persistante chez les patients anxiodépressifs a
I’origine d’une hypertension (Bajko et al. 2012). Il est maintenant considéré qu’une
diminution persistante de la VFC couplé a une réduction de la sensibilité du baroréflexe
cardio-vagale est considérée comme un indice de risque accrue de survenue de pathologies
cardiaques (hypertrophie ventriculaire, infarctus du myocarde) ainsi que d’événements
rythmiques cardiaques (fibrillations ventriculaires) qui peuvent étre a 1’origine de survenue de
mort soudaine (Kleiger et al. 1987; Yi et al. 1997; La Rovere et al. 1998). La présence d’une
VFC réduite et d’un baroréflexe cardiaque altéré peut expliquer la forte prévalence de
pathologies cardiaques et de déceés d’origine cardiaque chez les patients anxiodépressifs
(Rabins et al. 1985).

Cependant les mécanismes impliqués dans de telles modifications cardiaques, et

notamment la réponse réflexe cardiaque, étaient encore méconnus. Le premier objectif
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de ma theése était donc de modéliser les atteintes cardiovasculaires observées chez les
patients atteints de troubles anxiodépressifs.

Or, si de nombreux modeles de stress chronique existent (stress de contention, chocs
¢lectriques, modeles génétiques, ...), peu induisent toutes les altérations que nous venons de
citer. En effet, si la réduction de VFC apparait dans de nombreuses études, cela a été le plus
souvent réalisé pendant le stress ou juste apres (Grippo et al. 2008b; Porter et al. 2004). De
plus, seule la procédure de stress social peut induire des modifications électriques au niveau
du cceur a I’origine de la survenue d’arythmies ventriculaires ( Carnevali et al. 2013). Mais
cette étude n’a pas démontré de modifications anatomo-morphologiques au niveau cardiaque.
De plus, la réduction du baroréflexe cardiaque et du tonus parasympathique n’est retrouveé
dans aucun modé¢le, méme lors de la défaite sociale ( Sgoifo et al. 2002; Beig et al. 2009).

Nous avons donc entrepris nos études en utilisant un modéle de stress social
validé récemment comme induisant un état d’anxiété, basé sur la défaite sociale et avec
la particularité d’insister sur « ’anticipation du stress ». En effet, les animaux sont placés
face aux agresseurs juste avant la phase de confrontation, ils savent donc que celle-ci
surviendra dans la demi-heure suivante (ils ne sont donc pas dans I’incertitude comme
d’autres modeles d’anticipation, et ressentent le caractére « inévitable » de cette procédure).
Ceci a I’avantage d’étre proche de ce qui peut exister chez I’homme. Ce modéle a non
seulement ¢ét¢ validé comme induisant une activation importante de I’axe du stress, mais
surtout, cette suractivation est beaucoup plus puissante que celle obtenue chez les autres

modeles, puisque le taux de corticostérone est augmenté de facon trés importante.

Pour ¢étudier les mécanismes qui pourraient intervenir dans ces modifications
cardiovasculaires induites par un stress chronique, et partant du principe que celles-ci étaient
semblables a ce qu’on observe en condition de stress aigu, c'est-a-dire, une hyperactivité
sympathique couplée a une inhibition du baroréflexe, nous avons cherché a savoir si les
mémes mécanismes centraux €taient impliqués, et si notamment 1’activation du DMH en était
I’origine. D’autre part des études du laboratoire avaient montré que ’altération du baroréflexe
¢tait due a la stimulation des récepteurs 5-HT3; du NTS, induite indirectement par le DMH
(Netzer et al. 2011; Sévoz-Couche et al. 2003). L’un des objectifs de la thése était donc de
déterminer si le DMH pouvait étre a D’origine des modifications cardiovasculaires
induites par un stress chronique basé sur ’anticipation, avec une attention particuliére
sur Pimplication des récepteurs 5-HT3; du NTS en aval du DMH, pour expliquer la

réduction du baroréflexe cardiaque.
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D’autre part, un stress oxydant induit par 1’angiotensine II et aboutissant a une augmentation
de la protéine BDNF dans des structures bulbaires impliquées dans la régulation
cardiovasculaire a été observé dans un modele d’hypertension (Chan et al. 2010). Nous avons
donc analysé DP’implication de I’angiotensine II et du BDNF dans les altérations

cardiovasculaires induites par le stress social.

Les effets des troubles anxiodépressifs au niveau de la fonction respiratoire sont plus
obscurs et moins étudiés. On retrouve souvent une hyperventilation dans des situations
anxieuses (Smoller et al. 1996; Grassi et al. 2013; Masaoka et al. 2004), et elle serait a
I’origine de symptomes somatiques qui eux-mémes sont interprétés comme étant de nature «
catastrophique », ce qui en retour augmente 1’état d’anxiété (Ley 1985). L hyperventilation se
manifeste par une augmentation de la fréquence respiratoire et du volume courant (Yeragani
et al. 2000; Masaoka et al. 2004; Grassi et al. 2013) et est corrélée au degré d’anxiété
(Burkhardt et al. 2010) ou d’attaque de panique (Yeragani et al. 2000). Au contraire, les
pathologies dépressives sont associées a un pattern respiratoire différent. Un syndrome
dépressif ne semble pas causer de modification de la fréquence respiratoire (Berger et al.
2012). Cependant, lorsque les patients sont atteints de mélancolie, on observe une diminution
de la fréquence respiratoire (Averill 1969). 1l est a noter que les troubles anxieux comme les
troubles dépressifs présentent une forte prévalence avec les pathologies respiratoires telles que
les apnées obstructives du sommeil ou les apnées centrales (Krakow et al. 2015; Cheng et al.
2013). La présence de ces apnées indique donc plutot une dépression des fonctions
respiratoires au repos. Chez ’animal, peu d’études ont étudié cette relation. Il semble que des
animaux hyperanxieux aient une fréquence respiratoire augmentée (Carnevali et al. 2013),
mais une €tude sur ’effet des chocs électriques sur la respiration montre que si une session
augmente la ventilation, la répétition de ces sessions induit au contraire une hypoventilation
(Pavlova and Rysakova 2013; Isom and Elshowihy 1982). Nous avons donc évalué, en
parallele des paramétres cardiovasculaires, I’effet d’un stress chronique sur la fréquence
respiratoire, et étudié I’influence du DMH et des récepteurs 5-HT3 du NTS sur cet effet.

L’angiotensine II dans cet effet a aussi été analysée.
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B) Validation des méthodes
e Modéle de stress social basé sur [’anticipation

Le mode¢le utilisé pour modéliser un stress pathologique au cours de mes travaux a été validé
par des études antérieures comme induisant un phénotype de type anxieux chez le rat 5 jours
apres la fin de la derniére confrontation ou D9 (Blugeot et al., 2011; Rivat et al., 2010; Sévoz-
Couche et al., 2013), qui perdure jusqu’a D15 (Rivat et al. 2010) mais disparait a D30
(Blugeot et al. 2011). Il présente la particularité d’€tre basé sur un principe d’anticipation
sociale et est donc bien représentatif de 1’étiologie de I’anxiété chez 1I’humain. Au cours de
mes travaux de thése, nous avons effectivement obtenu par ce modéle un effet stressant. La
prise de poids des animaux subissant la procédure expérimentale était diminuée par rapport a
celle des animaux témoins. De plus, nous avons bien constaté une suractivation de I’axe HHS.
En effet, a D10, le poids des glandes surrénales étaient bien supérieur chez les animaux ayant
subi un stress par rapport a celui des animaux contrdles. Enfin, nous avons bel et bien observé
a D9 un phénotype de type anxieux chez les rats ayant subi la défaite sociale. Ce phénotype a
¢té mesuré selon deux criteres, a savoir le temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en
croix, ce temps étant diminué (ce qui montre une diminution de la volonté d’exploration des
animaux) chez les animaux stressés. Un traitement anxiolytique ayant prévenu ces
modifications a permis de conforter le fait que ces altérations comportementales et
physiologiques étaient induites par I’instauration d’un état d’anxiété. Par conséquent, le
modele utilisé a bien répondu aux trois critéres d’homologie, d’isomorphisme et de prédiction

attendu dans la modélisation expérimentale.

e L’arythmie sinusale respiratoire (ASR) comme reflet de la fréquence respiratoire

La VFC est communément étudiée pour déterminer la fonctionnalité du systéme nerveux
autonome, et donc de la balance sympathovagale. Elle est déterminée par 1’analyse temporelle
et spectrale de I’intervalle de temps entre deux battements (intervalle RR), extrait de ’ECG.

I1 est communément admis que 1’analyse spectrale de la VFC fait apparaitre deux bandes de
fréquence différentes, une de basse fréquence appelée LF et une de haute fréquence appelée
HF (Pagani et al. 1986). La bande LF résulte des influences sympathiques et
parasympathiques sur le cceur, alors que la bande HF est d’origine exclusivement vagale
puisqu’elle disparait lorsqu’on administre de 1’atropine, antagoniste des récepteurs a
I’acétylcholine (Ohmura et al. 2001). Le ratio des aires sous la courbe des bandes LF et HF
(LF/HF) et la bande LF normalisée (LFnu) sont des indicateurs classiques de 1’activation

sympathique, alors que la bande HF et HFnu sont analysées pour étudier le tonus
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parasympathiques (Denver et al. 2007; Kuwahara et al. 1994). Or la bande HF, si elle est
modulée par le tonus vagal, est en fait le reflet de I’influence de la respiration sur le ceeur.
Cette bande est aussi appelée arythmie sinusale respiratoire (ASR). La FC varie au cours de
I’inspiration (augmentation) et de 1’expiration (diminution). En effet, lors de 1’inspiration
(phase active de la respiration), les mécanorécepteurs sino-atriaux sont activés, et vont
influencer d’une part les neurones sympathoexcitateurs de la RVL (Molkov et al. 2010;
Eckberg 2003) et d’autre part inhiber les neurones prémoteurs parasympathiques qui
normalement ralentissent le cceur. Au contraire, lors de 1’expiration, le baroréflexe sera laissé
libre d’étre activé et le tonus parasympathique est augmenté. De plus, les neurones de
deuxiéme ordre du baroréflexe activent les neurones post-inspiratoires de la CCR pour
faciliter ce passage a I’expiration. Ainsi, I’ASR, constitue un moyen d’explorer non seulement
le tonus parasympathique, mais aussi d’explorer indirectement la fréquence respiratoire. En
effet, il est admis que le pic majeur apparu dans I’ASR est le reflet de ces changements
expiratoires et donc du cycle respiratoire. Plusieurs études ont rapporté ce constat au niveau
clinique et expérimental (Denver et al. 2007; Boychuk and Hayward 2011). Cependant, dans
toutes ces études, les comparaisons ont été réalisées de fagcon contrainte, a partir de simple
régression linéaire et uniquement en absence totale d’activité.

Notre but, puisque nous voulions étudier la fréquence respiratoire non seulement chez
I’animal anesthésié mais aussi chez le rat éveillé laissé libre de toute contrainte, apreés
application d’un stress chronique, était tout d’abord de valider cette corrélation entre
pic ASR et fréquence respiratoire dans différentes conditions : avec ou sans anesthésie,
avec ou sans activité.

Nous avons donc analysé cette corrélation par la méthode de Passing-Bablok. Cette méthode
présente 1’avantage d’étre indépendante des hypothéses de la régression lin€aire classique
(Fuhrman and Chouaid 2004). L’analyse par Passing-Bablok est souvent utilisée pour
comparer deux techniques mesurant la méme variable. Dans notre étude, la fréquence
respiratoire obtenue avec le pic ASR est confrontée a la fréquence respiratoire obtenue soit
par un pneumotachographe chez I’animal anesthésié¢ soit par enregistrement subpleural chez
I’animal vigil. La méthode de Passing-Bablok révele ainsi que dans ces deux conditions, le
pic ASR est parfaitement représentatif de la fréquence respiratoire puisque la pente et
I’interception de la droite de régression sont dans les intervalles de confiance relatifs (95%).
De plus, I’activité n’influe pas sur cette corrélation chez 1’animal éveillé. Ces observations ont
été également validées en utilisant une autre méthode de corrélation, 1’Altman-Bland plot.

Cette méthode permet également d'étudier la concordance entre deux mesures de la méme
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grandeur en les visualisant sur un graphique représentant 1’écart entre chaque couple de points
(en ordonnées) en fonction de la moyenne pour chaque couple de points (en abscisse), et a
I’avantage de faire apparaitre les biais.

Par ailleurs, 1’analyse de cette corrélation sur des séquences contenant des patterns
respiratoires irréguliers tels que le sniffing a été réalisée. Le sniffing dure en général quelques
secondes (10s maximum) sur les 90 secondes du segment analysé. Or, lors d’une période de
sniffing, la fréquence respiratoire est en moyenne a 7 Hz, mais aucun pic au-dela de 4 Hz n’a
¢été observable sur le spectre, et la moyenne de la fréquence respiratoire sur les 90s ne tient
pas en compte ces périodes de sniffing. Ceci confirme les observations de recherches
antérieures sur ce sujet (Hirsch and Bishop 1981). Le sniffing correspond a des séries
d’inspirations rapides et forcées suivi de petites expirations passives (Tomori et al. 1998),
ainsi, pendant ces périodes de sniffing, il est possible qu’il n’y ait pas d’activation des
mécanorécepteurs pulmonaires expliquant que I’ASR n’est pas impliquée lors de sniffing
(Taha et al. 1995) et donc que sa fréquence sur le spectre de la VFC n’est pas modifié. De
plus, il apparait logique que la fréquence de sniffing de 7 Hz, trop proche de celle de la FC
(5Hz) ne puisse étre décelée sur une analyse fréquentielle de I’intervalle RR.

Nous avons donc validé le fait que nous puissions étudier la fréquence respiratoire a
partir du pic ASR. Celui-ci, obtenu simplement a partir de ’ECG, constitue donc un

moyen non invasif et simple d’utilisation pour mesurer la fréquence respiratoire.

C) Modélisation du lien entre I'anxiété et les troubles

cardiorespiratoires
Notre étude a porté€ ici sur I’exploration des fonctions cardiovasculaires et respiratoires

dans des conditions de stress chronique. Par ailleurs, les études ont été réalisées a distance du
stress afin de ne pas biaiser les données par le stress en lui-méme, et donc éviter de se
retrouver en condition de stress aigu.

Lors de notre étude, lorsqu’un profil de type anxieux a été induit a distance du stress
(soit a D10), les rats stressés présentaient une hyperactivation sympathique, observable par
une hypertension, une augmentation de la FC et une diminution de la variabilité de la VFC.
Pour la premiére fois nous avons pu montrer que la défaite sociale basée sur I’anticipation
induisait bel et bien une inhibition du baroréflexe cardiaque et une réduction du tonus vagal.

Au niveau respiratoire, I’effet de I'anxiété est différent de ce que 1’on pouvait attendre
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puisque les rats stressés présentent une bradypnée a D10. La notion de réelle hypoventilation
ne peut clairement étre mentionné ici, puisque celle-ci impliquerait que le volume courant
(Vr) soit identique ou diminué, et que nous n’avons pas enregistré ce parametre dans la
plupart de nos études. Cependant, il faut noter que dans quelques expériences réalisées avec
I’enregistrement de la respiration sous-pleurale, il semble que le volume sous-pleural
correspondant a chaque cycle soit diminué chez les animaux stressés. Méme si ces
expériences ont été réalisées sur un petit groupe d’animaux seulement, on peut envisager que
la bradypnée observée chez nos animaux soit le reflet d’'une réelle hypoventilation. 11 faut
rappeler que certaines études expérimentales basées sur un protocole de stress semblable au
notre, a savoir sur une anticipation répétée, ont observé une réduction de [Dactivité
respiratoire. Ainsi des chocs électriques répétés, dont I’animal pouvait anticiper 1’arrivée,
induit une hypoventilation (Isom and Elshowihy 1982). De plus, une étude expérimentale et
clinique a montré une association entre ’anticipation d’une tache stressante s’accompagne

d’une hypoventilation (Anderson 1998).

En regardant a plus long terme, soit 25 jours post-stress (D30), nous avons pu nous
apercevoir que les altérations cardiovasculaires persistaient chez une partie (environ 50%) des
animaux et ce malgré le fait que le phénotype de type anxieux ne soit plus présent a ce stade
(plus de différence de poids des glandes surrénales et de temps passé dans les bras du
labyrinthe en croix par rapport aux animaux témoins). Ces animaux avaient la particularité
d’étre caractérisés par un ratio LF/HF trés haut par rapport aux contréles et aux autres
animaux. Nous avons donc appelé ces rats D4 pour un ratio « Above » (donc supérieur) a la
valeur maximale du ratio des rats contrdles (les autres rats ayant €t¢ stressés mais ayant un
ratio « Below » (donc inférieur) a la valeur maximale du ratio des rats controles étant appelés
Dg). Ces animaux Dj présentaient non seulement une activité sympathique trés importante,
mais également une hypertrophie du myocarde, contrairement aux rats Dg. Sur le plan
respiratoire, la bradypnée persiste aussi @ D30 chez environ 50% des animaux ayant subi la
procédure de stress. Ce sous-groupe, avec un pic ASR de fréquence basse ou « Low » a été
appelé Dy.

Il existe donc un lien probable entre les altérations cardiovasculaires et respiratoires.
Ainsi, lorsque nous avons évalué, chez le rat anesthésié, la proportion d’animaux ayant un pic
ASR bas chez les animaux ayant un ratio LF/HF haut, il apparait une large proportion (83%)
d’animaux Dy chez les animaux D4 (Figure 39). Ainsi, sur la totalité des rats stressés, 45%

présentent les altérations cardiovasculaires et la bradypnée (D + Dy).
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Figure 39: Proportion a D30 des sous-populations Dy, et Dy au sein des groupes D, et Dp

Les mémes observations ont été obtenues chez les souris soumises au stress social. Les souris
« susceptibles » étaient caractérisées par une hyperactivité sympathique associée a une
réduction du baroréflexe et une bradypnée. Nous pouvons donc penser a ce stade qu’il existe
une réelle relation entre altération cardiovasculaire et respiratoire chez 1’animal ayant subi un
stress, et on peut émettre plusieurs hypothéses sur cette relation :

-Soit I’hyperactivité sympathique et la bradypnée sont des effets paralléles du stress, qui
peuvent impliquer des circuits initiaux communs mais indépendants 1’un de 1’autre,

-Soit I’hyperactivit¢é sympathique peut induire une hypoventilation compensatrice pour
diminuer la charge viscérale et essayer de réduire la FC et le débit cardiaque pour diminuer la
PA,

-Soit I’hypoventilation peut induire (ou au moins aggraver) I’hyperactivité¢ sympathique. Une
¢tude d’Anderson (1998) va dans ce sens. En effet, Anderson et ses collaborateurs ont évoqué
la possibilité qu’une anticipation chronique puisse mener au développement d’une
hypertension comme conséquence d’une diminution de la fréquence respiratoire.
L’hypoventilation observée meénerait a une augmentation de la Pcop et a une alcalose
métabolique, qui induirait une inhibition de la sécrétion rénale de sodium et de la pompe
Na/K/ATPase a l'origine d’une augmentation de la PA (Anderson 1998; Anderson and
Chesney 2002).
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Cependant 1’étude rétrospective des altérations cardiorespiratoires chez les animaux DA/Dg et
Dy /Dy, au contraire, ne va pas dans le sens des deux derni¢res hypothéses. En effet, il semble
que les modifications débutent chez tous les animaux en méme temps et différent ensuite dans
leur récupération chez les animaux Dg et Dy. En effet, I’augmentation du ratio LF/HF chez les
rats Dy et Dp est concomitante avec la diminution du pic ASR chez les rats Dy et Dy (des
D2), il n’y a donc pas de décalage dans 1’apparition de ces altérations. De plus, le ratio
retrouve des valeurs proches de celles des témoins des la fin du stress social chez les rats Dg,
alors que les rats Dy retrouvent des valeurs du pic ASR proches des valeurs controles vers
D17 seulement. Pour confirmer ce fait, une analyse des modifications quotidiennes des pics
ASR chez les animaux D, et Dg montre bien que les pics ASR sont réduits jusqu’a D30 chez
les rats Da, et qu’ils sont réduits chez les rats Dy jusqu’a D17 avant de remonter vers des
valeurs normales (alors que, pour rappel, le ratio LF/HF est redescendu vers des valeurs

normales vers D4) (Figure 40).
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Figure 40: Modification du pic ASR au sein des sous-groupes D1/Dg

Le méme profil est retrouvé quand on regarde 1’évolution de la PA, et en particulier de la PA
systolique, ainsi que de la fréquence cardiaque. Cependant, il est a noter que chez les animaux
D4, les valeurs de PA et de fréquence cardiaque reviennent plus rapidement a la normale, ce
qui montre que des circuits compensatoires apparaissent. Il semble donc que les altérations
cardiorespiratoires soient induites de facon associées mais indépendantes par le stress

social.
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L’¢étude rétrospective a également révélé deux faits importants :

- On pourrait penser que les différences cardiorespiratoires entre les sous-groupes
d’animaux pourraient s’expliquer par des facteurs antérieurs a la défaite sociale
comme par exemple, ’environnement maternel ou la position hiérarchique au sein de
la fratrie (Macri et al. 2009; Trombini et al. 2012). Cependant, on ne remarque aucune
différence pour les valeurs du ratio LF/HF entre les animaux ND, D, et Dg_ni pour les
valeurs du pic ASR entre les rats ND, Dy et Dy, en amont de la défaite sociale, a D-3.

- Les rats Dy caractérisés par un ratio LF/HF supérieur aux autres groupes d’animaux,
ainsi que par un tonus vagal réduit, sont plus susceptibles que les autres groupes
d’animaux a subir ’apparition d’arythmies ventriculaires a long terme. En effet, si les
rats Da et Dp présentent une augmentation du nombre d’arythmies des le début de la
défaite sociale, ce nombre augmenté persiste chez les rats Dy et revient a des valeurs

contrdles chez les rats Dy vers D15.

D) Identification du role du DMH et des récepteurs 5-HT3 du NTS
A court terme (D10) et a long terme (D30) apres la défaite sociale, I’inhibition du DMH

réverse I’ensemble des modifications cardiovasculaires observés chez les rats anesthésiés. En
effet, cela diminue la PA et la fréquence cardiaque, supprime 1’augmentation des parameétres
sympathiques de la VFC, et restaure la fonctionnalité cardio-vagale du baroréflexe. On sait
que Dactivation du DMH est responsable des changements comportementaux et
physiologiques typiques d’une réaction a un stimulus stressant (Chapitre II, III)D) ). Au
niveau cardiovasculaire, le circuit neuronal est bien décrit dans la littérature avec des
connections excitatrices directes vers la RVL, a lorigine d’une suractivation du tonus
sympathique (Fontes et al. 2001). Il semble donc qu'en condition de stress chronique, la DMH
serait suractivée et induirait la stimulation de la RVL pour induire I'hyperactivation

sympathique.

De la méme fagon, a D10 et D30, le blocage des récepteurs 5-HT; par le granisetron, s’il ne
prévient pas [’hyperactivité sympathique, restaure la fonctionnalité cardio-vagale du
baroréflexe. De plus, les souris « susceptibles » a la défaite sociale ont été caractérisées par
une augmentation de I’expression des récepteurs 5-HT; dans le NTS. Ainsi, le circuit
impliqué dans la réduction du tonus parasympathique semble étre le méme qu’en condition de

stress aigu (Figure 41). Le DMH agit indirectement sur le NTS via la dIPAG, le CnF et le
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raphé magnus (Netzer et al. 2011). Ce dernier contient des neurones sérotoninergiques
projetant vers le NTS. Les études antérieures réalisées au laboratoire ont montré qu’au niveau
du noyau du tractus solitaire (NTS), la sérotonine ainsi libérée stimule les récepteurs 5-HT3; du
NTS, situés sur les afférences vagales. La sérotonine provoque une inhibition GABAergique
de la composante cardio-vagale (parasympathique) du baroréflexe (Merahi et al. 1992; Sévoz-

Couche et al. 1998 ; Comet et al. 2005; Netzer et al. 2011).
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Figure 41: Réle du DMH et des récepteurs S-HT; dans I’inhibition de la bradycardie du
baroréflexe en condition de stress aigu

De plus, I’activation des récepteurs 5-HT3 du NTS provoque une augmentation de la PA par
une action directe sur les cellules sympathoexcitatrices de la RVL (Sévoz-Couche 1997 et
1997). On pourrait penser que celle-ci puisse €tre a I’origine de la réponse pressive induite par
la stimulation du DMH en condition de stress aigu ou chronique. Mais cela ne semble pas étre
le cas car le granisetron ne bloque aucun de ces deux effets presseurs, il s’agit donc de circuits

différents.

Au niveau respiratoire aussi, il apparait que la RVL est impliquée dans les réponses induites
par la stimulation du DMH (Barna et al. 2014). Cependant, cette réponse en condition de
stress aigu est une hyperventilation (Hilton 1982), et ce circuit ne semble pas étre impliqué ici

puisque, méme si des épisodes de tachypnées mélées a des apnées ont été observées pendant
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les phases de soumission lors du stress social (data non montrées), il apparait que c’est bien
une bradypnée chronique qui est observée a distance du stress. Nous avons pu montrer que
le stress social induisait en fait une activation des récepteurs 5-HT3 du NTS pour induire

cette bradypnée. Ceci suggére qu’il y aurait un circuit commun qui induit non seulement une

réduction du tonus parasympathique mais aussi la bradypnée, et qui fait intervenir les

récepteurs 5S-HT3; du NTS. D’autre part, le blocage de la bradypnée ne coincide pas avec le

blocage de I’hyperactivité¢ sympathique puisque les paramétres sympathiques de la VFC ne
semblent pas étre modifiés par le granisetron (ceci va donc a ’encontre du fait que la
bradypnée puisse induire I’hyperactivité sympathique). Cependant il est a noter que la
stimulation aigue des récepteurs 5-HT3 du NTS n’induit pas par elle-méme de modifications

de la fréquence respiratoire.

Une explication dans ’origine de cette bradypnée par les récepteurs 5-HT; du NTS peut
résider dans une étude récente, qui montre qu’une stimulation faible du DMH induit toujours
une hyperactivation sympathique, mais ne provoque plus de modification respiratoire tout en
induisant dans le méme temps le blocage de la réponse hyperventilatoire du chémoréflexe
carotidien (data non montrées). On peut donc supposer que lors du stress social, la réponse
hyperventilatoire du chémoréflexe carotidien puisse étre bloquée. En ligne avec cette
hypothése, la mise en silence du chémoréflexe périphérique induit une baisse de la fréquence
cardiaque basale (Hayward 2001; Tafil-Klawe et al. 1991; Roux et al. 2000; Otake et al.

1992). Or, Dlactivation des récepteurs 5-HT; du NTS bloque la composante vagale du

chémoréflexe (Sévoz et al. 1997). et on peut donc supposer qu’elle bloque aussi la

composante ventilatoire de ce réflexe (un schéma récapitulatif, faisant aussi intervenir les

récepteurs AT, est proposé Figure 42).

E) Role de I'angiotensine II
Le BDNF sanguin

Une ¢étude du précédent laboratoire dans lequel j’ai travaillé a montré que suite a ce protocole

de défaite sociale induit sur 4 jours, tous les rats stressés présentaient un taux de BDNF



140

diminué dans le sérum (Blugeot et al. 2011). Ce taux bas a largement été¢ décrit dans des
modeles chroniques de stress et dans les pathologies dépressives (Zhao, Zhang, et Pan 2015 ;
Hayley et al. 2015). Or la persistance d’un taux bas du BDNF est en fait un marqueur de
vulnérabilité¢ a la dépression (Blugeot et al. 2011). Nous avons donc étudié¢ le niveau de
BDNF circulant dans nos populations D, et Dg. Nous avons pu montrer que ce taux restait
bas chez les animaux D, seulement. Nous avons donc pu montrer 1’existence d’une
population d’animaux vulnérables a la dépression, qui présentaient des altérations
cardiovasculaires et respiratoires persistantes. Le fait que ce modele, n’induisant en soit pas
de symptomes dépressifs mais anxieux, met en évidence une population tout de méme
vulnérable a la dépression, peut expliquer que nous retrouvions une modification respiratoire

(bradypnée) plus proche des pathologies dépressives que celle des pathologies anxieuses.

Le BDNF au niveau de la RVL

De nombreuses €tudes ont rapporté I’implication d’un stress oxydant au niveau central dans
I’hypertension (Zimmerman and Davisson 2004; Peterson et al. 2006). En effet, le stress
oxydant dans la RVL par accumulation de I’anion superoxyde joue un role important dans le
mécanisme neuronal de I’hypertension en augmentant 1’activité vasopressive du systéme
nerveux sympathique (Zimmerman and Davisson 2004; Peterson et al. 2006; Nagae et al.
2009; Chan et al. 2005; Chan et al. 2006). La lignée de rat SHR (mod¢le d’hypertension
chronique) présente un stress oxydant au niveau de la RVL da a un phénotype déficitaire dans
la production et ’activité de la superoxyde dismutase (enzyme antioxydante) ( Chan et al.
2006). En effet, le BNDF, connu pour ses actions neurotrophique, agit aussi en s’opposant a
I’accumulation de molécules oxydantes telles que 1’anion superoxide ou la NADPH dismutase
(Boyadjieva and Sarkar 2013). Nous avons donc évalué chez nos rats stressés si une telle
modification dans I’expression du BDNF pouvait survenir, ce qui pourrait étre un lien avec la
survenue de I’hyperactivité sympathique. Cette hypothese a été vérifiée puisque nos
résultats montrent une augmentation du taux de protéine du BDNF dans la RVL chez
les rats ayant subi le stress social, mais uniquement chez les rats présentant des

altérations cardiovasculaires persistantes (D4).

Lien avec [’angiotensine II. Comme nous 1’avons vu dans I’introduction (Chapitre I,

I)A)2)), I’angiotensine joue un role important dans la régulation de la PA. Il a ét¢ démontré
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dans plusieurs modeles animaux d’hypertension, que le systéme rénine-angiotensine central
¢tait suractivé (Senanayake et al. 1994; Campbell et al. 1995; Teruya et al. 1995).

La microinjection d’angiotensine II dans la RVL (Allen et al. 1988; Andreatta et al. 1988;
Averill et al. 1987; Jensen et al. 1992; Simpson 1981; Severs and Daniels-Severs 1973)
augmente la PA. L’angiotensine II agirait sur les neurones sympatho-excitateurs de la RVL
par I’intermédiaire des récepteurs AT;. Ces observations ont été¢ confirmées par des études in
vitro qui ont montré que 1’angiotensine Il évoque une dépolarisation des neurones sympatho-
excitateurs, due a une diminution de la conductance potassique (Li and Guyenet 1996) et
passant par les récepteurs AT, (Sumners et al. 1996). D’autre part, la microinjection de
losartan (antagoniste des récepteurs AT;) dans la RVL chez des rats SHR réduit I’activité
sympathique et la PA moyenne (DiBona and Jones 2001; Tagawa and Dampney 1999). De
plus, ’expression des récepteurs AT, centraux est influencée par divers facteurs tels que le
stress ou la déshydration et une surexpression est retrouvée chez les rats SHR et dans des
modeles expérimentaux d’hypertension (Chen et al. 2014; Barth and Gerstberger 1999;
Saavedra et al. 1986; de Oliveira-Sales et al. 2010).

Chan et al en 2010 ont mis en évidence les mécanismes au sein de la RVL expliquant
I’accumulation du stress oxydant et son role dans I’hypertension, et ont découvert le role clé
de I’angiotensine II (Chan et al. 2010). Ceci n’est pas surprenant puisque 1’action principale
de I’angiotensine II via les récepteurs AT; au niveau intracellulaire est sur les voies de
signalisation induisant un stress oxydant (Bekay et al. 2003). Dans le méme contexte, le
BDNF est augmenté dans la RVL dans un mode¢le expérimentale d’hypertension induit par
I’accumulation d’angiotensine II (Chan et al. 2010), pour s’opposer au stress oxydant.
Inversement, 1’augmentation de BDNF lui-méme dans le PVN induit une hyperactivité
sympathique par I’activation des neurones contenant I’angiotensine II (Erdos et al. 2015). Il y

a donc un lien évident entre BDNF augmenté et implication de I’angiotensine II.

Au vu du role de I’angiotensine II sur le plan cardiovasculaire et de nos données
montrant une hyperactivité sympathique et une augmentation de BDNF dans la RVL,
nous avons émis I’hypothése que lors du stress social, I’angiotensine Il peut étre
impliquée pour expliquer I’hyperactivité sympathique. En effet le DMH a des connections
glutamatergiques directes avec le PVN, structure contenant des neurones synthétisant
I’angiotensine II (Womack and Barrett-Jolley 2007). Des connexions directes existent entre le

PVN et la RVL (Yang and Coote 1998).
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Tout d’abord nous avons confirmé le fait que la microinjection dans la RVL d’un antagoniste
des récepteurs AT, le losartan, était capable de bloquer 1’hyperactivité sympathique induite
par la stimulation du DMH. Nous avons aussi traité chroniquement les rats avec le losartan
des la fin de la procédure de stress. Les résultats obtenus a la suite de ce traitement,
malgré un nombre de rat encore trop faible, permettent d’observer une tendance a
prévenir I’hypertension et I’hyperactivité sympathique induite par le stress chronique
chez les rats stressés, et aucune différenciation entre rats D, et Dg ne peut plus avoir
lieu. On peut penser que le BDNF est donc surexprimé en permanence chez les rats Da, du

fait de la libération continue d’angiotensine II.

Le BDNF au niveau du NTS

Un stress oxydant dans le NTS a été décrit expliquant le déficit vagal dans le transfert
d’information vers le noyau ambigu (NA) (Tsai et al. 2013). De plus, un modele
d’hypertension induit le blocage du baroréflexe vagal par la présence d’un stress oxydant au
niveau du NTS (Wong et al. 2002). Enfin, ’augmentation de BDNF endogeéne dans le NTS
inhibe les neurones du deuxiéme ordre du baroréflexe cardiaque (Clark et al. 2011). Au vu de
ces informations, la présence d’un stress oxydant dans le NTS peut expliquer la réduction du
baroréflexe cardiaque et la bradypnée observées dans nos études. Nos résultats vont dans ce
sens puisque nous observons une augmentation du BDNF dans le NTS chez les rats Dy
qui commence a D10 mais n’est pas significatif, et qui le devient a D30. Cette
augmentation est également constatée chez les souris Ds.

Lien avec l’angiotensine II. L angiotensine II inhibe la composante cardio-vagale du
baroréflexe (Arnold et al. 2010; Polson et al. 2007; Tan et al. 2007; Matsumura et al. 1998)
(Luoh 1998, 2009), et son action se localise au niveau du NTS ( Michelini and Bonagamba
1990; Casto and Phillips 1986 ; Paton and Kasparov 1999). De plus, dans un mod¢le animal
d’hypertension induite par I’administration chronique d’angiotensine II, les rats présentent
une altération du baroréflexe cardio-vagal a la suite d’une perturbation de la connectivité des
neurones du NTS vers les neurones prémoteurs parasympathiques du NA (Tsai et al. 2013).
Cette altération du baroréflexe est inhibée par le blocage des récepteurs AT du NTS (Wang et
al. 2007). Il se pourrait donc que, comme pour la RVL, I’angiotensine II a I’origine d’un
stress oxydant (et donc d’une augmentation du BDNF) induise le blocage du baroréflexe
cardiaque via son action sur les récepteurs AT;. Nous avons testé cette hypothése en vérifiant
I’effet du traitement chronique au losartan sur les rats stressés. Nous avons pu observer que

le losartan a aussi réversé le blocage du baroréflexe parasympathique apparu aprés le
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stress social chez tous les rats stressés, et aucune dissociation entre rats D, et Dy ne

pouvait avoir lieu.

Nous avons déja évoqué le circuit commun qui semble exister au niveau du NTS pour
expliquer la réduction du baroréflexe vagal et la bradypnée par les récepteurs 5-HT; locaux.
Comme ces modifications font aussi apparaitre le role des récepteurs AT, dans cette structure,

il doit y avoir un lien entre les récepteurs AT, et 5-HT; du NTS pour expliquer ’apparition de

ces altérations cardiorespiratoires. Une étude supporte cette hypothése. En effet, au niveau de

I’aire septale, la stimulation des récepteurs 5-HT; semble agir sur un systéme
angiotensinergique locale pour activer des interneurones GABA portant des récepteurs ATy,
et ainsi induire I’inactivation des neurones en lien avec les neurones prémoteurs
parasympathiques du noyau ambigu et réduire la réponse cardiaque du baroréflexe (et aussi
celle du chémoréflexe carotidien) (Urzedo-Rodrigues et al. 2011). Nous pouvons penser que
le méme circuit est impliqué au niveau du NTS pour inhiber la réponse vagale du baroréflexe
apres le stress social (Figure 42). En effet, si des connexions directes existent entre le PVN et
le NTS pouvant expliquer la libération de I’angiotensine II dans le NTS lors du stress social
(Affleck, Coote, and Pyner 2012), il est & noter que le NTS contient aussi un systeme
angiotensinergique local (Urzedo-Rodrigues et al. 2011; Cheng et al. 2012).

Enfin, il se pourrait que le méme circuit puisse aussi expliquer la bradypnée induite par le

stress, car I’angiotensine II 1) induit une baisse d’activité du nerf phrénique et le blocage de la
réponse cardio-vagale du chémoréflexe carotidien (Paton and Kasparov 1999) et ii) le losartan
réverse la diminution du pic ASR lors de notre étude. L’ensemble de ces résultats, avec ceux
obtenus précédemment (Sévoz-Couche et al. 2003), suggerent que les interneurones GABA, a
la suite de 1’activation des récepteurs 5-HT; puis AT, pourraient aussi inhiber les neurones
impliqués dans D’hyperventilation du chémoréflexe carotidien et produire ainsi une

hypoventilation a long terme (Figure 42).
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Figure 42: Schéma hypothétique des mécanismes impliqués a la fois dans ’inhibition du
baroréflexe et dans la bradypnée induite par I’activation du DMH

II) Perspectives

A) Angiotensine et BNDF
Le role de I’angiotensine II et des récepteurs AT, est clairement suggéré par nos résultats.

Cependant le faible effectif de ces expériences implique la prudence sur ces résultats, et il
faudra attendre des expériences complémentaires en vue d’augmenter le nombre d’animaux
ayant recu le losartan. De plus, ’administration par une pompe osmotique de solution saline
ne modifie pas les parameétres cardiorespiratoires des rats stressés chez les animaux
anesthésiés a D10 puisqu’ils restent altérés par rapport aux rats controles (résultats obtenus
dans I’article 1 en controle du traitement anxiolytique). Cependant nous n’avons pas encore
procédé a I’analyse quotidienne des parametres cardiorespiratoires sur des animaux ayant regu
une telle infusion et ce jusqu’a D19, et nous devons faire ces expériences pour les comparer a
I’effet quotidien du losartan. De plus, il est clair que I’implication de cette substance est a
¢tablir par des microinjections locales de losartan dans la RVL et le NTS, en condition de

stress chronique.
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Des expériences complémentaires immuno-histologiques devront étre effectuées en vue de
déterminer si les récepteurs AT; sont surexprimés dans la RVL comme dans les études
utilisant divers modeles d’hypertension, mais aussi dans le NTS (Lazartigues et al. 2002;
Chan et al. 2010; Chan et al. 2002; Nunes and Braga 2011). Dans le NTS, notre hypothése
suggere que les récepteurs AT, sont localisés sur les interneurones GABA et le marquage de
ces récepteurs sur des neurones GABAergiques est nécessaire pour confirmer cette hypothese.
Enfin, il est clair qu’une démonstration évidente de la présence de stress oxydant dans la RVL
et le NTS induite par le stress social doit étre faite ; en particulier, la présence d’eNOS, de
I’anion superoxide ou de la NADPH oxydase phosphorylée sera recherchée. De plus, la
présence de molécules antioxydantes telle que la superoxyde dysmutase (SOD) sera aussi
analysée. Enfin, des traitements antioxydants (tempol, vitamine C, ...), qui sont efficaces pour
diminuer 1’hyperactivité sympathique induite par des modifications endogeénes dans la RVL
(Wu, Chan, and Chan 2012), et des traitements anti-BDNF (anti-sens oligonucléotide (ASON-
BDNF)), qui augmentent 1’hypertension dans divers modeles utilisés (Chan et al. 2010),
devront aussi €tre testés pour vérifier I’implication du stress oxydant et du BDNF dans les

altérations cardiorespiratoires induites par le stress social.

B) Réponses respiratoires du chémoréflexe périphérique et du

baroréflexe apres un stress social
Le baroréflexe et le chémoréflexe périphérique ont de fortes interactions réciproques et

ensemble, ils contribuent a une circulation adéquate, a une oxygénation des organes et au
maintien de ’homéostasie via le contréle du systétme nerveux autonome. Les pathologies
respiratoires telles que les apnées obstructives du sommeil (OSAS) induisent des hypoxies
intermittentes répétées et cela engendre une diminution a long terme de la sensibilité du
chémoréflexe périphérique (Osanai et al. 1999), expliquant I’hypoventilation constatée chez
ces patients (Weitzenblum et al. 1999). De plus, I’OSAS est souvent 1ié¢ & une hypertension
(Parati et al. 2014), due a un dysfonctionnement de la composante cardio-vagale du
baroréflexe (Dyavanapalli et al. 2014). Ces altérations cardiovasculaires observées chez les
patients atteints d’OSAS sont associées a la présence d’un stress oxydant et a une
hyperactivation du systéme rénine-angiotensine (Torre-Bouscoulet et al. 2008). Ces données

confortent donc notre hypothése sur une désensibilisation du chémoréflexe périphérique
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pouvant expliquer une hypoventilation basale, et sur une association avec 1’inhibition du
baroréflexe vagal et le stress oxydant.

Il serait donc intéressant d’évaluer la  fonctionnalit¢ du chémoréflexe périphérique
(cardiovasculaire et respiratoire) dans notre modele. Pour cela, nous envisageons de mesurer
ces parametres 1) en réponse a une stimulation aigu du chémoréflexe carotidien chez les rats
ayant subi le stress social puis anesthésiés, grace a un pneumotachographe relié¢ a un sac de
Douglas (renfermant un air contenant une concentration faible en oxygeéne, « hypoxie
gazeuse ») ou ii) d’exposer les rats vigiles a des challenges hypoxiques en les plagant dans des
chambres plétysmographiques. Cela sera réalis¢é a D10 et D30. Ces procédures seront aussi
répétées en condition d’hypercapnie (chémoréflexe central). Egalement, la teneur basale en
gaz du sang sera dosée afin d’observer si des modifications en CO; et O, sanguin sont
présentes chez les rats Dy Si nos résultats confortent nos données, nous travaillerons sur des
souris KO pour les récepteurs 5-HT3, et nous déterminerons si la réduction i) du tonus vagal
en général, et i) de la composante vagale et respiratoire du chémoréflexe périphérique en

particulier, peut disparaitre.

C) L’hypotheése du réle central de I'orexine
1) Systeme orexinergique
Les neurones synthétisant 1’orexine sont situés dans une zone tres restreinte du cerveau, a
savoir 1’hypothalamus et plus précisément la région périfornicale (PeF), le DMH et
I’hypothalamus latéral. Il existe deux isoformes, I’orexine A et B (appelé aussi hypocrétine 1
et 2), résultant d’un précurseur, la prépro-orexine. Le systéme orexinergiques affecte le
systéme autonome, neuroendocrine et d’éveil-sommeil (Chemelli et al. 1999; Date et al. 2000;
Espafia et al. 2001; Hagan et al. 1999). L’orexine est un neurotransmetteur excitateur et agit
via deux récepteurs, OX1 et OX2, récepteurs RCPG (couplé a une protéine G) (Sakurai et al.
1998). Les neurones orexinergiques projettent sur les structures pontiques impliquées dans le

controle cardiovasculaire et respiratoire.

2) Role dans le controle cardiovasculaire
Dans le systéme nerveux central, les neurones synthétisant I’orexine innervent de nombreuses

structures et notamment vers des groupes cellulaires impliqués dans la régulation
autonomique et cardiovasculaire, a savoir la RVL, le raphé pallidus, la dPAG, et le NTS

(Chen et al. 2000; Hagan et al. 1999; Kayaba et al. 2003; Sunter et al. 2001; Takahashi et al.
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1999; Dampney et al. 2005; McDowall et al. 2006). De plus, des microinjections
intracisternales d’orexine A ou B provoque une augmentation dose dépendante de la
fréquence cardiaque et de I’activité sympathique (Shirasaka et al. 1999; Kiyoshi Matsumura,
Tsuchihashi, and Abe 2001). Cet effet de 1’orexine passe par une action sur les neurones
sympatho-excitateurs des neurones de la RVL (Antunes et al. 2001; Chen et al. 2000). En
effet, des microinjections locales d’orexine au niveau de la RVL provoquent une
dépolarisation des neurones présents dans cette structure (Machado et al. 2002; Huang et al.
2010; Shahid et al. 2012).

Ainsi, toutes ces données combinées a la littérature actuelle suggérent que 1’orexine pourrait

étre impliqué dans la régulation de la PA via une action sympathoexcitatrice vers la RVL.

Son implication dans I’hypertension induit par un stress est de plus en plus étudiée et serait
majeure (Clifford et al. 2015; Johnson et al. 2012; Xiao et al. 2013). C’est une piste a explorer
par la suite dans notre modele. Nous envisageons donc de réaliser des microinjections locales
dans la RVL chez les rats stressés sous anesthésie a D10 et D30 avec un antagoniste
orexinergique. Un traitement chronique semblable au traitement effectué avec le losartan
pourra également étre réalisé afin d’observer les effets au niveau cardiorespiratoires sur les
animaux vigiles. Enfin, 1’utilisation de souris KO pour les récepteurs OX1 et OX2 serait

intéressante dans notre modele de défaite sociale pour voir I'effet sur 1’hyperactivité

sympathique.
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Résumé de la these

Les pathologies associées aux troubles anxieux et dépressifs sont nombreuses et cela constitue
donc un réel probléme a I’échelle mondiale. Le sujet de mes travaux a porté sur les
pathologies cardiorespiratoires associées a ces troubles liés au stress, afin de mieux
comprendre les mécanismes centraux impliqués.

Ma theése a porté sur des études expérimentales élaborées chez le rat et la souris afin d’évaluer
I’impact a long terme d’un stress chronique au niveau cardiovasculaire et respiratoire. Le
modele de stress émotionnel répété (défaite sociale) induit un état d'anxiété que I’on peut
observer 5 jours aprés le dernier jour de stress (D10) et qui a disparu au bout de 25 jours apres
la défaite sociale (D30). Nous avons observé les parameétres cardiorespiratoires de fagon
ponctuelle lors de ces deux stades sous anesthésie, ainsi que quotidiennement par
enregistrement télémétrique. Au niveau cardiovasculaire, 8 D10 et D30, nous avons observé
une tachycardie et une hypertension reflétant une hyperactivation du systéme nerveux
sympathique chez environ la moitié des rats soumis au stress (population D). Le baroréflexe
cardio-vagal était également altéré et ces rats présentaient un nombre d'arythmies important et
une hypertrophie cardiaque. Au niveau respiratoire, une diminution de la fréquence
respiratoire basale ou bradypnée a été notée chez tous les rats a D10 mais qui a persistée
uniquement chez une partie des stressés a D30 (population Dy ), dont une grande partie d'entre
eux présentaient aussi les altérations cardiovasculaires (83% des Da font partie des Dy ). Ainsi,
|'état anxieux induit par le stress chronique, méme s'il disparait avec le temps (D30), laisse des
traces a long terme au niveau cardiorespiratoire. La population D, présente également un taux
de BDNF circulant bas, marqueur d’une vulnérabilité a la dépression. En paralléle, une étude
réalisée chez la souris et utilisant un protocole de défaite sociale pour induire un phénotype de
type dépressif, a révélé des changements cardiovasculaires et respiratoires semblables. Ces
données renforcent donc la littérature antérieure montrant un lien néfaste entre les troubles de
I'humeur et les pathologies cardiorespiratoires. En effet, ces perturbations, lorsqu'elles sont
persistantes, représentent un risque accru de survenue de pathologies cardiaques (arythmies,
arrét cardiaque...) et peuvent étre la cause au niveau respiratoire d’une inadaptation
ventilatoire aux changements environnementaux.

Nous avons ensuite voulu déterminer le circuit impliqué dans ces altérations. Deux principales
zones cérébrales a l'origine de la persistance des modifications cardiorespiratoires ont été
identifiées au niveau hypothalamique et bulbaire. En effet, un stress répété induit ainsi une
activation du noyau dorsomédian de I’hypothalamus (DMH) et des récepteurs SHT5 du noyau
du tractus solitaire (NTS), qui se maintient a distance du stress. Une surexpression du BDNF
dans la RVL et le NTS a été observée, indiquant probablement 1’existence d’un stress oxydant
dans ces régions. Quelques résultats préliminaires semblent indiquer que ’origine en serait
’activation des récepteurs AT, par ’angiotensine II.

Ces résultats permettent de mettre en lumiere I’existence d’une comorbidité entre pathologies
anxiodépressives et pathologies cardiorespiratoires, et d’envisager de nouvelles cibles
thérapeutiques en vue de réduire cette comorbidité.



