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L’ANXIETE LIEE AU SEVRAGE A LA COCAINE
Etude comportementale et neuroanatomique

Résumé

L'anxiété est un symptdme prédominant au courspdei®des initiales de sevrage a la cocaine etorstidéré
comme un facteur important de rechute. Le but dte atude était de caractériser les dysfonctionmésne
cérébraux qui pourraient contribuer a I'expressiercet état pathologique chez le rat.

Les rats sont traités avec de la cocaine en chreret|le comportement anxieux est évalué au causedrage
dans différents paradigmes expérimentaux (testslolyrinthe en croix surélevé, du confinement damsras
ouvert surélevé et de I'enfouissement défensif)s Nisultats ont montré que le sevrage a la codadhgt un
état anxieux élevé qui persiste pendant au moinsj@Bs de sevrage. Nous avons ensuite utilisé
l'immunohistochimie de Fos pour comparer les pateat’activation cérébrale chez les rats sevrégrabins
aprés exposition au test de 'OA. Nos données amitré que I'anxiété élevée des rats sevrés étaitmagagnée
d’'une altération de la réactivité des neuronesaghattergiques de la partie dorsale du cortex préfranédian
(dACPFm) et de certaines régions sous-corticaleeqahypothalamiques latérale et antérieure et leauoy
paraventriculaire du thalamus). Nous avons ensndetré que I'inactivation pharmacologique du dCPdrac
du muscimol atténuait les comportements anxieuxrdesssevrés suggérant ainsi une hyperréactivitéette
région corticale durant le traitement des inforoadi de type anxieux. Notre étude amene des domogeslles
guant aux substrats neuronaux sous-tendant I'angithologique observée au cours du sevrage aéneet
souligne 'importance du CPFm dans la régulatioceteétat d’anxiété pathologique.

Mots-clés: Cocaine, anxiété, immunohistochimie de Fos, cqrtékontal médian, muscimol

ANXIETY DURING COCAINE WITHDRAWAL

Behavioral and neuroanatomical study
Abstract

Anxiety is one of the prevailing symptoms obserdedling the initial period of abstinence in cocaatmsers
and is considered as an important factor of relapke aim of this study was to provide further ghdiinto the
cerebral dysregulations that might contribute ie gathological state in rats.

Rats were treated chronically with cocaine and etyxbehaviors were assessed in different paradidymisg
withdrawal (elevated plus maze, open arm and shoalie burying tests). Our results demonstraied cocaine
withdrawal induced persistent heightened levelsamfiety that last for at least 28 days. We therd uses
immunohistochemistry to map neuronal activatiortgras in withdrawn rats confined to one open arrA)(6f

an elevated plus maze. Our data showed that treeeated anxiety observed in cocaine treated rgissed to
an OA was accompanied by an altered reactivityhef dorsal part of the medial prefrontal cortex (&GP
glutamatergic neurons and some sub-cortical regi(argerior and lateral hypothalamic areas and the
paraventricular nucleus of the thalamus). Finallg, showed that pharmacological inactivation of dnePFC
with muscimol considerably attenuated anxiety-selabehaviors in cocaine withdrawn rats suggesting a
exaggerated response of this cortical area duflieg processing of anxiogenic stimuli. The presentlyst
provides new data on the neural substrate underiyathological anxiety observed during cocaine davifwal
and highlights the importance of the dmPFC in #wutation of this pathological anxiety state.

Keywords: Cocaine, anxiety, Fos immunohistochemistry, megtiefrontal cortex, Muscimol
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L'usage abusif ou addictde drogues, qu’elles soient licites comme I'alomwlle tabac, ou
illicites comme I'héroine ou les psychostimulantodaine, ecstasy, amphétamines) est
souvent accompagné de troubles psychiatriquesz(gaiénie, troubles de I’humeur, troubles
anxieux, troubles de la personnalité,...) (Ferdioal, 2012; Kellogget al, 2002; Kessleet al,
2005; Swendsest al, 2010). La co-occurrence chez un méme individundiouble lié a la
consommation de drogues et d’'un autre trouble pafraiue entraine une aggravation du
pronostic, une plus grande difficulté dans la paeecharge et des conséquences plus graves

sur le plan socioprofessionnel et relationnel.

Les données épidémiologiques indiguent une findgalence des troubles anxieux chez les
personnes consommant de la cocaine (Bata, 2006; Jacobseet al, 2001) et suggerent
I'existence d’interactions entre consommation d@sghostimulant et anxiété pathologique.
Plusieurs hypothéses, non exclusives, ont été émsmur tenter d’expliquer cette
comorbidité : les troubles anxieux observés poemntaiétre induits ou aggravés par la
consommation de cocaine, les troubles anxieux gi@mtr inciter a la consommation de
cocaine comme tentative d’automédication, I'expoessie ces deux pathologies pourrait
refléter une vulnérabilité partagée. En effet, Xi@té est non seulement un symptéme observe
lors de l'arrét de la consommation de cocaine rég@ement un facteur important dans sa
reprise ou dans le déclenchement de la rechutes apré période d’abstinence. De plus,
'anxiété est eégalement susceptible de potentralisffet d’autres facteurs sur la prise de
cocaine, comme l'effet des indices environnementappelant la prise de drogues. Les
mécanismes neurobiologiques sous-tendant ces gtimrs. ne sont pas connus et leur
compréhension permettrait de proposer des stratégérapeutiques plus efficaces pour le

traitement des personnes présentant ces comogbpiiy&hiatrique et addictive.

Dans cette étude, réalisée chez le rat, nous smmmes intéressés aux conséquences d’'une
exposition répétée a la cocaine sur I'expressi@atd anxieux au cours d’'une période de
sevrage courte et prolongée, pour ensuite porter attention particuliere aux substrats
neuronaux qui sous-tendent I'expression de cetétattionnel. Pour traiter ce sujet, il nous
est apparu indispensable de rappeler les princianées sur les effets comportementaux et
neurobiologiques de la cocaine d’'une part et Isioipathologie des troubles anxieux d’autre

part, et ceci a la fois chez ’lhomme et chez I'aadim
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
1- La cocaine
1- 1 Geénéralites
1- 1- 1 Historique

La cocaine est un alcaloide extrait de la feudlk coca. Il existe au moins quatre espéces
d’arbustes a coca dont le plus commurEegthroxylon Coca. Ces arbustes restent concentrés
dans trois pays de la région des Andes : la Colent@iPérou et la Bolivie. Bien que poussant
a I'état sauvage, I'arbuste a coca est cultivéégdament entre 500 et 1500 m d’altitude en
climat humide. La feuille de coca contient plusgealicaloides dont I'un est la cocaine.

L'usage de la feuille de coca remonte a la glasite antiquité. Les découvertes
archéologiques témoignent de l'usage de la cocAmeérique du Sud, 3000 ans avant J.C.
Chez les Incas, initialement réservée aux prétrasne castes élevées pour les rituels sacrés,
la coca a rapidement gagné toutes les couches peplalation. Les feuilles de coca sont
consommeées sous forme d’'une chique que I'on maspgadant quelques heures. L'appareil
digestif est anesthésié, I'usager ne ressent pliaimh. Cette consommation permettait aussi

de se protéger du froid et de l'altitude.

MARIAN|

Figure 1 : Photographies illustrant de gauche a droite : UatbErythroxylon Coca, une
publicité pour le vin Mariani et des cristaux déochydrate de cocaine.

10



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Introduite en Europe peu apres la conquéte douP& feuille de coca est employée par les
meédecins en infusion et décoction pour de nombieakements. Le chimiste allemand,
Friedrich Gaedcke, est le premier en 1855 & asoléides cristaux contenus dans la feuille de
coca. Il nomme cette substanEeythroxyline. C'est en 1860 a Vienne qu’un étudiant en
chimie, Albert Niemann, identifie pour la premidogs le principe actif des feuilles de coca,
la cocaine, et en décrit I'action anesthésiqueisTams plus tard, Lossen en détermine la
formule chimique. En 1863, le vin Mariani — unedsain tonifiante — contenant des infusions
de feuilles de coca est commercialisé et assimilé emédicament contre la grippe, 'anémie
ou la dépression. En 1885, le pharmacien amérkRamberton inventa une boisson a base de

feuilles de coca, le Coca-Cola ®, qui contiendrdi@drait de coca jusqu’au début du siecle.

La cocaine a été longtemps utilisée en thérapeupour l'anesthésie des tissus profonds et
les anesthésies locales. La prescription médialeodaine se développe rapidement, comme
anesthésiant, comme tonifiant, voire comme traitente désintoxication a l'opium, a la
morphine et a I'alcool. Mais dés 1885, certaincidistes, dont le toxicologue Louis Lewin,
commencent a décrire les effets néfastes de larmmches premiers cas de dépendance ont
également été décrits a cette époque. En 191dtdesaméricains ont réglementé l'usage et la
distribution de cocaine par l'adoption du "Harrishet”, pour réduire la criminalité et en
interdire peu a peu l'usage non-médical. En 196tganisation des Nations Unies (ONU) a
convoqué laconvention unique sur les stupéfiantsdont I'objectif est de limiter la

production et le commerce des stupéfiants domdaioe.

En 1993, I'Observatoire Européen des DroguatestToxicomanies (OEDT) est créé pour
apporter « des informations objectives, fiablex@hparables au niveau européen sur le
phénomene des drogues, des toxicomanies et lensgqaences ». Aujourd’hui, malgré les
restrictions a son utilisation, la cocaine restddaxieme drogue illicite la plus expérimentée

en Europe apres le cannabis (Rapport OEDT 2011).

1- 1- 2 Structure et pharmacocinétique

La cocaine ou benzoylméthylecgonine fait padela famille des alcaloides. Sa formule
chimique brute est la suivante j/8,1NO, et sa structure moléculaire est représentée dans la

figure 2.
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Figure 2 : Structure moléculaire de la cocaine

La distribution de la cocaine dans l'organisreefat de maniére tres rapide, notamment
vers le cerveau puisqu’elle passe trés facilemsebgatriere hémato-encéphalique. Suite a une
injection intraveineuse, la cocaine atteint desceatrations maximales dans le cerveau en
moins de 10 minutes. Les taux cérébraux diminuestiiee rapidement (Fowlet al, 1992,
2001).

La cocaine est une molécule rapidement dégrddés l'organisme sous l'action des
cholinestérases plasmatique et hépatique. Sa dentians le plasma est estimée a environ
une heure, ce qui explique ses effets relativenbeets (Fowler et al, 1992). Ses deux
principaux meétabolites, la benzoylecgonine et l@dge méthyl ester, sont retrouvés dans

I'urine et sont considérés comme des marqueursm@tilisation.

1- 1- 3 Modes de consommation et prévalence

La cocaine peut étre consommeée sous plusietmge$o La plupart des consommateurs de
cocaine déclarent I'inhaler sous forme de poudnt(hydrate de cocaine) ou la fumer aprés
transformation en cocaine base (« free base »opack »). On observe cependant une grande
diversité entre les consommateurs. Les usagerssioocels, souvent mieux intégrés
socialement, sniffent généralement de la poudres @oe les usagers marginaux et souvent
dépendants s'injectent de la cocaine ou prennerdraltk. Du fait de son action et de sa
vitesse d’élimination rapides, la cocaine est gidrérent consommeée de facon répétitive et
rapprochée (Johanson and Fischman, 1989). Son wadgeselon les individus allant d’'une
consommation récréative et contrélée a une consdiwmeompulsive (voir § 1- 2 Effets

psychotropes et somatiques).

On estime a environ 14,5 millions le nombre dd@éens qui ont consommé au moins une

fois dans leur vie de la cocaine, soit en moyenBe¥d d’adultes agés de 15 a 64 ans. Les
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estimations de la prévalence de la consommatiocodaine sont plus basses en Europe
(2,1 %) qu’en Australie (3,4 %), au Canada (3,3d)aux Etats-Unis (4,1 %) bien que ces
niveaux varient considérablement d’'un pays a urealtirlande, 'Espagne, I'ltalie, Chypre

et le Royaume-Uni déclarent des niveaux de consdibmaupérieurs a la moyenne
européenne (Rapport de 'OEDT 2011). En Europalisponibilité et la baisse du prix du
produit la rendent accessible a toutes les classgiales ; son usage ne concerne donc plus

seulement une « élite » fortunée.

1- 2 Effets psychiques et somatiques

1- 2- 1 Au cours de sa consommation

— En aigu

La cocaine possede de fortes propriétés stinedaGhez 'homme sa consommation
induit un état d'euphorie immédiat et un accroisseimde la vigilance. Cette phase
d’excitation psychique dure environ une heure at@mpagne d’'un sentiment subjectif de
puissance intellectuelle et physique se traduisatémment par une forte acuité mentale,
mais aussi une diminution de la sensation de fatigu sommeil et de I'appétit. Cette phase
est dite de «rush » ou de «flash » (Gawin, 198Mh)outre, des symptomes physiques tels
gue l'accélération du rythme cardiaque et respimatou I'élévation de la pression artérielle

sont également constatés.

Chez les rongeursles propriétés stimulantes de la cocaine onbsugté étudiées par des
mesures comportementales. Une administration aitpu&ocaine induit une hyperactivité
locomotrice et, a forte dose, I'apparition de stéypies (comportements répétitifs de faibles
amplitudes sans motivation apparente tels que dekements de téte et des reniflements)
(Flagel and Robinson, 2007; Johanson and Fischrh@89). Les effets « appétitifs » et
renforcants de la cocaine, quant a eux, peuvenegtalués par le test de préférence de place
conditionnée (association des effets plaisantad®dtaine a un environnement précis) ou des
modeles expérimentaux d’auto-administration (congroent actif de I'animal dans le but de

se procurer de la cocaine).
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—» En chronique

Chez I'homme l'usage d¢ drogues évolue progressivement et plu moins rapidemet
selon les personnes, allade la prise occasionnelle et récréativeune consommatio
compulsive et abusive poant aboutir a la dépendance (Figure zn effet, parmi les
personnes ant expérimen: la cocaine, seule une partie estimée6 a 20 % devier
dépendante(Wagner and nthony, 2002. Selon les critéres diagstiques établis p:
I’Association Américaine diPsychiatrie, I'addiction ou pharmacodéplance se caractéri
par une envie irrépressible! drogues et aboutit a une perte de contle sa consommatic
(quatrieme version du Manl Diagnostique et Statistique des troublesntaux wu DSM-1V).
Ce comportement pathologie a les caractéristiques d’une maladie cque, puisque mérmn

apres une période prolongé’abstinence la rechute est fréque

Consommation Abus Dépendance

16 2a20%

Figure 3 : Différents modesle consommation de la coca

Le passage d’'un état conlé a un état compulsif de prise de drcs est considéré comn
étant le résultat d’'une irraction entre un individu vulnérable un environnemer
prédisposant (Enoch, 2006)rois facteurs essentiels contribuent aiétermination de |
vulnérabilité a développer Kaliction : les effets psychies induits para cocaine (effets ¢
la cocaine au cours de sa commation), les facteurs individuels de virabilité (génétique:
psychologiques)..et les facturs environnementaux (conditions de vi: I'individu) (voir §

1- 4 Facteurs de vulnérabilia la consommation de cocai

L’'usage chronique de ccaine est associé a des perturbations se : des accidents
cérebro-vasculaires (Leving al, 1987), une toxicité pulmonaire bBépatiqu (Roth et al,
1992) et desrobubles cogrtifs (attention, mémoire de travail, plaration,...) (Madoz-
Gurpideet al, 2011).
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L’addiction étant définie par I'usage compuldé drogues en dépit des effets nocifs qu'il
induit, différents modéles animaux ont été dévedsppour modéliser cet aspect de la
consommation (Deroche-Gamorettal, 2004; Vanderschuren and Everitt, 2008hez les
rongeurs ayant eu la possibilité de s’auto-administrer leatoe pendant de longues périodes,
le comportement addictif s’évalue par la préseneg tlois critéres suivants : la perte de
contréle (maintien du comportement de recherchdikogue méme si cette derniére n’est
plus délivrée), la forte motivation a consommerpézaté de I'animal a fournir un effort
important pour obtenir la drogue) et une consormnationtinue en dépit des conséquences
néfastes (administration de cocaine associée dam &ectrique délivré dans les pattes, par
exemple). Il est intéressant de noter que, surake lie ces critéres, environ 20 % d'une
population de rats appartenant a une méme soueiedogdpe un comportement apparenté a la
dépendance (Deroche-Gamorettal, 2004; Kasanetzt al, 2010) ce qui reproduit la

proportion observée chez 'lhomme.

L’administration répétée de cocaine induit umgnaentation progressive de la réponse
motrice a une méme dose de drogue au fur et a me®s injections. Ce phénoméne est
nommé « sensibilisation comportementale » (Rbstl, 1987). Il se maintient pendant des
mois, méme en I'absence de nouvelle expositionpmychostimulants, et dépend de la dose
de cocaine a laquelle I'animal a été exposé (Kalaad Duffy, 1993; Samateh al, 2002).
Cette sensibilisation comportementale refléte laen@in place de neuroadaptations cérébrales

durables et serait associée a un accroissemeatrdetivation pour la drogue (Vezina, 2004).

1- 2- 2 Au cours du sevrage

L’arrét de la prise de cocaine ne produit pasyieptdomes physiques marqués, mais peut
faire apparaitre des symptdomes psychiques domblliéen varie au cours de la période de
sevrageChez I'homme les observations cliniques ont permis de détrois phases dans la
symptomatologie de la période d’abstinence (Gawahkeber, 1986; Gawin, 1991):

- la premiére phase ou « crash » se définit par hiasepd effondrement dépressif avec
manifestations d’'un état anxieux, de sensationgatigue et de sommeil. Le recours aux
opiacés, sédatifs, alcool ou cannabis pour attéretegtat est fréquent. Cette phase peut durer

plusieurs jours.
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- la deuxieme phase qui peut se prolonger pendasiepits semaines est marquée par un
état d’anhédonie, un manque de motivation et urte tnxiéte.

- la troisieme phase est une période qui se carsetpar une stabilisation de 'humeur et
des émotions mais elle peut étre marquée par déssegpisodiques et irrépressibles de
drogues déclenchées par un stress ou par les sndiogironnementaux préalablement
associés a la prise de drogues. Cette envie iggipte peut survenir méme aprés des années

d’arrét de consommation de la drogue.

Les symptdmes de sevrage a la cocelez les rongeurgprésentent des homologies avec
ce qui est observé chez ’'homme (anxiété, anhéduigbles du sommeil,...).

Une augmentation du niveau d’anxiété a été misévatence dés la premiére heure qui suit
'administration aigué ou chronique de cocaine deeaat, et ceci dans plusieurs paradigmes
expérimentaux : le labyrinthe en croix surélevéNEPPaineet al, 2002; Perrinet al, 2008),

le test d’enfouissement défensif (Aughal, 2008; Bassa@t al, 1999) ou le test de « I'open
field » (Yanget al, 1992). Il a également été montré qu'un stimulessif, comme I'envoi de
bouffées d’air sur le museau des rats lors d’'urraggy a la cocaine, induit I'émission de
vocalisations ultrasoniques qui peut étre integ@étomme un signe danxiété; ces
vocalisations cessent lorsque I'animal a la polsbde consommer de la drogue et sont
absentes chez les rats témoins (Covington and Ki093).

De méme, des données expérimentales indiquspdtition d’'un état anhédonique pendant
la période de sevrage chez des rats exposés @&déneo Ainsi, plusieurs équipes rapportent
gue les rats qui ont eu la possibilité de s’autavadstrer de la cocaine ou un autre
psychostimulant de facon prolongée montrent une meaagation de leur seuil
d’autostimulation intracérébrale (c’est-a-dire wtiminution de leur sensibilité a la valeur
récompensante de cette stimulation) jusqu’a 48dseapres I'exposition a la drogue (Amitai
et al, 2009; D’'Souza and Markou, 2010). De plus, I'adstmtion quotidienne de fortes
doses de cocaine réduit la préférence des ratsypognvironnement associé a un nouvel
objet, jusqu’a 5 semaines apres l'arrét du traitgmsuggérant aussi I'induction d’'un état
anhédonique durable (Haresal, 2007).
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1- 3 Mécanismes d’action

1- 3- 1 Cibles moléculaires

La cocaine a pour cibles primaires les trangpost membranaires des monoamines : le
transporteur membranaire de la dopamine (DA) ou Ddella noradrénaline ou NET et de la
sérotonine ou SERT. A la différence des autres hpsstanulants, comme 'amphétamine, la
méthamphétamine et le méthylphénidate qui ont luee fpible affinité pour les transporteurs
de la sérotonine, la cocaine se lie avec une @ftomparable a ces différents transporteurs
(Tableau 1).

Drug Dopamine Serotonin Norepinephrine
() Cocaine 478 304° 779°
(+) Amphetamine 34° 3830° 39°
(+) Methamphetamine 114° 2137 48
(+) Methylphenidate g2 7600 440"

* ICsp (nM): Matecka et al. (1996), ] Med Chem 39:4704-16.
% Ki (nM): Rothman et al. (2001), Synapse 39:32-41.
© Ki (nM): Rothman et al. (2000), Synapse 35:222-7,
4, (nM): Pan et al. (1994), Eur ] Pharmacol 264:177-82.

Tableau 1 : Affinités de différents psychostimulants pour lemsporteurs membranaires des
monoamines d’aprés la revue de Howell et Kimme0&0

La cocaine, en se liant a ces transporteurgublta recapture des trois monoamines apres
leur libération et augmente leurs concentrationsaegllulaires au niveau synaptique et
somato-dendritique (Kuhaat al, 1991). Les études chez le rat montrent que tiige de
cocaine provoque une forte augmentation des tatmaceXiulaires de DA et de sérotonine
dans le striatum, le noyau accumbens (NAC), leeggpréfrontal et I'aire tegmentale ventrale
(ATV) (Chen and Reith, 1993; Imperatbal, 1992; Kalivas and Duffy, 1993; Shimamaio
al, 2011) et de noradrénaline dans le cortex préitphihippocampe et I'ATV (Florinet al,
1994).

Il faut noter que 'augmentation de la transmeissnonoaminergigue, aprés exposition a la
cocaine, est d’autant plus forte que I'activitébdse des neurones est élevée; elle est donc

dépendante de l'activité présynaptique (Howell Kmdmel, 2008).
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Dans le paragraphe qui suit, nous nous focalrseisur les systemes dopaminergiques
puisqu’ils jouent un réle prépondérant dans legteffppsychostimulants et addictifs de la
cocaine, méme si divers arguments expérimentaudeplaen faveur d’'une modulation de

leurs effets par les systemes sérotoninergiqueradnénergique.

1- 3- 2 Importance des systémes dopaminergiques

Les études pharmacologiques ont démontré I'itapoe des deux principales classes de
récepteurs dopaminergiques D1 et D2 dans les effimsilants et renforgants de la cocaine
(Barrettet al, 2004; Ushijimaet al, 1995). Plus récemment, |'utilisation de sourisgEant
un DAT fonctionnel mais ne liant pas la cocain@ficmé le réle essentiel de ce transporteur
membranaire dans le comportement d’auto-adminisiraie cocaine et de préférence de
place conditionnée (Cheahal, 2006; Thomsest al, 2009).

Les deux principaux systemes dopaminergiquetiqogs dans I'effet des drogues sont les
systemes dopaminergiques mésolimbique et nigrostrié
Le systeme dopaminergique meésolimbique, dont lepscaellulaires sont localisés dans
I'ATV, innerve plusieurs structures sous-corticatlesla sphére limbique, telles que le NAC,
les tubercules olfactifs, le complexe amygdalieneeseptum (Figure 4). Il joue un role
particulierement important dans les processus cd@mpense associés aux activités naturelles
et aux drogues (Di Chiaret al, 1993; Ikemoto, 2007, 2010; Wise and Bozarth, 1987
Cependant a la différence des récompenses natyrgléedrogues induisent une libération de
DA plus importante et plus prolongée (Wolf, 2002)né&ngendrent pas d’habituation ou
d’adaptation a la réponse (Di Chiara, 1999).
Ce systeme mésolimbique constitue un substrat éactiar la majorité des drogues
(amphétamine, morphine, cocaine, alcool ou nicptinelgré la disparité de leurs
mécanismes d’action (Di Chiara and Imperato, 1888 hiaraet al, 2004). La déplétion en
DA dans le NAC par exemple, atténue fortement immartement d’auto-administration de
psychostimulants (Lyness al, 1979; Robertst al, 1980). Plus récemment, Ikemoto et al. ont
souligné I'nétérogénéité de ce systeme en montraatla partie postéro-médiale de I'ATV,
projetant sur la partie médiale de la partie stielNAC et des tubercules olfactifs, est plus
impliquée dans les processus de recompense quartia [atérale projetant sur le core du
NAC et les parties latérales du shell et des tubbesoolfactifs (Ikemoto, 2007).
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Figure 4 : Coupe sagittale de cerveau schématisant les d#igales voies de projection
dopaminergiques : la voie nigrostriée et la voisooérticolimbique.

La voie dopaminergique nigrostriée, reliantdastance noire compacte au striatum (Figure
4), quant a elle, interviendrait plutdt dans lepraptissages lieés aux habitudes qui pourraient

induire des comportements compulsifs de prise dguhs (Vanderschurehal, 2005).

1- 3- 3 Cocaine et neuroadaptations cérébrales

Etudes de neuroimagerie chez ’'homme

Les études de neuroimagerie fonctionnelle chexz dsagers de cocaine ont permis
d’'observer un certain nombre d’anomalies cérébrdmst une diminution de volume du
CPFm (Franklinet al, 2002; Makriset al, 2004), une diminution de la matiére grise dans le
cortex orbito-frontal médian (Tanaleeal, 2009) ainsi qu’une diminution de la transmission
dopaminergique, du métabolisme cellulaire et du #anguin dans le cortex cingulaire et
orbito-frontal au cours du sevrage (Goldstein antk®v, 2002; Rogers and Robbins, 2001).
Il a été suggéré que ces altérations au niveaicabsgeraient en lien avec l'incapacité des
sujets dépendants a contrbler leurs comportemempulsifs de consommation de drogues
(Goldstein and Volkow, 2011).
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Des altérations ont également été observéesvaaundes structures du systeme limbique,
telles que 'amygdale, le thalamus et I'hippocar(fpeussako\et al, 2006; Gozzet al, 2011;
Makris et al, 2004; Tomaset al, 2007).

Ces études ne permettent cependant pas de saves altérations sont une cause ou une
conséquence de l'exposition a la drogue d'ou leouex a des modéles animaux qui
permettent de mieux d’étudier les neuroadaptatiwhgites par la prise de cocaine et donc les

conséquences directes a son exposition.

Neuroadaptations cérébrales induites par la cochiez 'animal

L’exposition répétée a la cocaine, en stimuldet fagon soutenue la transmission
monoaminergique, déclenche la mise en place deoadaptations cérébrales dans les
systemes monoaminergiques et les régions céréhyaligs innervent. Ces neuroadaptations
s’appuient sur des modifications de I'expressionigge, du traitement post-traductionnel des
protéines, de I'excitabilité membranaire (plasécisynaptique) et de la réorganisation
fonctionnelle de certains circuits neuronaux (Kasivand O’Brien, 2008; Robison and Nestler,

2011). Elles sont a la base des effets a long tderee psychostimulant.

i. Modifications géniques : Facteurs de transarsipth induction immédiate

La stimulation des neurones peut entraineivaobn de deux mécanismes de signalisation
différents : 1- l'activation électrique qui permkt traitement et la transmission de
l'information de fagon quasi-immédiate, 2- les eales d'activation intracellulaire de seconds
messagers (Bhat al, 1992; Colest al, 1992; Herdegen and Leah, 1998). Une classe desgen
activée par les seconds messagers est constitudespgenes dits d’activation précoce (ou
IEG pour Immediate Early Gene), parmi lesquels <4t zif-268 (encore dénommé erg-1
pour « early growth response protein 1 ») sonirigsix caractérisés.

Les protéines codées par ces genes sont desifaate transcription qui en se liant soit
directement a une séquence ADN consensus (commgaZiéxemple), soit a une protéine
membre de la famille Jun pour former le complegeadcriptionnel AP-1 (Activation Protein -

1) (cas des protéines Fos) pourront modifier peon§e neuronale a plus ou moins long terme
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en initiant la transcription et/ou la répressionggees cibles (Hopet al, 1992; Morgan and
Curran, 1991).

Différentes études ont montré l'importance désepteurs dopaminergiques D1 dans
'induction de ces genes par les psychostimulab®sxpression de la protéine Fos, par
exemple, est augmentée de fagon synergique panmlalation des récepteurs D1 et D2, bien
gue l'activation des récepteurs D1 soit suffisgraar I'induire (Coleet al, 1992; Flagel and
Robinson, 2007; Keefe and Gerfen, 1995). Des obhfiens similaires ont été rapportées en
ce qui concerne l'activation de Zif-268. En effedn induction par la cocaine est abolie par
un des antagonistes des récepteurs D1, le SCH28B30,que par la Iésion des terminaisons
dopaminergiques du striatum par la 6-hydroxydopan@OHDA) (Bhatet al, 1992; Colest
al, 1992).

L’administration de psychostimulants, comme lacaine et I'amphétamine, provoque
induction des protéines Fos et Zif-268 dans leagim, le NAC et le cortex préfrontal
médian (CPFm), structures cibles des systemes dopegigues mésocorticolimbique et
nigrostriée (Graybiedt al, 1990; Hopeet al, 1992; Jabeet al, 1995; Unakt al, 2009; Young
et al, 1991). Cependant, bien que moins nombreusesjeptas études montrent que
'expression de Fos aprés administration ou prisecacaine s’étend a d’autres structures
cérébrales comme le pallidum ventral, le complexggtalien, I'hypothalamus, les noyaux
de la strie terminale (ou BNST), subthalamiqueegntental rostro-médial qui ne recoivent
gue peu ou pas d’'innervation dopaminergique (Zahah 2010).

Lors d’administrations répétées de cocaine, iléta rapporté une diminution ou
désensibilisation de I'induction de Fos dans letm, le NAC et le cortex cingulaire et une
sensibilisation dans le globus pallidus, la sulkstamoire et I'ATV. L’induction de Fos dans
'amygdale et I'hypothalamus n’est pas affectée partraitement chronique (Zahet al,
2010). Cependant méme si une désensibilisatiorit@ iceluction se développe au cours des
expositions répétées dans certaines structuresbre@s, un simple stimulus tel que
I'exposition a la drogue ou a un stress est sugept'induire de nouveau I'expression de ces

protéines (Kalivas and O’Brien, 2008).

L’importance fonctionnelle de ces deux factedggranscription a été montrée par diverses

approches. Les souris déficientes en la protéireedans les neurones du NAC exprimant le
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récepteur D1 montrent une sensibilisation compceteaie a la cocaine atténuée ainsi qu’'une
extinction retardée de la préférence de place tondee (Zhanget al, 2006). De méme,
I'injection d'oligonucléotides antisens bloguanexpression de Zif-268 dans le noyau
basolatéral de I'amygdale abolit la consolidatiags dnémoires appétitives associées a la
cocaine et réduit le comportement de recherchedaie et la rechute (Lekal, 2005). Les
souris déficientes pour la protéine Zif-268 ne rfestent pas de préférence de place
conditionnée a la cocaine et leur sensibilisatmmmortementale a cette drogue est également
réduite, suggérant un rble important de ce faaieuranscription dans les effets stimulants et

récompensants de la cocaine (Valjtral, 2006).

L’ensemble de ces résultats montre que I'agtivatle genes d’activation précoce, comme
c-fos et zif -268, représente une étape initialpdrtante dans l'induction des changements

neuronaux liés a I'exposition ou la consommatiacdcaine.

ii. Modifications géniques : Facteur de transcdpta induction lente et stable

Alors que I'expression des protéines Fos et2BB- est rapide, transitoire et sujette & une
désensibilisation avec la chronicité du stimulusuttes facteurs de transcription comme
delta Fos B sont induits plus tardivement maisatmii plus stable (Figure 5). La protéine
delta Fos B est une variante tronquée de Fos-Btaésule I'épissage alternatif du géne
codant pour cette protéine (McCluegal, 2004a). Cette protéine de demi-vie tres longue
s’accumule graduellement dans la cellule au coessexpositions répétées a la cocaine et s’y
maintient a un taux élevé méme en l'absence deuds@Bibbet al, 2001; Larsoret al,
2010).

Des traitements chroniques a la cocaine, maisi @la morphine, a l'alcool ou au delta-9
tétra-hydrocannabinol (ou THC) stimulent fortemgomh expression dans le complexe striatal
et dans une moindre mesure au niveau du corteroptaf médian et de 'amygdale centrale
et basolatérale (McClurg al, 2004a; Perrotit al, 2008; Satat al, 2011).
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Figure 5 : Formes de neuroplasticité moléculaire associéegpéarigdes de consommation de
cocaine ou d’abstinence.

L'utilisation de souris génétiguement modifiéest permis de démontrer l'importance
fonctionnelle de ce facteur dans les comportemisits par I'exposition chronique a la
cocaine. Les souris dont le gene Fos B a été a@&éhiu souris knockout) ne montrent plus de
préférence de place conditionnée a la cocaine i(dtral, 1997). A linverse, les souris
transgéniques surexprimant la protéine delta Fdaris les neurones du NAC et du striatum
exprimant les récepteurs D1 manifestent une pnééérele place conditionnée élevée a la
cocaine (Kelzt al, 1999), une grande motivation a se I'auto-adnmreistColbyet al, 2003)

et une plus grande sensibilité a ses effets psyoteurs.

Ces données suggerent, que la protéine delteBFasmme les protéines Fos et Zif-268,
participent au développement des neuroadaptatiérébiales favorisant la consommation de

cocaine.
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iii. Modifications morphologiques

Des études conduites chez l'animal ont montré lgs altérations observées au niveau
moléculaire s’accompagnent de modifications morpgigues durables au niveau cellulaire.
En patrticulier, I'exposition répétée a la cocaihezle rat augmente la densité et le nombre
d’épines dendritiques des neurones dits épineukadeartie shell du NAC et de I'arbre
dendritique des cellules pyramidales de la couchiu\éortex préfrontal (Mariet al, 2012;
Robinson and Kolb, 2004). Comme pour l'inductiors d@otéines Fos et Zif-268 aprés
injection de cocaine, les récepteurs dopaminergigie type D1 et D2 sont fortement
impliqués dans ces altérations morphologiques. DandAC, alors que ces changements
morphologiques affectent initialement les neuromgsrimant les récepteurs D1 et D2, ils ne
persistent que dans la sous-population de neurex@smant les récepteurs D1 (Lekal,
2006; Reret al, 2010). De plus il a été mis en évidence queéespteurs glutamatergiques
de type NMDA sont également impliqués dans cesaaglaptations (Martiet al, 2011; Ren
et al, 2010).

Bien que les mécanismes moléculaires sous-termanmodifications structurales soient
encore mal compris, plusieurs facteurs contrélantdnscription de génes et la régulation de
la chromatine ont été impliqués (Figure 6). lIdulent la protéine delta Fos B et ses protéines
cibles comme la kinase 5 cycline-dépendante, CRERclic AMP Response Element
Binding protein) et les protéines de remodelagelalechromatine telles que I'histone

méthyltransférase G9a (Robison and Nestler, 2011).
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Figure 6 : Mécanismes de régulations transcriptionnel et é&mtque impliqués dans les
neuroplasticités induites par les drogues, d’aR@sinson et Nestler 2011.

Ces altérations morphologiques peuvent duresiglinis semaines apres l'exposition a la
cocaine. Ainsi, en modifiant la structure denduécdes neurones, la cocaine modifierait la

connectivité synaptique.

iiii. Altération de la plasticité synaptique

La plasticité synaptique peut a la fois se tradpar une augmentation ou une diminution de
I'efficacité synaptique, appelée respectivementepidlisation a long terme (LTP) et
dépression a long terme (LTD). La LTP et la LTD tsdes propriétés de base de la plupart
des synapses excitatrices dans le systeme neregipalcet sont utilisées dans de multiples

fonctions cérébrales dont I'apprentissage et la ainiMalenka and Bear, 2004).

Il a été proposé que I'exposition aux droguesralla plasticité synaptique dans certaines
régions cérébrales. Une preuve directe de la piastynaptique induite au niveau daTV
par la cocaine a été tout d’abord produite par €sgykt al., en 2001 en montrant qu’une seule
injection de cocaine suffit pour induire, en quelguneures, une potentialisation de la

transmission synaptique excitatrice sur les newaupaminergiques de cette région i.e une
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augmentation du rapport entre les courants ionigdBB?A/NMDA. Cette LTP est 1-
transitoire puisqu’encore observée 5 jours aprégettion de cocaine mais plus apres 10
jours, 2- bloquée par lI'administration d'un antagten NMDA et 3- retrouvée aprés
administration d'autres drogues ayant des mécasisrd@action différents comme
'amphétamine, la morphine, la nicotine ou I'éthiaradors que ni la fluoxétine (inhibiteur
spécifique de la recapture de la sérotonine ugild&ns le traitement de la dépression) ni la
carbamazépine (prescrite dans le traitement dédf#pe) n'induisent de LTP a ce niveau
(Unglesset al, 2001). Par contre, si la cocaine est adminigietmlant 12 jours la LTP dans
ATV devient persistante et peut étre détectéerdes aprés l'injection de cocaine (Chatn

al, 2008).

Au niveau duNAC, les neuroplasticités induites par la cocaine sdug pomplexes et
apparaissent avec un délai plus long. Des injestiépétées de cocaine et une augmentation
de l'activité des neurones dopaminergiques de I'AJant requises pour le transfert de la
sensibilisation (développement d’'une LTP) vers RON(Kourrich et al, 2007; Mameliet al,
2009). Plusieurs études ont tenté d’établir un Beire l'altération de la plasticité dans le
NAC et les conséquences comportementales d'unesiquorépétée a la cocaine. Ainsi il a
été montré que laltération de cette plasticitéaiseresponsable de la sensibilisation
locomotrice induite par la cocaine (Pasebhl, 2012) ou encore du comportement de rechute
(Moussawiet al, 2009). La modification de la plasticité synapéqians le NAC a méme été
proposée comme pouvant jouer un réle dans la tramgie la phase de consommation a la
phase addiction (Kasanedizal, 2010).

Enfin, I'exposition a la cocaine induit égalememne augmentation prolongée de
I'excitabilité des neurones dOPFm (Donget al, 2005) et du noyau latéral dlamygdale
(Goussakoet al, 2006).

En conclusion les études portant sur les neuroadaptations texlyar la cocaine ont
permis de mieux comprendre les conséquences nelogigues d’'une exposition chronique
a cette drogue. Associées a d’autres données li@étature, non mentionnées dans cette
introduction, elles permettent d’avancer plusiqagositions :

- Les études chez l'animal montrent que les dydfonoements cérébraux induits par

'exposition chronique a la cocaine touchent degiorés qui présentent des altérations
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morphologiques et fonctionnelles chez I'homme indigt qu’ils pourraient étre une
conséquence de la prise de drogues.

- Ces altérations (morphologiques, moléculairasettilaires) conduisent a une réorganisation
des réseaux neuronaux engagés dans les proceappsetitissage et de mémoire (Hyman,
2005; Hymaret al, 2006), de récompense et de contrdle de I'act@oldstein and Volkow,
2011) qui peut étre a la base des comportemenistiésid

- Ces dysfonctionnements affectent également dgsn® qui comme nous le verrons par la
suite, sont impliquées dans les processus émot®mienotamment &nxiété et dont les
principaux relais sont le complexe amygdalien, pbghalamus et le cortex préfrontal (Bolla
et al, 2004; Kalivas and O’Brien, 2008; Le Moal and Kp@b07; Volkowet al, 2003).

1- 4 L'anxiété, un des facteurs de vulnérabilité & consommation de cocaine

Les facteurs de vulnérabilité a la consommatiordigues sont nombreux et résultent de
linteraction entre deux types de facteurs: lesteurs individuels de vulnérabilité
(biologiques, psychologiques,...) et leEcteurs de risque liés a énvironnement (facteurs
socio-économiques, confrontations a des situatibressantes ou a des lieux préalablement
associés a la consommation de la drogue,...). Conuue @lons le voir dans ce paragraphe,
I'anxiété peut tout aussi bien étre un facteur individueldmérabilité a la consommation de
cocaine (individu a phénotype anxieux) qu'un factee risque lié a I'environnement

(confrontations a des situations anxiogénes).

1- 4- 1 Facteurs individuels

Comme nous l'avons mentionné dans le paragraplidfet de la consommation
chronique de cocaine», I'addiction n’est pas uement le fait d’'une exposition chronique a
une drogue mais résulte de son interaction avgazhénotype vulnérable. Les études cliniques
et épidémiologiques se sont focalisées sur des rdiimes psychologiques telles que
I'impulsivité et la réactivité au stress et sur peghologies associées a l'addiction telles que
anxiété ou la dépression qui prédisposeraientindsvidus a la consommation. Malgré
certaines contradictions, des associations ontrété&/ées entre ces traits de caractére ou
pathologies et I'abus ou I'addiction (Brady anddvar, 2005; Davigt al, 2008; Goodwiret
al, 2002; De Los Coboa al, 2011; Rounsaville, 2004; Rubet al, 2007; Swendsest al,

2010). Néanmoins, dans les études menkeg I'homme il est difficile d'évaluer si un trait
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comportemental est une conséguence ou une causéveloppement de l'addiction. Les

modeles animaux permettent de mieux clarifier l'aripnce de ces facteurs individuels.

Chez les rongeurscomme chez 'lhomme, certains individus font peediune plus grande
vulnérabilité a la consommation soutenue de coceliftel a sa dépendance. Par exemple, le
groupe de Piazza a Bordeaux en faisant la distimantre deux groupes d’animaux d’'une
méme souche, les rats qui expriment une forte ixdg&ctnotrice a un nouvel environnement
(HRs ou High Responders) et ceux qui exprimentfaitde réactivité motrice (LRs ou Low
Responders), a montré que les rats HRs acquielentapidement un comportement d’auto-
administration de psychostimulants que les rats (FRazzaet al, 1990). Par contre, ces rats
ne se distinguent pas par leur comportement corfipdisuto-administration de cocaine
suggérant une dissociation entre vulnérabilitéuadge de cocaine et perte de contrdle de sa
consommation.

Cette idée est confortée par des données plustescerontrant que les rats HNR (High-
novelty-preference), qui ont une préférence élgy@a# la nouveauté, et les rats considérés
comme impulsifs (HI ou High Impulsive), en se bdssur leur incapacité a attendre avant
d’exécuter une réponse appropriée (Bedinal, 2008; Molanderet al, 2011), sont plus
prédisposeés a la prise compulsive de cocaine gueate LNR (Low-novelty-preference) et
les rats peu impulsifs (LI ou Low Impulsive) resppeement (Belinet al, 2011).

L’ anxiété pourrait étre également un trait favorisant las@rde cocaine puisque les rats
présentant un trait anxieux, défini sur la basdede comportement dans 'EPM, ont plus
d’attrait pour les effets de la cocaine et sont plulnérables a la perte de contréle de sa
consommation (Dilleert al, 2012; Pellout al, 2009).

Ces données démontrent que certains traits coempentaux peuvent favoriser différentes
étapes du processus d’addiction : la réactivigé rouveauté (HR/LR) peut étre associée a une
prédisposition a consommer la drogue alors qu'uméfépence pour la nouveauté
(HNR/LNR), l'impulsivité et I'anxiété seraient pliit associées a la prise compulsive de la

drogue.

1- 4- 2 Facteurs environnementaux

Les observations chez 'lhomme et les étudesteffes sur les modeles animaux d’addiction

ont permis de mettre laccent sur trois facteursvirennementaux essentiels qui
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contribueraient a la reprise de drogue ou au débkment de la rechute ekposition a un

stress I'exposition aux indices environnementauxrappelant la prise de drogues et
I'exposition a la drogueelle-méme (Coopest al, 2007; Erbet al, 1996, 2000). Des études
ont également montré une interaction entre cesérdiits facteurs, ceux-ci pouvant

potentialiser leurs effets sur le comportementapeise de cocaine (Shelternal, 2004).

Chez 'homme des observations cliniques mettent en évidenckeannentre I'exposition
chroniqgue a des évenements stressants et la \oilitéra I'addiction (Foxet al, 2008a).
Chez les adolescents ayant fait face a des évémemsteassants dans leur vie ou ayant subi
des maltraitances physiques ou morales (sépardeégnparents, abus sexuel, perte d'un
parent,...), le risque de consommer des droguedieséfevé (Dembet al, 1988; Harrisoret
al, 1997). Des études ont également pu montrer laodudité des troubles anxieux et
dépressifs, et le risque d’abus de drogues (Breslal 2003; Kandett al, 1997) (voir § 2-1-

3 Prévalence et comorbidité des troubles anxieux).

Chez les sujets dépendants a la cocaine et despeéliodes d’abstinence, I'exposition a un
stress psychologiqgue ou aux indices environnemgntmsociés a la prise de drogue
déclenche une fortenxiété et une envie irrépressible de drogues ou « cravif@@haplinet

al, 2010; Contoreggit al, 2003; Foxet al, 2008a; Sinhat al, 2000). Par exemple, Fox et al.
ont montré que les personnes dépendantes a laneaamaipériode d’'abstinence expriment une
sensibilité plus élevée aux images a tonalité mégatu rappelant la consommation de
drogues que dans le groupe d’individus témoins @ak, 2008a). Ceci se manifeste par une
hyperréactivité de I'axe corticotrope, une augmeriadu rythme cardiaque et des niveaux de
corticostérone plasmatiques, accompagnéees d'unaenigtion de I'envie de drogue (Sinha
et al, 2000). Ces réponses psychologiques et physialegiqux indices environnementaux
stressants ou a ceux rappelant la prise de cos&@ioeentuent avec la prise de la drogue (Fox
et al, 2005) et sont considérées comme favorisant l'almisirogues chez les usagers et la
rechute chez les personnes dépendantes (Leguet, 2008; Sinhaet al, 2006). Trés
récemment Fox et al., ont montré que la guanfadimeagoniste des récepteurs alpha 2
adrénergiques, en diminuant I'anxiété et les répslt systeme autonome a la vue d’'images
a tonalité négative diminue également la sensal®r craving » chez les usagers de cocaine
(Foxet al, 2012).
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Chez l'animal, les études ont également montré I'importance tdess dans la rechute.
Chez les rats ayant appris a s'auto-administrda @ecaine, I'exposition a un choc électrique
dans les pattes par exemple déclenche un compartateerecherche de la drogue méme
apres une période d’extinction prolongée (&rhl, 1996; Luet al, 2003; Stewart, 2000). Il en
est de méme apres I'administration de drogues geries (Kupferschmidit al, 2009).

De plus, des études chez le rat montrent qu'un ébectrique ou encore I'administration
d’'une molécule anxiogene potentialise I'effet dedides environnementaux sur la reprise de
cocaine (Buffalari and See, 2009; Feltenstein aed, 2006), alors que I'administration
d’anxiolytiques bloque la reprise de cocaine irglupar I'exposition aux indices
environnementaux (Goedeatsal, 2009).

En revanche, les rongeurs élevés dans un milieichéncongu pour augmenter les
opportunités de stimulations visuelles, somato-waslies et olfactives et la nouveauté
(objets nouveaux placés dans la cage et réguliéredéplacés ou remplacés) développent
une moindre sensibilisation comportementale etpeéice de place conditionnée a la cocaine
(Solinaset al, 2008). Ce type de milieu enrichi bloque la reprike cocaine induite par un
stress ou par I'exposition aux indices environnemen associés a la drogue, méme s'il ne
permet pas de bloquer la reprise de cocaine ingaitd’exposition a la drogue elle-méme
(Chauvetet al, 2009; Thielet al, 2009). Ces études suggéerent qu’'un environnenreithe

pourrait avoir un effet préventif et méme curatif B comportement d’addiction a la cocaine.

En conclusion l'anxiété, qu’elle soit induite par la consommatide cocaine, des facteurs
environnementaux ou qu’elle corresponde a un ttaitpersonnalité, apparait comme un
facteur important dans la reprise de cocaine os Bladéclenchement de la rechute aprés une
période d'abstinence. Il semble donc important detésesser a cette composante
psychologique et aux substrats neuronaux qui las-tendent afin de pouvoir mieux
comprendre la neurobiologie de I'addiction. Avaraharder cette question il nous a semblé
nécessaire de rappeler dans {8®Zhapitre quelques notions sur l'anxiété, ses wifftes
formes pathologiques et les réseaux neuronaux dordi dans son expression et/ou sa

régulation.
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2- L'anxiété
2- 1 Généralités
2- 1- 1 Définition

Le mot «anxiété » dérive du latemxietas qui veut dire disposition a l'inquiétude.
L’'anxiété est une émotion qui peut étre décrite m@meétant une peur anticipée.
Contrairement a la peur qui survient face a un danéel, I'anxiété se déclenche face a un
danger potentiel, incertain. Elle peut donc existef’absence d’événements menacants et sa
cause n'est pas forcément consciente. L'anxiétéraduit également par des réactions
physiologiques (accroissement de la pression alt@&ri tachycardie, sueurs...) et
comportementales (augmentation de la vigilanceest i@ponses d’évitement) voisines de

celles de la peur.

Une autre notion importante permet de distingiexiété d'état de I'anxiété de trait.
L’'anxiété d'état est suscitée ponctuellement eromép a un contexte ou a une situation
donnée. Elle est de nature immédiate et de cowrtéed Par contre, I'anxiété de trait
correspond a une caractéristique permanente, ddabiiesujet. Un sujet ayant une anxiété de
trait aura une disposition importante a manifester’anxiété méme en dehors de tout
événement stressant. L’anxiété de trait est coreedéomme un facteur prédisposant au

développement des troubles anxieux.

2- 1- 2 Anxiété normale et pathologique

L’anxiété est une réaction émotionnelle norntalepermet a un individu de faire face a une
menace éventuelle, c'est-a-dire de s’en protéedér. @ossede donc une valeur adaptative.
Cependant, dans certains cas, I'anxiété peut decbnbnique et excessive par rapport aux
situations auxquelles I'individu est confronté. @arle alors de pathologies anxieuses ou de

troubles anxieux.

Le DSM-IV classe les pathologies anxieuses arsi@lirs entités distinctes : I'anxiété
généralisée, les troubles de panique, les étastreles post-traumatique (PTSD), les troubles
obsessionnels et compulsifs (TOC) et les phobjgsc{Bques ou sociales).
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L’'anxiété généraliséese caractérise surtout par une inquiétude et desssexcessifs qui
concernent différents aspects de la vie (famillayail, santé, situation financiere,...). Les
personnes qui souffrent d’anxiété généralisée ptése souvent plusieurs des symptdmes
suivants : irritabilité, difficultés de concentiti tension musculaire, perturbations du
sommeil et fatigabilité. Ce trouble anxieux esples commun parmi les différents troubles

d’anxiété avec une prévalence de I'ordre de 3 adke% population générale.

Les troubles de paniquese caractérisent par des attaques récurrentesnitup survenant
de facon imprévisible. lls se traduisent par despés breves de peur ou de malaise intense,
accompagnées de symptomes physiques (accélératiaytlime cardiaque, transpiration,
tremblements, impression d’étouffement, sensatiétrahglement, sensation de vertige) ou

cognitifs (peur de perdre le contrdle de soi, mEumourir).

Les PTSDse développent chez 15 % des sujets exposés\&nargent traumatique durant
lequel I'intégrité physique et/ou psychologique p@ux ou pour d’autres a été menacee
(accident grave, catastrophe naturelle, viol, gjeattentat...). Par la suite, cet événement
traumatique est revécu sous forme de cauchemars ftashbacks » envahissants. Ces
symptémes sont associés a des conduites d’évitethesngituations en rapport avec la cause
du traumatisme, des altérations du sommeil, detdibilité, des difficultés de concentration et

une hypervigilance.

Les TOC se manifestent par la présence d’obsessions (Bna&dges qui s'imposent a la
conscience de maniere répétitive et incoerciblejompagnées ou non de compulsions
récurrentes (actes répétitifs accomplis par letswai sont a l'origine de sentiments de
détresse, de perte de temps, et interférent ageackvités du sujet. Les obsessions les plus
fréquentes concernent la contamination, l'accurmnat les préoccupations sexuelles,
somatiques et religieuses. Les compulsions toudeelavage, la vérification, la répétition,
'ordre, le comptage, I'accumulation et le contaces comportements compulsifs réduisent
'anxiété induite par les obsessions, le soulagéraersi apporté contribuant a renforcer la

maladie.

La phobie spécifiqueest caractérisée par la crainte excessive ougsonnable éprouvée
a I'égard d’objets ou de situations simples (paneple vol en avion, hauteur, animaux, vue

de sang, ...)La phobie sociale est caractérisée par la crainte marquée, persstan
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irraisonnée d'étre observé ou évalué négativementsitation de performance ou
d’interaction sociale. Elle est associée a des sym@s somatiques et cognitifs. Les situations
craintes sont évitées ou bien sont supportées @mve@nxiété et une détresse intenses. Ces
situations comprennent la crainte de parler eniputi¢ parler a des personnes peu familiéres

ou d'étre exposeé a I'éventuelle observation d’autru

Bien que ces pathologies anxieuses se caramitripar des manifestations
comportementales tres différentes, elles sont gauplupart sensibles aux traitements
chroniques avec des antidépresseurs. Avec lefficades antidépresseurs, tels que les
inhibiteurs sélectifs de la recapture de sérotgniee anxiolytiques classiques tels que les

benzodiazépines ne viennent que compléter le tmaité

2- 1- 3 Prévalence et comorbidité des troubles amtix

Les troubles anxieux représentent en Europ&rdebles psychiatriques les plus fréquents,
touchant au cours d’une vie 20 a 30 % de la popunlagénérale (Kesslat al, 2005). Méme
si les troubles anxieux recouvrent des réalités tdférentes, notamment en termes de
séverité, ils sont le plus souvent associes a ddficultés personnelles et

socioprofessionnelles importantes et des altérasanificatives de la qualité de vie.

Les données épidémiologiques ont permis de eeleme forte comorbidité entre les
différents troubles anxieux et d’'autres troublegchstriques (dépression, schizophrénie) ou
labus de drogues. Par exemple, l'anxiété et larekgon présentent des symptbmes
communs comme la sensibilité au stress, la fatiiggbia perturbation du sommeil (Clark and
Watson, 1991; Gorman, 1996; Pollack, 20@).ce qui concerne la consommation abusive
de drogues et les pathologies anxieuses, les éardesiontré une forte prévalence de ces
pathologies chez les personnes dépendantes a #ineopar exemple (Cos al, 1990;
Wassermaut al, 1997).

2- 2 L’'anxiété chez les rongeurs

2- 2- 1 Modélisation des symptoémes anxieux chezrtangeur

Comme nous l'avons mentionné préceédemment, iEddxest un état mental complexe
généralement défini chez 'lhomme par une forte amsapte psychologique difficile a

guantifier. Chez I'animal, si la composante suliyecties émotions n’est pas accessible il est
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admis que leur expression comportementale et lesepsus neurobiologiques qui les sous-
tendent le sont, d’autant que les structures etamsemes sollicités dans les situations
aversives ou de stress ont été largement consswéds plan évolutif chez les mammiferes

(McNaughton and Gray, 2000). Par ailleurs, de neubr paramétres physiologiques

(pression artérielle, rythme cardiaque, sécrétarocrines) et comportementaux (évitement,
fuite ou immobilité) utilisés pour rendre compteun’ état d’anxiété chez I'animal sont

sensibles aux anxiolytiques efficaces chez 'lhom@es données soutiennent I'idée que les
composantes somatiques et comportementales deéditénsont modélisables chez I'animal

(Bourinet al, 2007).

2- 2- 2 Tests et modéles d’anxiété chez le rongeur

Les tests utilisés pour évaluer I'état anxiebhrzles rongeurs (anxiété d’état) sont classés
en deux catégories : les tests basés sur desawersaturelles (ou tests non conditionnés) et
les tests basés sur des aversions apprises (swoestitionnés).

Les tests non conditionnés sont basés sur la o@acimée et spontanée de I'animal face a une
situation anxiogéne alors que les tests conditismé&eessitent une phase d’'apprentissage ou
de conditionnement durant laquelle un stimulus nee(firotocoles de peur conditionnée) ou
récompensant (nourriture, boisson ou drogue ; podés de conflit) est associé a un stimulus

aversif (choc électrique par exemple).

Les principaux tests conditionnés et inconditionugéiésés chez les rongeurs pour évaluer
un état anxieux sont récapitulés dans le table@afs ce méme tableau sont aussi présentés
certains des modéles animaux créés par manipuagiénétiques ou environnementales afin

de produire un état d’anxiété pathologique (anxi&térait ou modéles de troubles anxieux).
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Tests d’évaluation de I'état anxieux
aigu (anxiété d'etat).

Modéles d’anxiété chronique exagérée
(anxiété de trait).

Tests non conditionnés

1 Tests basés sur le conflit approche-
évitement:

— Open-field

— Boite claire/obscure

— Labyrinthe en croix suréleve

— Confinement dans un bras ouvert

[] Tests sociaux:

— Interactions sociales
— Compétitions sociales

'] Autres:

— Marble burying

— Hyponéophagie

— Vocalisations induites par le stress

— Hyperthermie induite par le stress
Tests conditionnés

[] Tests basés sur le conflit:

— Test de Geller-Seifter
— Test de Vogel
— Test d’aversion de place conditionnée

[1 Autres:

— Peur conditionnée
— Enfouissement défensif

Anxiété innée
"1 Différences de souches
"1 Différences interindividuelles
"1 Modéles génétiques
Manipulations environnementales

1 Elevage en conditions défavorables
— Séparation maternelle

— Sevrage précoce

— Isolement social

1 Exposition chronique au stress

— Stress chronique léger
— Stress chronique social

Modéles nutritionnels

1 Déficience en magnésium

Modéles pharmacologiques

1 Traitement chronique a la corticostéro
1 Sevrage a une drogue

Etat d’anxiété aigu

1 Modéle pharmacologique

Tableau 2 : Représentation des différents tests et modelesxiét@ndéveloppés chez les
rongeurs d’apres la revue de Sartori et al., (2011)
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2- 3 Bases neurobiologiques de I'anxiété normale pathologique

Les premiéres études portant sur les baseselogiques de I'anxiétéhez I'hommeont

tiré profit de cas de patients ayant des Iésionsameygdale, ou plus largement des lobes
temporaux, suite a une ischémie, une résectionrgfidale de cette aire cérébrale (suite a une
tumeur par exemple) ou une calcification de I'anglgccomme dans le cas de la maladie de
Urbach-Wiethe (Tranel and Hyman, 1990). Ces patiem@anifestent une indifférence
émotionnelle, c'est a dire une incapacité a ataibwne signification affective aux
informations extérieures. L'importance de cettaéa@glans les émotions a été confirmée par
des stimulations chez des patients souffrant dgpie sévere lors d’explorations
préopératoires afin de délimiter la zone épilepteg&hez ces patients, il a été montré que la
stimulation de lI'amygdale provoque des sentimerdspgur et d'anxiété ainsi qu’une

activation du systeme nerveux autonome.

L’essor des techniques de neuro-imagerie fonogbe (IRMf, EEG, PET...) a permis de
décrypter les réseaux neuronaux impliqués danpréssion et la régulation des émotions. La
plupart des recherches ont basé leurs études camtdianxiété sur le traitement de stimuli
visuels (photos d’expressions faciales ou corpeselscénes ou film) ou auditifs (voix,
musique) a tonalité émotionnelle négative. Difféseprotocoles expérimentaux ont été
élaborés afin de distinguer les substrats neuroaasacies a I'expression de I'anxiété de ceux
visant a la controler. Par exemple, des taches éamh aux sujets d’amplifier, d’'inhiber ou
de réévaluer des émotions évoquées expérimentalertmrt en suivant leur activité
cérébrale, ont permis de repérer les structuredbrales engagées dans le contrdle des

émotions et notamment de I'anxiété.

L’ensemble de ces études a permis d'établir cagographie des circuits cérébraux
impliqués dans l'anxiété chez le sujet sain (neffeamt pas de pathologies anxieuses) et de
déterminer & quels niveaux de ce réseau de stesctg situent les dysfonctionnements

associés a une pathologie anxieuse spécifique.

Ce réseau comporte aussi bien des régions @egiconnues pour avoir un réle cognitif
comme le cortex cingulaire ou encore le cortexrpréél médian, que des régions limbiques
comme I'amygdale, I'hippocampe et I'insula. Ceddaintes régions sont connectées entre

elles et participent a I'élaboration d’'une répoasmtionnelle face a une situation anxiogene.
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Le schéma de la figure 7, proposé récemment pamn Etktkin, 2010) représente les
différentes structures corticales et limbiques iqyes dans laggénération d'un état

anxieux qui est un processus complexe comportant :

- une phase dentification des stimuli et deroduction de I'état émotionnel sous le
contréle des régions limbiques telles que I'amygdéinsula (Figure 7) ainsi que d’autres
structures telles que I'hypothalamus et la substagrcse périagueducale, non représentées
dans le schéma ci-dessous. Ces régions détectestiteuli menacants ou potentiellement

menacants et initient des réponses physiologiquesngportementales.

- une phase @évaluation des stimuli avec attribution consciente ou incarge d'une valeur
émotionnelle (positive ou négative) sous le coetidd la partie dorsale du cortex préfrontal
(cortex cingulaire dorsal ou dACC et cortex médisdbdmPFC dans la figure 7).

- et une phase degulation de I'état affectif, du comportement émotionnetet réponses
géneérées par les régions limbiques sous le contdla partie ventrale du cortex préfrontal
meédian ainsi que des parties rostrale et subgémaleortex cingulaire (vmPFC, rACC,

SgACC respectivement dans la figure 7).

B core limbic

[ evaluation LPFC

[] reguiation

sensory
information

hippocampus
brainstem, cortex

Figure 7 : Structures cérébrales impliquées dans les difféseftapes du processus anxieux.
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D’autres équipes, notamment celle de Gross d®hdiips ont proposé des modeles tres
analogues. Le modele de Gross, a la differenceslie @’Etkin, attribue au cortex préfrontal
un role dans laégulation des émotions sans faire de distinction entre dtgs dorsales et
ventrales, alors que les régions limbiques effetttume évaluation du stimulus anxieux
(Gross and Hen, 2004).

Dans le modele de Phillips (Philligs al, 2008) le systéeme idfentification et d'évaluation

de la signification émotionnelle des stimuli impig) le systeme ventralcomprenant les
régions limbiques et la partie ventrale du cortedfrpntal médian alors que le systeme de
régulation implique lesystéme dorsaincluant la partie dorsale du cortex préfrontabrag

et I'hippocampe.

Quels que soient les modeles proposeés, le rasgabral impligué dans I'état anxieux est
constitué d'une partie limbique qui identifie leBraili menacants et qui est responsable de la
génération de I'état anxieux, et d’une partie calé intervenant dans leur évaluation et leur

régulation pour une réponse émotionnelle plus &egapt

En ce qui concerne les difféerenfeghologies anxieusesEtkin rapporte dans une revue les
résultats d’'une méta-analyse sur les dysfonctiommésnneuronaux associés aux traitements
des émotions négatives (Etkin and Wager, 2007)teCetvue inclue une combinaison
d’études dans lesquelles des images, sons ou tegtasfiques ou non spécifigues a un
trouble anxieux sont utilisés pour induire des stahxieux. Dans les PTSD, l'anxiété
généralisée et les phobies spécifiques, on obsrvmaniere tres reproductible une hyper-
activation de 'amygdale et du cortex insulaire ggoport aux individus témoins. Par contre,
les patients souffrant de PTSD sont les seuls aiezune hypo-activation du cortex
cingulaire antérieur rostral et des cortex préfabmiorso- et ventro-médian est également
observée ; cette hypo-activation corticale pouvafieter un déficit dans la régulation des
emotions.

Cependant I'observation d’'une hypo- ou hyper-atitiwadans certaines régions, notamment
les régions corticales, peut dépendre du type dbe$i expérimentales utilisées et non

seulement du trouble anxieux dont souffre le patibans les paradigmes expérimentaux ou
'on demande aux sujets de réduire leurs émotidasvae d’images a tonalité négative, ceux

présentant un trait anxieux élevé activent plusefoent leur cortex préfrontal médian et

latéral que les sujets sains, révélant ainsi laessgt® d'un plus grand engagement de ces
régions corticales pour réguler leurs émotions (flzet-Sillset al, 2011).
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Dans une revue récente Shin et Liberzon (2010) wmdapitulé I'ensemble des
dysfonctionnements cérébraux observés en foncteofadchature des pathologies anxieuses

étudiées (Tableau 3).

Amygdala rACC dACC Hippocampus Insular cortex
Posttraumatic stress disorder T ) i ! B!
Panic disorder T1® T* Tl
Social phobia 1 Tl* Tl T
Specific phobia 1 Tl ) 1
Generalized anxiety disorder (1L (" i s =

rACC = rostral anterior cingulate cortex; dACC = dorsal antenor aingulate cortex.
T =increased function in the disorder (relative to control groups).
| =decreased function in the disorder (relative to control groups).
11 mixed find nygs
* = based on a very small number of studies.
=100 little information available

Tableau 3: Modifications fonctionnelles cérébrales observéesnsd les différentes
pathologies anxieuses d’apres la revue de Shiibetzon (2010).

Chez les rongeursl’étude des substrats neuronaux impliqués damiété a été abordée
par de multiples approches: lésion électrolytigde certaines structures cérébrales,
administration d’agents pharmacologiques par vgistésnique ou locale ou encore par

visualisation de marqueurs cellulaires d’activati@uronale.

Les études neuroanatomiques utilisant des marqu#acddivation neuronale comme les
protéines Fos ou Zif-268 ont montré I'activation clrtaines structures cérébrales lors de
situations anxiogenes. Bien qu’il y ait des difféses de réactivité selon les situations, il
existe des structures communes activées quellesqgitda situation anxiogene a laquelle
'animal doit faire face, telles que le cortex poéital, le complexe amygdalien, le septum,
I’hypothalamus ou encore la substance grise péedugale (Duncagt al, 1996; Graefkt al,
1993; Hinkset al, 1996).

Ces études ont permis d’identifier les structurelliciées dans une situation anxiogéne,
cependant une relation causale entre ces différeatgvations et le comportement anxieux
restait a établir. Pour cela, des études visanhiber ou activer localement une structure par
l'injection d’agents pharmacologiques ou par desolgs focales et en étudier I'impact sur le
comportement anxieux de I'animal sont plus appésgipour répondre a cette question. C’est

39



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

ainsi qu’il a été montré que l'inactivation de larfie ventrale du cortex préfrontal médian
chez le rat (vCPFm) a un effet anxiolytique surtdenportement (Shadt al, 2004; Sterret al,
2010) et diminue les réponses du systéme nerveton@me (Tavarest al, 2009) et
endocrinien (Radlegt al, 2006) de I'animal. De méme l'inactivation de I'pgaale (Muller
and Fendt, 2006), du noyau de la strie terminadSB) (Fendiet al, 2003), du septum latéral
et de I'hippocampe ventral (Trent and Menard, 2@i)des effets anxiolytiques.

Plus récemment, la manipulation sélective de dscoéuronaux par approche optogénétique
permettant de contréler I'activité des neuroneslpdmmiere a permis de mettre en évidence
importance des projections spécifiques entre {gdale basolatérale et 'amygdale centrale
dans le processus de contréle de I'anxiété chezoless (Tyeet al, 2011).

En ce qui concern&anxiété pathologique difféerents modeles ont été développés chez les
rongeurs (Tableau 3). Cependant, il est bien entatifficile de modéliser séparément les
différentes pathologies anxieuses qui existent themme. On peut penser que, suivant les
tests d'anxiété utilisés chez les rongeurs, destties difféerentes de I'état anxieux soient
révélées.

Des lignées de rats ont ainsi été génétiqguemeantts@inées sur la base d'un trait hyper
anxieux (high-anxiety-related behavior ; HAB) ddms$est du labyrinthe en croix surélevé (ou
EPM) (Liebschet al, 1998). Ces rats présentent un comportement anxien seulement
dans 'EPM mais aussi dans les test de I'Open-f¢lde confinement dans un bras ouvert (ou
OA) par rapport aux rats sélectionnés sur la basetdait hypo anxieux (low-anxiety-related
behavior ; LAB) (Salomet al, 2004) Des lignées de souris présentant spontanémemaitin t
anxieux (les souris BALB/c) par rapport a leur hémgoe ne présentant pas ce trait de
caractére (les souris C57BL/6) ont également éiksags comme modéle d’anxiété
pathologique.

Cependant les études en neuroanatomie ou neuraimaayant abordé la question des
dysfonctionnements cérébraux liés a ces états inypathologique sont relativement
limitées. La comparaison de la réactivité neurortias ces différentes lignées révele des
altérations fonctionnelles au niveau de certaiggsons telles que le cortex préfrontal médian,
'amygdale ou les aires thalamiques et hypothalaesg chez les animaux ayant un trait
hyper anxieux suite a une exposition a des sitnatéamxiogenes, par rapport a ceux ayant un
trait hypo anxieux (Kalisclet al, 2004; Muigget al, 2009; O’Mahonyet al, 2010; Salomet

al, 2004). Ces observations convergent avec lesatiibs observées en neuroimagerie au
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niveau du cortex préfrontal et de 'amygdale pagregle chez les personnes souffrantes de

troubles anxieux.

Pour conclure, méme si les analogies entre I'horatrie rongeur sont souvent difficiles a
établir toutes ces études ont permis d’identifies déseaux neuronaux impliqués dans le
traitement des stimuli anxieux. Ce réseau est @sfiement constitué daortex préfrontal
meédian ainsi que certaines régions limbiques comramygdale I'hypothalamusou encore
I'hippocampe. Le fonctionnement de ces différentes structured ptre différemment altéré

selon la pathologie anxieuse qui se manifeste.
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OBJECTIF GENERAL DE LA THESE

Ces derniéres décennies ont fourni une masseidéyable de données sur les
neuroadaptations cérébrales induites par I'exposiéi la cocaine d’'une part (voir § 1- 3- 3
Cocaine et neuroadaptations cérébrales) et la nielmgie de I'anxiété d’autre part (voir § 2-

3 Bases neurobiologiques de I'anxiété normaleatiglogique). Cependant tres peu d’études
ont cherché a identifier les substrats neuronaws-sendant I'anxiété pathologique induite
par une exposition chronique a la cocaine. Lesestulstinées a caractériser ces substrats
neuronaux se sont surtout focalisées sur I'impbeatle différents types de récepteurs comme
les récepteurs R-adrénergiques (Harris and Astnas)d 993), les récepteurs cannabinoides
(Kupferschmidtet al, 2012), les récepteurs aux opiacés de type dedtaifieet al, 2008) ou
encore au CRF (Corticotropin-Releasing Factor) ¢Batal, 1999; Sarnyagt al, 1995).

Dans une tentative de mieux comprendre les ngoas sous-tendant cette perturbation de
I'état émotionnel, le but de cette thése était atitifier lesaltérations neuronalessous-
jacentes a état d’anxiété pathologiquese manifestant lors d’'usevragea la cocaine chez

le rat. Ce travail de thése est subdivisé en trois gmpdeties:

Une partie comportementalequi a consisté a évaluer le comportement anxieusoaus du
sevrage apres un traitement chronique a la cochiez le rat. Plusieurs tests d’évaluation de
I'état anxieux ont été utilisés pendant une péridelsevrage allant de 2 a 28 jours.

Le comportement pseudo-dépressif des rats au ahursevrage a également été évalué
puisque les troubles anxieux sont souvent accongzage troubles dépressifs et que ces

derniers sont souvent observés chez les personnssromant de la cocaine.

Une partie neuroanatomiquequi a consisté a étudier la réactivité des régebrales
chez les rats sevrés de cocaine exposés a ungositaaxiogene telle que le confinement
dans un bras ouvert surélevé, et ceci en utilisastapproche immunohistochimique basée

sur I'expression de marqueurs d’activation neur@icaimme les protéines Fos ou Zif-268.

Finalement, au vu de nos résultats montrant une forte altérate la réactivité du dCPFm
chez les rats sevrés, nous avons cherché a atablien entre la réactivité de cette région et
les manifestations d’un état anxieux exagéré. elar nous avons eu recours a une approche
pharmacologique qui consiste a injecter localendest agents inhibiteurs ou activateurs de

I'activité neuronale, et a en étudier les répericusssur les comportements anxieux.
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MATERIELS ET METHODES

1- Animaux

Les expériences ont été meneées sur des rats maagus-Dawley (Charles River, France)
pesant entre 200 et 225 g a leur arrivée.

Les animaux sont hébergés par groupes de 4 darsmdes en Plexiglas dans une animalerie
climatisée (221°C) et sont soumis a un cycle lumiere-obscurgé ah /12h (lumiére de 7h a
19h). Les rats ont acces a I'eau et a la nourradigbitum et sont acclimatés a ces conditions
d’hébergement. lls sont laissés au moins une sendans cet environnement avant toute
manipulation expérimentale et sont pesés une fnigaur afin de réduire les effets stressants
de leur manipulation.

Les expérimentations sont effectuées en accord sedirectives 86/609 du Conseil des

Communauté Européenne sur les soins et utilisdésranimaux.

2- Traitements pharmacologiques

2- 1 Agents pharmacologiques

La cocaine (chlorhydrate de cocaine, Cooper, Fjaestedissoute dans une solution saline
(NaCl 0,9 %, Revol, France). Une dose de 20 mg&tgaeministrée par injection intra-
péritonéale (i.p.) dans un volume de 1 ml/kg.

Le muscimol (Sigma-Aldrich, France), agoniste sifleles récepteurs GABA-A, est dissous
dans du NaCl aux concentrations de 20 et 100 ngid,5ll est administré par voie

intracérébrale.
2- 2 Traitement chronique a la cocaine

Les rats recoivent 14 injections i.p. de la solutite cocaine (20 mg/kg, 1 ml/kg) ou de son
solvant (NaCl 1 ml/kg), a raison d'une administatipar jour excepté les weekends. Ce
protocole a été choisi puisqu’il a été montré gest capable d’induire un état d’anxiété élevé
chez les rats a 2 jours de sevrage (Petiag 2002; Rudoy and Van Bockstaele, 2007).
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2- 3 Administration intracérébrale de muscimol

2- 3-1 Implantation des canules intracérébrales

Les rats sont anesthésiés avec un mélange KétafWibeac, France)/Xylasine (Bayer)
administré par voie i.p. (Kétamine=100 mg/kg ; syhe@=10 mg/kg).lls sont ensuite placés
dans un appareil stéréotaxique (David Kopf Instmisie USA) avec la barre d'incisives
placée a 3,3 mm en-dessous de la ligne interadeafacon a ce que la téte de l'animal soit
horizontale. La température corporelle est contr@l€aide d'une sonde rectale et maintenue a
37,5°C par une couverture chauffante thermostatizevard Apparatus, UK) placée sous
l'animal. La peau du crane est incisée sagittalereréclinée de part et d'autre de la ligne
médiane. L'os est nettoyé afin que les suturesesraes soient visibles. Le crane est percé a
l'aide d'une fraise dentaire et les méninges démmip I'aide du bout recourbé d'une aiguille
pour permettre l'implantation bilatérale des casigleides. Les canules guides sont des tubes
en inox (23 gauge, Interchim, France) ajustés damgueur de 12 mm. Elles sont implantées
de maniére a ce que leur extrémité se situe dgeriee dorsale du cortex préfrontal médian,
avec un angle de 6° par rapport a la verticale.doesdonnées stéréotaxiques utilisées ont été
définies d'apres l'atlas de Paxinos & Watson (2004)

Antéro-postériorité (AP) = + 3,2 mm par rapportBregma

Latéralité (L) =+ 1 mm par rapport au Bregma
Profondeur (V) = - 2,6 mm par rapport a la surfdeerane

Les canules guides sont fixées au crane par duntidemtaire (Austenal Dental Products Ltd,

Royaume-Uni) et trois vis d'ancrage (Anthagyr, EgnLes canules sont protégées par un
cbne en plastique fixé sur le crane égalementidel’de ciment dentaire et ce dernier est
ensuite appliqué sur toute la surface exposéeahegrour consolider I'ensemble. Un mandrin
(tube en inox, 30 gauge, Interchim, France) estringlans chaque canule pour éviter leur
obturation. Le mandrin est ajusté a une longueut2jd mm de facon a ce qu’il dépasse de
0,5 mm de la canule guide. En fin de chirurgiggdau est recousue a l'aide d’un fil de suture
(SS-652 5-0, Sofsilk, Covidien, France). Une solutde Vétédine (Centravet, France) est
appliguée localement sur la plaie pour éviter lxesaue d'infection, et 5 ml de glucose a 5 %
(Lavoisier, France) sont injectés par voie i.p. dmti-inflammatoire non stéroidien, la

Rimadyl, (5mg/kg, 1ml/kg, Pfizer) est injecté paiersous-cutanée.
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Les rats sont ensuite replacés a lI'animalerie dasscages individuelles. lls y sont laissés
jusqu'a récupération (5 a 7 jours), c'est-a-dimgjta ce qu'ils aient retrouvé un poids au
moins égal a celui qu'ils avaient avant I'opératices animaux sont manipulés et pesés tous
les jours par I'expérimentateur et les mandring sotevés et remis en place tous les deux

jours afin d’éviter que les canules ne se bouchent.

Figure 8 : Photographie représentant un rat dans sa cageedjadhent aprés l'implantation
intracérébrale de canules.

2- 3-2 Procédure de microinjection

Les microinjections sont réalisées chez des aninmamxanesthésiés. Le rat est maintenu en
douceur et les deux mandrins remplacés par deecteyrs constitués de tubes en acier
inoxydable (30 gauge, Interchim, France) de longtedle qu'ils dépassent des canules guides
de 1,0 mm. Chaque injecteur est raccordé a unteateé Tygon (de diameétre 0,51 mm + PE
10) contenant la solution pharmacologique et co@naane seringue en verre Hamilton de
50 pl (Interchim, France). Un volume de 0,5 ul desoimol ou de NaCl est injecté a l'aide
d'une pompe (Harvard Apparatus, PHD 2000, USA) aend min (débit 0,5 pl/min). Les
injecteurs sont laissés en place pendant 1 minlé&ogmtaire pour faciliter la diffusion de la

solution. lls sont alors retirés et remplacés pamhandrins.
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2- 3-3 Contrdle histologique du site d’injection

A la fin des expériences, le rat est euthanasié awe quantité suffisante de pentobarbital.
Son cerveau est prélevé et congelé a -20°C. Dgsesduontales de 30 um d'épaisseur sont
réalisées a l'aide d'un cryostat (CMT — 950 A —¢riglin, France). Elles sont ensuite colorées
au rouge neutre et visualisées au microscope efiédfier le site d'implantation identifiable

grace a la trace laissée par la canule.
3- Evaluation comportementale

Le jour du test comportemental, la cage d’hébergerdes rats est placée dans la piéce
d’expérimentation une heure avant le test, afin dp® rats s’habituent a ce nouvel
environnement. Des groupes indépendants sontégtifi@ur chaque test comportemental et

pour les différentes périodes de sevrage.

3- 1 Tests pour évaluer I'état anxieux des rats

3- 1- 1 Le labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Ce dispositif (Panlab, France), en forme de crbigyre 9) est surélevé a 65 cm au dessus du
sol. Il comporte quatre bras (L = 50 cm x | = 10)@pposés deux a deux ; deux de ces bras
sont fermés par des parois grises de 49 cm dethadis que deux autres sont ouverts et
entourés de baguettes de Plexiglas de 0,5 cm dellemubras sont reliés par une plate-forme
centrale (10 cm x 10 cm). Le sol de 'ensemblenegt La piece est faiblement éclairée par
deux lampes halogenes d’intensité réglable plackepart et d’autre du labyrinthe afin
d’obtenir une luminosité d’environ 10 lux au nivede la plateforme centrale. Ce dispositif
est surmonté d'une caméra vidéo permettant d'estregile comportement de I'animal
pendant la durée du test.

Les rats sont placés au centre du dispositif, #age bras ouvert, et laissés libres de I'explorer
pendant 5 min Le plancher est nettoyé a I'éthai®8b Entre chaque rat afin d’éviter toute
odeur pouvant modifier le comportement de I'anim@alvant. Plusieurs variables classiques
ont été mesurées par analyse des enregistremdats :Me nombre d’entrées et le temps passé
dans les bras ouverts (BO) et fermés (BF). Unecentist comptabilisée lorsque les quatre
pattes de I'animal franchissent le seuil du brass Gonnées permettent de calculer le temps
passé dans la plateforme centrale considéré comnredicateur d’hésitation entre approche

et évitement des bras les plus anxiogenes, le rototal d’entrées dans I'ensemble des bras,
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considéré comme un bon indicateur de I'activitéotootrice de l'animal, ainsi que le
pourcentage de temps passé dans les bras ouvegtéBnps passé dans les BO*100/temps

BO + temps BF) considéré comme reflétant I'étateumx de I'animal (Cruzt al, 1994).

D’autres parametres plus éthologiques ont été dslevpour compléter I'analyse
comportementale. Ceci inclut la mesure du nombreedeessements (un animal se tenant sur
ses deux pattes postérieures est en position dessminent) et du temps passé a faire des
mouvements de « head-scans » définis comme desememgs d’étirement de la téte pour

explorer I'environnement, souvent accompagnés pareniflements en lair.

La validation du labyrinthe en croix surélevé emt igue dispositif pour la mesure de I'anxiété
chez les rongeurs est basée sur des criteres camgotaux, physiologiques (e.g. le taux de
corticostérone) et pharmacologiques (Pellewal, 1985). Compte-tenu de l'aversion des
rongeurs pour les espaces ouverts et la hauteurbries ouverts du dispositif sont plus
anxiogenes que les bras fermés. Ainsi, un animalegplore plus les bras ouverts sera
considéré comme étant « peu anxieux », alors qafumal qui reste confiné dans les bras

fermés du dispositif, sera lui, considéré, comnaaté« anxieux ».

3- 1- 2 Le confinement dans un bras ouvert (OA)

Ce test est une variante du labyrinthe en croigleué (Figure 9). Il a été utilisé par plusieurs
eéquipes pour étudier I'anxiété chez les rongeuraif@dseet al, 2007; Pellowet al, 1985;
Salomeéet al, 2006).

Dans ce test, les rats sont placés au milieu das buvert sans acces a la plate-forme
centrale. Le bras est virtuellement divisé en dearties : une partie distale considérée plus
anxiogéne et une partie proximale, cette dernigtéaeplus proche de la plate-forme centrale
et est considérée plus sécurisante pour I'animalcamportement de I'animal est enregistré
pendant 5 min et différents parametres sont meselegue : le nombre d’entrées et le temps
passé dans chaque partie du bras, le nombre dessednents de I'animal et le temps passé a
faire des « head-scans », des « head-dips » définimme des mouvements d’inclination de la
téte dans le vide en guise d’exploration ou enderaombre de redressements. Le temps
passé en posture de «freezing » est égalementréndses périodes de «freezing » se
caractérisent par une immobilité totale de I'animal 'exception des mouvements
respiratoires. Pour plus de précision ce derniearpatre est mesuré de maniére directe par

I'observateur au moment du test.
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Figure 9 : Le labyrinthe en croix surélevé (EPM) a gauchesatdnfinement dans I'un des
bras ouvert de ce labyrinthe (OA) a droite.

3- 1- 3 Le test d’enfouissement défensif

Il est réalisé dans une cage de Plexiglas transfga(él cm de long, 25 cm de profondeur et
21 cm de haut) contenant 5 cm de litiere (sciurebdis, Harlan). Une sonde électrifiée
amovible (7 cm de long, 1,2 cm de profondeur et @Bde haut ; Intellibio, France) est
placée 2 cm au-dessus de la litiere et fixée sumel'des parois de la cage (Figure 10). Cette
sonde est connectée a un générateur électriquanésil Consultant, Allemange) actionné
manuellement et calibré pour délivrer un courant5denA lorsque I'animal la touche,
généralement avec les pattes avant ou le museauatesont placés (3 a 4 par cage) dans
cette cage sans la présence de la sonde les densxp@cédents le jour du test et a raison
d’'une heure par jour afin gu’ils s’habituent a @stvironnement. Le test débute par le
placement d’'un animal dans la partie distale dedge par rapport a la sonde. Aprés le
premier choc électrique avec la sonde, le compamérde I'animal est observé et enregistré
pendant 15 min. Cing minutes apres le premier aflectrique, la sonde est désactivée.
Différentes variables sont observées et mesuréeswas de I'analyse des enregistrements: la
latence a revenir vers la sonde électrifiée apgsrémier choc, le temps passé a enfouir la
sonde et le temps d'immobilisation de I'animal @immobile excepté de lents mouvements
latéraux de la téte). L'immobilité est considér@nme un état passif révélant une anxiété

chez l'animal puisque ce dernier évite de faireefam stimulus anxiogéne alors que
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'enfouissement de la sonde par la litiere est i@mé comme un état actif ou I'animal essaye

de faire face a la situation anxiogéne.

Figure 10 : Cage comportant une sonde électrifiée pour ledestenfouissement défensif.

3- 2 Tests pour évaluer I'état pseudo-dépressif deats

3- 2- 1 Le test de la nage forcée

Le modele de Porsolt, ou test de la nage forcéeuresest pharmacologique prédictif de
I'efficacité antidépressive d’'une molécule. Ce test largement utilisé pour mettre en
évidence les propriétés antidépressives potergiake nouvelles molécules. Il consiste a
contraindre les rats a nager dans une enceinte, dass possibilité de s’échapper. Au bout de
guelgues minutes, la proportion de temps passéer miminue au profit du comportement
d'immobilité, c'est-a-dire que I'animal flotte passment en n’effectuant que les mouvements
nécessaires au maintien de sa téte hors de I'eaterhps d'immobilité est un indicateur de
I'état pseudo-dépressif ou résigné de I'animaést réduit par 'administration de la plupart
des antidépresseurs classiques.

La procédure utilisée est celle décrite par Porgtsoltet al, 1978). Un pré-test est réalisé
pendant lequel chaque rat est introduit pendamhibbdans un cylindre en Plexiglas (50 cm
de hauteur et 20 cm de diameétre) contenant 35 eaudhnaintenue a la température det25
0,5 °C. Cette profondeur ne permet pas a I'anineapaser ses pattes arriere sur le fond du
cylindre. Vingt-quatre heures apres le pré-testfast de 5 min est réalisé dans les mémes
conditions. Pour chaque test ou pré-test, les satg préalablement habitués a la piece
d’expérimentation faiblement éclairée (12 lux) pmmdune heure. Le test de 5 min est
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enregistré par une caméra située sur le c6té dadeglet les mouvements de I'animal sont

analysés par le logiciel Videotrack (Viewpoint, lnyaFrance), permettant de mesurer trois

parametres : la durée de I'immobilité, la durédadaage et la durée de I'escalade (ces deux
derniers parametres étant considéré comme desivestd’ échappement).

Aprés chaque session de nage, I'animal est ségiteraent avec une serviette et placé sous
une source de chaleur pendant environ 30 min, fgkRcé dans sa cage d’hébergement.

L’eau du cylindre est changée entre chaque animal.

Figure 11 :Le test de la nage forcée.

3- 2- 2 Le test de la consommation d’'eau sucrée

Ce test est basé sur un paradigme de libre chaig deux biberons, I'un contenant de l'eau,

I'autre une solution de saccharose.

Pendant une phase d’habituation de 24 h, chaqustrglacé dans une cage individuelle avec
acces libre a la nourriture et en présence de Oéaecrons d’eau placés sur les bords de la

cage et séparés par les croquettes alimentaire®(k&rance).

Pendant la phase de test, le contenu d’'un deslibaxons est remplacé par une solution de
saccharose. Dans un premier temps, différenteseatmations de saccharose sont testées
(0,025, 0,05, 0,1, 0,5 ou 0,8 %) pendant 48 heafis de définir la concentration pour

laquelle les rats développent une préférence rebmsis non-maximale pour le saccharose.
Cette concentration est ensuite utilisée pour td'stat hedonique des animaux au cours du

traitement chronique a la cocaine pour un premieupe et pendant la période de sevrage
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pour un deuxieme groupe. Les biberons sont pedésestés toutes les 24 heures pour éviter

les effets d’habituation.

La préférence pour le saccharose est un bon irdicde I'état hédonique de I'animal. Ainsi
une diminution de cette préférence indiquerait tat &nhédonique qui constitue I'un des

symptémes observés lors d’un épisode dépressifltitmnme.

Cette préférence est évaluée en pourcentage amsammation totale de liquide. Ainsi, une
consommation de 50 % de la solution de sacchargs#is qu’il n'y a pas de préférence par
rapport a I'eau, alors qu’une préférence atteign@08o indique une consommation exclusive

de la solution sucrée.
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Figure 12 : Cage avec libre accés a deux biberons I'un contedanl’eau, I'autre une
solution de saccharose pour le test de la consoimmdieau sucrée.

4- Neuroanatomie

Notre approche de neuroanatomie est basée sur dimhistochimie de deux marqueurs
d’activation cellulaire, la protéine Fos et la @ioe Zif-268 ainsi qu’'un marqueur nucléaire
des neurones (NeuN pour neuronal nuclei) et un neargdes astrocytes, la protéine gliale
acide fibrillaire ou GFAP pour Glial Fibrillary Adic Protein. En fonction des objectifs,
limmunohistochimie de Fos est couplée celle destgmes NeuN ou GFAP ou a
'hybridation in situ de '’ARNm du transporteur Véglaire du glutamate (vGlut 1 pour
vesicular glutamate transporter 1) ou de ’ARNmMalglutamate décarboxylase ou GAD pour

glutamic acid decarboxylase.
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4- 1 Perfusion des animaux

Pour toutes les expériences de neuroanatomie dometile, les rats sont profondément
anesthésiés au pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) gtement perfusés par voie intracardiaque
avec 200 ml d'une solution de NaCl 0,9 %, puis &\@& ml d'une solution contenant 4 % de
paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich, France) dissoussddu tampon phosphate (PB) 0,1 M,
pH 7,4.

Le cerveau est ensuite prélevé et post-fixé und aui4°C dans une solution de
paraformaldéhyde a 4 %, puis placé dans du PB Q,aHVI7,4 contenant 30 % de saccharose

(Fluka, France) pendant 36 a 48 heures a 4°Cdafipermettre une cryoprotection du tissu.

Le cerveau est congelé dans une solution d'isoperta- 40°C pendant 5 min, puis conservé
a - 20°C entouré de Parafilm. Il est coupé en eestirontales de 30 um d'épaisseur a l'aide
d'un cryostat. Les coupes sont prélevées dans ologios cryoprotectrice contenant du
tampon PB 10 mM, pH 7,4, du glycérol (20 %) et @thllene glycol (30 %). Elles sont

ensuite conservées a - 20°C.

4- 2 Immunohistochimie

4- 2- 1 Principe général

La localisation de neurones contenant un marqueniné par immunohistochimie sur coupes
de tissu fait appel a des réactions antigéne-apscd.e protocole que nous avons utilisé est
basé sur l'utilisation d'anticorps primaires spguds révélés par la méthode avidine (A)-
biotine (B). Le complexe avidine-biotine conjugudaaperoxydase constitue un systeme
d'amplification du signal permettant de détectexr gigantités d'antigénes trop faibles pour étre
décelées par les systemes enzymatiques directs.

Au cours de nos travaux, nous avons utilisé comhrencogene la 3,3'-diaminobenzidine
tétrahydrochloride (DAB) qui induit une coloratibrun clair en présence de peroxydase et de
H,O,. La DAB peut étre associée au chlorure de nick&Cl;) pour induire une coloration

bleue-noire.
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Figure 13 : Représentation générale du principe de révélatimt é complexe avidine-
biotine. L'anticorps primaire se fixe sur I'antigeocontenu dans le tissu. Un second anticorps
marqué avec de la biotine est dirigé contre 'angpis primaire pour amplifier la réaction. Le
complexe enzymatique avidine-biotine-peroxydasefise a l'anticorps secondaire. En
dégradant du peroxyde d'hydrogene,@b), I'enzyme libere un proton, provoquant un
changement de coloration de la DAB et I'obtentimm gbrécipité marron.

4- 2- 2 Immunohistochimie des protéines Fos et Z#68

Les coupes de cerveau sont rincées 3 fois 10 nmis dia tampon PB contenant 0.9% de NacCl
et 0.3% de Triton X-100 (PBST) a température antbiahsous agitation. Cette opération est
répétée aprés chacune des étapes suivantes :

- Incubation pendant une nuit avec un anticorps@ire de lapin dirigé contre la protéine Fos
(SC-52, Santa Cruz Biotechnologies, Etats-Unidliédau 1/4000, ou contre Zif-268 (SC-110
Santa Cruz Biotechnologies, Etats-Unis) dilué aR0Q0 dans du PBST contenant 1%
d’albumine sérique de bceuf (Sigma-Aldrich, Fran¢&nticorps dirigé contre la protéine
Fos est un anticorps polyclonal de lapin, purifeg pffinité, qui reconnait une séquence
peptidique située dans la fraction N-terminale elitecprotéine. La spécificité de cet anticorps
a été testée par la technigue de Western blot. dradd de protéine reconnue, suite a
I'administration aigué de cocaine, est de poidséadhire attendu, environ 55 KD.

- Incubation, pendant 90 min, avec l'anticorps sel@re biotinylé de chevre anti-lapin
(Vector Laboratories, USA), dilué au 1/1000 dan$&5T.
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- Incubation, pendant 60 min, avec le complexe iagidA) - biotine (B) conjugué a la
peroxydase (Elite ABC kit, Vector Laboratories, t&tbnis), contenant les réactifs A et B
dilués au 1/100 dans du PBST.

- Révélation de l'activité de la peroxydase danstaopon Tris-HClI 50 mM, pH 7.4
contenant 0.05 % de DAB (Sigma-Aldrich, France), % de NiC} (Sigma-Aldrich, France),
et 0.01 % de peroxyde d’hydrogene(d; Sigma-Aldrich, France) pendant 10 min.

Les coupes sont ensuite contre-colorées avec Umigosode rouge neutre 1% afin de pouvoir
délimiter les différentes zones cérébrales séles@es pour le comptage des neurones

exprimant les différents marqueurs.

4- 2- 3 Double marquage des protéines NeuN/GFAP

Un protocole expérimental identiqgue au précédenhutlisé. Les coupes de cerveaux sont
incubées avec l'anticorps primaire de lapin dirigétre la GFAP (Dako ; dilué a 1/8000) et
révélé par le mélange DAB/Nigbuis avec I'anticorps primaire de souris dirigé tcerNeuN
(Chemicon ; dilué a 1/8000) et révélé par la DAB.

4- 2- 4 Doubles marquage Fos/ARNm vGlut let Fos/ARN GAD

La protéine Fos est visualisée par immunohistoahimin utilisant le protocole décrit
précédemment mais en ajoutant dans toutes les@s@W ul d’inhibiteur de RNAse par ml
de tampon (RNAse |, Sigma R7397).

- Apres révélation de I'activité peroxydase en pneg de la DAB pendant 15 min, les coupes
de cerveau sont rincées 2 fois 10 min dans du RB&T 1 fois 10 min dans une solution de
citrate de sodium salin (SSC) avant d’étre incubgesdant une nuit dans le tampon
d’hybridation contenant la sonde ARN GAD (Julienal, 1987) ou vGlut 1 (Herzogt al,
2001) marquée a la digoxigénine. Les sondes sdmidées a 65°C (3gg/ml de la sonde
GAD et 10ug/ml de la sonde vGlut 1).

- Les coupes de cerveau sont ensuite rincees d%®D-B fois 20 min dans un mélange de
SSC, 50 % formamide et Tween-20 a 0,1 % et inculdéesnin avec de la RNAse A
(82 U/mgq) diluée dans un tampon Tris 10 mM, pHdtenant 1ImM d’EDTA et 500 mM de
NacCl.

- Les coupes de cerveau sont rincées 3 fois 1@ans du PBST.
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- Incubation une nuit avec I'anticorps de moutoti-digoxigénine marqué a la phosphatase
alcaline (Roche-Boehringer) dilué au 1/2000 dangaspon PBST contenant 1 % d’agent
bloquant (Roche-Boehringer).

- Les coupes de cerveau sont rincées successivédriag 10 min dans du PBST, 1 fois

10 min dans du PBS et 1 fois 10 min dans le tang@orévélation de la phosphatase alcaline.

- Révélation avec du NBT/BCIP (Nitro blue tetramati chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) (Roche-Boehringer) dans le tampon d&aten contenant du Tris HCI 0.1 M,
pH 9,5, du NaCl 0.1 M, du Mggb0 M et du Tween a 0.01 %. La révélation se f&8TeC a
I'abri de la lumiére. Elle dure 2 a 5 heures.

4- 2- 5 Montage et coloration des coupes

Les coupes sont montées sur lames gélatinéestetesta température ambiante.

Les coupes traitées pour 'immunohistochimie sorsuée hydratées dans de I'eau distillée
puis colorées pendant 2 min dans une solution uigeroeutre a 1 %, pH 4,8 (Merck, France).
Les coupes sont ensuite déshydratées dans unessioccde bains d'éthanol de concentration
croissante (75° - 95° - 95° - 100° - 100°) pendzuelques secondes, puis plongées dans 2
bains successifs d’'OTIX pendant 2 min. Les lames smntées sous lamelles avec du DePex
(Gurr, UK) comme milieu de montage.

Apres I'hybridationin situ, les coupes sont simplement passées dans un 1atix dMM

France) puis montées sous lamelles dans du Vectar(\ector Laboratories).

4- 2- 6 Analyse des coupes et quantification

L’analyse qualitative des coupes est effectuée aadel' d'un microscope photonique
(Axioskop 20, Zeiss, Allemagne).

Les analyses quantitatives des données anatomgprdsréalisées a l'aide d'un systéme
informatique d'analyse d'images équipé du logiMelcator 2 (ExploraNova, La Rochelle,
France), couplé au microscope dont la platine gsipée de capteurs de coordonnées en X et
en Y et d'une caméra numérique connectée a un ewnites sections analysées sont

standardisées en accord avec l'atlas de Paxind&aeston (Paxinos, 1998).

Ce systeme permet de dessiner a faible grossissdmet) le contour des coupes et les
structures anatomiques, et de pointer les différéyppes de neurones marqués a plus fort

grossissement (x 10). Les pointages se font mamuehit et sans connaissance préalable du
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groupe auquel appartient I'animal. Pour chaquestathaque région au moins deux coupes
sont analysées et dans les deux hémisphéres. Pague rat, la densité moyenne de cellules
immunoréactives (le nombre total de cellules coemptdivisé par la surface de mesure en

mnY) est déterminée et utilisée pour I'analyse sigtist
5- Analyses statistiques

Lorsque la distribution des variables s’écarte al@drmalité, les résultats sont analysés en
utilisant des tests non paramétriques a l'aide Idgiiels AnaStats. Les variables sont
analysées a l'aide du test de Kruskal-Wallis etleglyses post-hoc avec le test U de Mann et
Whitney pour comparer les différents groupes expenitaux deux a deux.

Pour le test de consommation d’eau sucrée, lestagsisont analysés par une ANOVA a
deux facteurs, un facteur intra-sujet, le tempsuretfacteur inter-sujet, le traitement en
utilisant le logiciel Statview.

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. aésuvs de p < 0.05 sont considérées

comme significatives.
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Chapitre | : Evolution des comportements anxio-dépessifs chez les rats
au cours d’'un sevrage a la cocaine

1- Introduction

Comme nous l'avons précédemment décrit dans déappels bibliographiques »,
'exposition chronique a la cocaine peut induires dgmptdomes anxio-dépressifs marqués

pendant les périodes de sevrage chez 'homme.

Des symptdmes analogues ont été observes cheangeurs avec un fort niveau d’anxiété
observé généralement pendant les premiers jowardsil’arrét des injections ou de prise de
cocaine (Basset al, 1999; Kupferschmidét al, 2009; Painest al, 2002; Yanget al, 1992).
Quant aux symptdomes de type dépressifs, les donsées assez contradictoires avec
'observation d'un comportement de résignation cleszrats sevrés de cocaine dans certains
cas (Filipet al, 2006; Hallet al, 2010; Perrinet al, 2008), et pas de difference dans d’autres
(Frankowskeet al, 2010).

Dans cette étude, nous avons voulu évaluerllé&om des comportements anxio-dépressifs
dans unméme modele animal de sevrage a la cocairen utilisant plusieurs tests

comportementauxau cours d’'une période allant Agusqu’a 28 jours de sevrage

2- Résultats

2- 1 Déroulement des expériences

Les animaux ont recu des injections répétéesadaine dans leur cage d’hébergement
pendant 14 jours excepté les weekends, et leuts @txieux et pseudo-dépressif ont été
étudiés pendant une période de sevrage allantad@&jours. Ce protocole d’administration
de cocaine induit une sensibilisation comportentertae psychostimulant, toujours présente
33 jours aprés la fin du traitement (résultat obtelans notre équipe lors d’'une étude
préalable). Ceci atteste de la mise en place dexdaptations cérébrales durables induites par
ce traitement. Il est important de noter que cietmgent chronique a la cocaine n’induit pas
de modifications dans la prise de poids chez lesaux (données non présentées).
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L’effet anxiogene du sevrage a été mesuré ad? 88 jours apres la derniére injection de
cocaine et a l'aide de trois tests comportementd®&PM, I'OA et le test d’enfouissement
défensif. Les tests d’EPM et d’OA sont basés surconflit exploration/évitement de
situations aversives mais il a été montré que I&3Aplus anxiogéne pour I'animal (Pelletv

al, 1985). Nous avons également évalué cet état @nxians un troisieme test basé sur le
comportement défensif de I'animal.

L’effet du sevrage sur le comportement de rédign a été évalué par le test de la nage
forcée a 2 et 15 jours de sevrage. L'état hédonipserats a également été évalué pendant le

traitement a la cocaine et au cours des differgréesdes de sevrage (de 2 jours jusqu'a 28
jours de sevrage).

Difféerents groupes de rats sont utilisés powr déférents tests comportementaux et les
différentes périodes de sevrage.

Injections de
«— cocaine ou de NaCl

0.9 % Sevrage >
¢ ¢ ¢ JIZ J8I J]i.5 J218 R
[ | [ | O [ |
Et [ |
O

<4———  Préférence pour une solution de saccharose — =—————————3>

[1 EPM Il OA B Enfouissement défensif ] Nage forcée

Figure 14 :Protocole expérimental.

2- 2 Evaluation du comportement anxieux

2- 2- 1 Evaluation de l'anxiété par les comportemes exploratoires

Les résultats obtenus en placant les animaug BlBRM montrent qu’a 2 jours de sevrage,
les rats traités a la cocaine explorent cet enmgorent non familier autant que les rats traités

au NaCl comme en témoignent le nombre total d'estrdans les bras du dispositif
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(Figure 15.A), le pourcentage de temps passé @mnisrhs ouverts (Figure 15.B) et le temps
passé dans la plateforme centrale (NaCl : 49,28,% dec; Cocaine : 45,6 + 10,13 sec).

La prise en compte de variables plus éthologiqéesle une diminution de la durée des
« head-scanning » chez les rats sevrés (Figure).15b.€5t a noter que les rats adoptent trés
peu de postures de redressements ou d'immobilitg KEPM.

Trois des différents parametres mesurés sont mEms sous forme d’histogrammes dans la

figure ci-dessous.

A- Nombre total d’entrées B- Tps dans les bras ouvert (%)C- Tps de « head-scanning » (sec)

15 - 60 - 30
10 - 40 - 20 -
5 A 20 + 10 A
0 . 0 0

Figure 15 : Comportements exploratoires observés dans le lahgrien croix surélevé a 2
jours de sevrage chez les rats témoins (en blarsgveés (en noir) (n = 7-10). Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 versgsdape traité au NaCl.

L’analyse du comportement des animaux confirs dOA au cours du sevrage montre
gue les rats traités a la cocaine manifestent dstes de « freezing » non observées chez
les rats traités au NaCl que ce soit a 2 ou 8 jdarsevrage (Figure 16.A). Ce comportement
est associé a une diminution des mouvements dad¢dmanning » (Figure 16.B) et des
redressements (Figure 16.C).

Le calcul du pourcentage de temps passé danstia gistale du bras ouvert (Figure 16.D) ou
du temps passé dans la partie centrale (NaCl : 28,49 sec ; Cocaine : 18,21 + 3,58 sec a
J2 de sevrage ; NaCl : 27,62 + 5,45 sec ; Coca2fe29 + 8,01 sec a J8 de sevrage) ne révéele
aucune différence entre les deux groupes de rats.

Quatre des différents parametres mesurés sontseés sous forme d’histogrammes dans la

figure 16.
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A- Tps de « freezing » (sec) B- Tps de « head-scanning » (sec)
100 ~ 100 -~
80 A 80 4
60 1 o " 60 1 *% .
40 - 40 -
20 ~ 20 A
0 - 0
J2 J8 J2 J8
C- Nombre de redressements D- Tps dans la partie distale (%)
20 ~ 60 -
1 40 -
10 +
*
i 20 ~
* %
0 - 0 J
J2 J8 32 j8

Figure 16 : Comportements exploratoires observés dans le duasrt a 2 et 8 jours de
sevrage chez les rats témoins (en blanc) et s¢gnésoir) (n = 10-14 4 J2 et n = 7-13 & J8
pour les groupes NacCl et cocaine respectivemeas) .résultats sont exprimés en moyenne +
SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 versus le groupe tratéNacCl.

2- 2- 2 Evaluation de l'anxiété par les comportemes défensifs

Comme nous l'avons expliqué dans la partie «Kegs et méthodes » le test
d’enfouissement défensif consiste a délivrer urcatectrique a I'animal quand ce dernier est
en contact avec une sonde placée dans la cagerépeasses comportementales qui s’en
suivent sont de différents ordres : redressemeémenglements intensifs de la grille qui ferme
la cage pouvant étre interprétés comme la rechefcine issue pour fuir, 'immobilisation en
état d’alerte alternant avec I'exploration de teete par le flair et la projection de sciure saur |
sonde a l'aide des pattes et du museau. Pour featnxiété déclenchée par les chocs
électrigues nous avons utilisé trois parametrel leltemps passé par I'animal a rester
immobile, 2) celui passé a enfouir la sonde ea3atence de retour vers la sonde apré$'le 1

choc.

Dans nos conditions expérimentales, c’est l'ihitigation de I'animal en état d’alerte qui
permet le mieux de mettre en évidence l'anxiéte@uwrs du sevrage. Deux, 8 et 28 jours

apres la fin du traitement a la cocaine, le tempanaobilité est significativement plus
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important chez les rats sevrés que chez les mtsing (Figure 17.A), méme si ce dernier
diminue au cours du temps.

Parallelement, on observe une absence presque tietalomportement d’enfouissement de la
sonde chez les animaux traités & la cocaine ppprapux animaux témoins ad™jour de
sevrage (Figure 17.B). Cette différence entre Esxdgroupes de rats s'estompe dli°&t
28™jour de sevrage.

Enfin, les animaux traités a la cocaine mettent mla temps que les animaux témoins a
revenir vers la sonde électrifiée apres un prechec, bien que le seuil de significativité ne
soit atteint qu’a partir du*8®jour de sevrage (Figure 17.C).

Les différents paramétres mesurés sont représsobssforme d’histogrammes dans la figure

ci-dessous.
A- Tps d'immobilité (sec) B- Tps d’enfouissement (sec)  C- Latence de retour a la
500, — # 500 500 sonde (sec)
| . ] ]
400 A 400 400 A
300 - 300 - 300 - .
200 1 T . 200 A 200 1
100 - 100 - Ij f i 100 -
4 4 * J *
0 - 0 - 0 -
J2 J8 J28 J2 J8 J28 J2 J8 J 28

Figure 17 : Comportements observés dans le test d’enfouissetééensif a 2, 7 et 28 jours
de sevrage chez les rats témoins (en blanc) eés¢en noir) (n = 10-14). Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05, *p < 0.0ksus le groupe traité au NaCl et
#p < 0.05 versus les rats traités a la cocainparg de sevrage.

2- 3 Evaluation du comportement pseudo-dépressif

2- 3- 1 Comportement de résignation dans le test d@ nage forcée

La figure 18 illustre les effets du sevrage a leaine sur le comportement des rats dans le test
de la nage forcé. Les résultats ne montrent audiffégence de comportement entre les rats

traités a la cocaine et les rats témoins. En dietdifférents parameétres mesurés (durées
d'immobilité, de nage et d’escalade) ne differeam pntre les deux groupes de rats que ce soit

a 2 ou 15 jours de sevrage.
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Tps d'immobilité (sec) Tps de nage (sec) Tps d'escalade (sec)

180 - 180 ~ 180 -
150 - 150 + 150 -
120 120 - 120 -
90 90 - 90 -
60 - 60 A 60 -
30 A 30 1 30 A

0 0 0

J 2 de sevrage

180 - 180 - 180 -
150 - 150 - 150 -
120 120 120 -
90 - 90 - 90
60 - 60 - 60 -
30 - 30 30 -

0 0 0

J 15 de sevrage

Figure 18 : Comportements observés dans le test de la nagmefar@ et 15 jours de sevrage
chez les rats témoins (en blanc) et sevrés (e rfnie= 8-10). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM.

2- 3- 2 Préférence pour une solution sucrée

Dans un premier temps nous avons recherchéreentration minimum de saccharose
induisant une consommation préférentielle par reqgpoelle de I'eau. Nos résultats indiquent
gue les rats détectent une différence entre I'édie@u sucrée lorsque celle-ci contient au
moins 0,5 % de saccharose (p<0.01) (Figure 19.Aefie concentration une préférence
d’environ 70 % pour cette boisson est observéee EHit donc choisie pour les études
suivantes car elle devrait permettre de révélersiabgen des augmentations que des

diminutions de consommation de saccharose.

Au cours du traitement a la cocaine, la consotioma’eau sucrée chez les rats témoins ou
traités a la cocaine est identique {f= 0,89 ; ns) (Figure 19.B). La préférence poual'e
sucrée est d'environ 80% et se maintient a ce oivaa cours du traitement. De méme,
aucune différence n’est observable pendant la gérde sevrage (k= 1,10 ; ns) (Figure
19.C) entre ces deux groupes de rats. La consommiatiale de liquide, environ 40 ml par

jour, reste constante au cours du temps dans cgscdaditions expérimentales.
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Figure 19 : Evaluation de la consommation d’une solution declsamse A : Mesure de la
préférence pour une solution sucrée en fonctionsdeconcentration en saccharose ;
**p <0.01; *p < 0.001. B et C: Evaluation de la préférence pour une solution de
saccharose 0.5 % au cours du traitement & la aw¢@jret du sevrage (C).

3- Discussion

3- 1 Effet d'un sevrage a la cocaine sur |'état ameux des animaux

L’effet d’'un sevrage a la cocaine sur I'étatianx des animaux a tout d’abord été abordé a
l'aide d'un test comportemental classiquement séilchez les rongeurs et validé par un
ensemble de données pharmacologiques, le tdSEB& (Pellowet al, 1985). Les résultats
gue nous avons obtenus montrent que dans nos iomisdExpérimentales, les rats traités a la
cocaine explorent autant que les rats témoinsdegep anxiogenes du dispositif, c’est-a-dire

les bras ouverts ; de plus, les variables étholmgogcomme les postures d'immobilité, de
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redressement ou de « head scans » sont peu ouoplifgess par un traitement a la cocaine.
Ces résultats suggerent que les rats sevrés déneana sont pas plus anxieux que les rats
témoins dans ce dispositif et dans nos conditiope®mentales. Le nombre total d’entrées
dans les différents bras du labyrinthe ne diffenea$ entre les deux groupes de rats ; ce
parameétre étant utilisé comme index d’activité tnotrice (Dawsoret al, 1995), ceci suggére
gu’elle n'est pas affectée par le traitement 2olzatne.

Certaines équipes rapportent qu’'apres un traiterciemnique a la cocaine similaire a celui
gue nous avons adopté, les rats sevrés depuis® nmanifestent une augmentation de leur
niveau d’anxiété dans le labyrinthe en croix swéléPaineet al, 2002; Rudoy and Van
Bockstaele, 2007; Sarnyat al, 1995). D’autres équipes, adoptant le méme prigoco
montrent que cet état émotionnel n'est pas aff@assoet al, 1999). Ceci est sans doute lié
aux différentes conditions expérimentales utilis@@sensité de I'éclairage du dispositif,
discontinuité du traitement les weekends,...), admmlexité de cet état émotionnel et au

grand nombre de facteurs environnementaux pouviatter son expression.

Suite a cette premiere expérience, nous avonsl'tigpothése que I'exposition & un
environnement plus anxiogene permettrait de miedveler des différences de réactivité
emotionnelle entre les animaux traités a la cocatrleurs témoins. En d’autres termes, si le
sevrage a la cocaine induit un état anxieux celsecait plus facilement mis en évidence

lorsque 'animal doit faire face a une situationgaversive.

Dans ce but, les rats ont été confinés dansesrbhs ouverts du labyrinthe surélevé (test de
I'OA) sans possibilité de refuge dans une zone moinggine comme la plateforme
centrale ou les bras fermés. Ce test est conspdéséanxiogéne que le confinement dans un
bras fermé ou I'exposition a la totalité du labymm en croix surélevé puisqu’il induit une
plus forte augmentation des taux de corticostéeptaematique (Pellowt al, 1985).

Dans nos expériences, I'exposition a cet envirorergrdéclenche chez les rats en sevrage de
cocaine une réponse passive beaucoup plus pronoueehez les rats témoins. Cette
réponse se traduit par des postures de « freeziohg durée plus longue au cours de la
premiere semaine de sevrage. Ce comportement sesabtiévelopper au détriment des
mouvements exploratoires comme les « head scanslesaedressements moins hombreux
gue chez les témoins. Par ailleurs, le nombre Bestdans la partie distale du bras ouvert est

identiqgue dans les deux groupes de rats, ce quesegjue l'augmentation du temps de
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« freezing » chez les rats sevrés ne correspond pag diminution de leur capacité motrice
mais peut étre interprétée comme une augmentagideud niveau d’anxiété.

Cette analyse est soutenue par des résultats gbigans le laboratoire montrant que
'administration de diazépam, un anxiolytique cigas de la famille des benzodiazépines,
diminue les temps de «freezing » chez les animsemés sans affecter leur activité
locomotrice spontanée. Les benzodiazépines regéenti les anxiolytiques les plus efficaces
et les plus prescrits et ils sont utilisés dansdegles précliniques pour attester que les
comportements d’inhibition comportementale obsemiész I'animal sont bien des formes
d’expression anxieuse.

Des résultats similaires ont été observés avearaeieles d’'anxiété chez les rongeurs : les
rats HAB manifestent un comportement plus anxieanxsd’OA que les rats LAB (Kalisckt

al, 2004; Salomét al, 2006). Egalement les rats ayant subi un stre&sapal adoptent une
stratégie passive d’immobilité dans I'OA par ragarx rats témoins qui adoptent plutdt une

stratégie active d’hyperlocomotion (Mairessal, 2007).

Nous avons ensuite complété cette étude esarttliun troisieme paradigme expérimental,
le test d’enfouissement défensifpouvant faire intervenir un autre type de compodst
anxieux chez I'animal (Bassa al, 1999; De Boer and Koolhaas, 2003; Pellgval, 1985).
Deux types de réponse comportementale sont gém@mateobservés suite au choc électrique
produit par le contact avec la sonde électrifiGmn enfouissement avec la litiere ou
limmobilisation de I'animal, généralement a distande la sonde. Ces deux stratégies de
défense sont interprétées comme des expressioisatiement différentes d’anxiéte; il
s’agit de comportement d’évitement, respectivenamsiif et passif (Legradet al, 2007).
Outre ces deux réactions défensives principalesitrda parametres peuvent également
constituer des indices d’anxiété tels que la laedaevenir vers la sonde apres le premier
choc.

Dans notre étude, le choc électrique déclencheépense d’évitement passive chez les rats
traités a la cocaine puisqu’ils passent plus d@seémmobiles dans la partie distale de la cage
gue les rats témoins, qui eux adoptent plutét wponse d'évitement active en tentant
d’enfouir la sonde. Le temps d'immobilité restensiigativement différent entre les deux
groupes de rats pendant au moins 28 jours de sevabgs que le temps d’enfouissement ne
I'est plus au-dela de 2 jours. L’adoption d’'un cartpment passif plutét gu’actif dans ce test
peut étre liée a nos conditions expérimentales.effet, il a été rapporté que le degré
d’enfouissement dépend de nombreuses variable®duoales (le type et l'intensité du
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stimulus aversif, la qualité de la litiere, la ailet la familiarité du dispositif) et des
caractéristiques des animaux utilisés (en parécukouches et conditions d’élevage) (De
Boer and Koolhaas, 2003). En se basant sur I'autatien du temps d'immobilité et de la
latence a revenir vers la sonde électrifiee (sicaiivement plus longue chez les rats sevrés a
8 et 28 jours de sevrage), nous pouvons conclueelegirats traités a la cocaine sont plus
anxieux que les rats témoins.

L’augmentation de l'état anxieux chez les animaaxrés de cocaine a été observée par
plusieurs équipes en utilisant ce test (Agjlal, 2008; Harris and Aston-Jones, 1993; Harris
et al, 2001). Cependant, une seule équipe a etudiévaduti®n au cours du temps aprés auto-
administration chronique de cocaine (Augtaal, 2008). Elle apporte des résultats en accord
avec les nétres puisqu’elle montre que cette ekatien de I'état anxieux peut se prolonger
pendant 42 jours de sevrage.

Il est intéressant de noter que dans le test desgement défensif I'animal fait face a un
stimulus aversif proche et identifié alors que dantest de 'OA la menace est plus distante
et plus diffuse. Les comportements de type anxdans le test d’enfouissement défensif, tout
comme ceux observés dans I'EPM ou L'OA, sont a#énwar I'administration
d’anxiolytiques (Gutiérrez-Garciet al, 2006; Violleet al, 2006) ce qui suggérent que ces
différents tests comportementaux pourraient rafldés facettes différentes d’'un état anxieux.

L’ensemble de ces résultats indique que les ratesent d’autant plus de difficultés a faire
face a une situation que celle-ci est fortemeniagene (EPM versus OA). Ceci rejoint des
données de la littérature montrant qu’au courseduiagie I'anxiété des rats sevrés est mise en
évidence dans des situations fortement anxiogéilles tque le fait d’exposer le rat au test
d’enfouissement défensif (Aujlat al, 2008; Bassoet al, 1999) ou a des indices
environnementaux rappelant la prise de cocaine (ies\and Pert, 1998; Erti al, 2006).
D’autre part, nos résultats montrant un état amxopu perdure au cours du sevrage ouvrent
la possibilité de tester de nouvelles moléculestargiel anxiolytique non seulement en aigu

mais apres des traitements sub-chroniques et cuesi

Nos résultats sont pertinents au vu de ce dwleservé chez 'homme. En effet des études
clinigues soulignent une forte réactivité émotidleneen termes d’anxiété, de réponses
cardiovasculaire et neuroendocrinienne chez legausade cocaine en période d’abstinence

apres visionnage d’images a tonalité négative ({ihapal, 2010; Foxet al, 2008b).
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3- 2 Effet d’'un sevrage a la cocaine sur I'état pado-dépressif des animaux

L'état pseudo-dépressif a été étudié dans umipretemps par I'évaluation deétat
résigné dans le test de la nage forcée. Aucune différatmes le temps d'immobilité
(parametre indicateur d’'un état résigné) ni dassaetres parameétres de mesure d’'un état
résigné, plus indirects, comme le temps de nagtescalade n’'a été observée.

Bien que le test de la nage forcée ne permettedfiasluer a lui seul pleinement les
symptomes de type dépressif, le comportement dgnaison est affecté dans différents
modeles animaux de dépression comme ceux induitglgm stress chroniques répétés ou
encore un stress prénatal (Kompagnal, 2008; Renoiet al, 2012). Les études ayant utilisé
ce test pour évaluer I'état pseudo-dépressif auscou sevrage a la cocaine ont rapporté des
résultats variables ; en effet, certaines d’entleseont montré une augmentation dans le
temps d'immobilité chez les rats sevrés dans le desla nage forcée (Filipt al, 2006;
Perrineet al, 2008) et d’autres n’ont trouvé aucune différersme rapprochant ainsi de nos
résultats (Frankowsket al, 2010). Ces différences dans les résultats peldtemtdues aux
différences dans les quantités et le pattern d’'athnation de la cocaine (administration

active versus passive ou quotidienne versus binge).

Le test de la nage forcée est généralementiasaodest de préférence pour une boisson
sucrée qui permet d’évalueetat d’anhédoniedes animaux, un autre symptéme majeur des
troubles dépressifs. Dans plusieurs modéles dees®pn chez les rongeurs, comme
I'exposition a des stress chroniques, une séparatiaternelle ou prénatale ou encore une

bulbectomie, la préférence pour une solution sueséeiminuée (Renoeét al, 2012).

Dans nos conditions expérimentales, I'évaluatieri’état hédonique des animaux en cours
de sevrage indique qu’une solution de sacchar@s® % conserve la méme valeur appétitive
pour les rats traités a la cocaine que pour lasstéatoins lorsque celle-ci est accessible sans
effort. La préférence pour I'eau sucrée est fomerples deux groupes de rats (80 % du
volume de boisson consommé) et se maintient aws ahwitraitement et lors du sevrage a la
cocaine suggeérant que I'état hédonique des animask affecté ni par le traitement ni par le
sevrage a la cocaine.

Avant donc de conclure a une absence d’effet €at’hédonique au cours du sevrage |l
serait nécessaire de compléter cette étude esantilid’autres tests expérimentaux comme
l'autostimulation intracérébrale, ou les tests s8itant un comportement opérant pour obtenir

du sucrose. En effet, I'état anhédonique au colus devrage a la cocaine ou a d’autres
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drogues a surtout été mis en évidence avec laitpahnl’autostimulation intracérébrale qui
consiste a évaluer le seuil de récompense d'un anén lui donnant la possibilité de
s’administrer un courant de faible intensité dane tégion cérébrale spécifique ; I'intensité
minimale du courant qui induit le comportement dtaadministration permettant une
évaluation de la valeur récompensante de la stiioolpercue (D’'Souza and Markou, 2010).
D’autre part, Barr et Phillips (1999) ont montréeqdes rats sevrés a I'amphétamine
présentent la méme préférence que les rats térpoinrsune solution sucrée (4 %) disponible
en choix libre dans un biberon mais une motivagtus faible lorsqu’ils doivent appuyer sur
un levier pour I'obtenir (Barr and Phillips, 1999ussi, il serait intéressant d’étudier dans
notre modéle si les rats sevrés gardent la mémeationh pour cette boisson sucrée lorsque
son acces nécessite la mise en ceuvre d’'un compmrtepérant comme I'appui répété sur un

levier, par exemple.

Les études épidémiologiques montrent une foréegbence des troubles dépressifs parmi
les usagers de cocaine (Rounsaville, 2004; Reibah, 2007). Cependant, comme pour les
troubles anxieux, les mécanismes de co-apparitooed troubles sont peu connus. En effet,
certains proposent que la prise de cocaine augnkestasques de développer un trouble
dépressif et d’autres suggérent que la dépresstomesymptéme préexistant a I'exposition a
la drogue et contribue de ce fait & sa prise. Big® nos résultats suggéerent que l'arrét de la
prise de cocaine n’induit pas d’état dépressifrains dans nos conditions expérimentales,
d’autres études sont nécessaires afin de comptéerdonnées et pouvoir confirmer ou
infirmer les résultats obtenus concernant I'étaupi®-dépressif des rats au cours du sevrage a

la cocaine.

3- 3 Conclusion générale

Nos résultats suggerent que le traitement @daioe a une action plus prononcée sur les
mécanismes neuronaux impliqués dans la régulagdiadxiété que sur ceux impliqués dans
la régulation de la dépression et que pendantriageede sevrage les animaux ont d’autant
plus de difficultés a faire face aux situationsiaggnes que celle-ci sont aversives. lIs offrent
ainsi un modele expérimental permettant d’étudess $ubstrats neuronaux sous-tendant
I'anxiété exagérée observée au cours du sevraggyidera I'objet de la ¥ partie de cette

these.
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Chapitre Il : Corrélats neuroanatomiques de l'anxiéé pathologique
induite par un sevrage a la cocaine

1- Introduction

Dans cette étude, nous avons fait I'hypothése baugmentation de I'état d’anxiété
observée apres confinement dans un bras ouvertlebeats sevrés a la cocaine est sous-
tendue par des dysfonctionnements cérébraux quvepéuétre repérés en comparant

I'expression des protéines Fos et Zif-268 dansléas groupes de rats, sevrés et témoins.

Bien que le protocole d’administration de coeaiilisé nous ait permis de montrer une
augmentation du niveau d’anxiété au cours du sevrdgns les tests de I'OA et de
'enfouissement défensif, nous avons privilégié test de I'OA pour cette eétude
neuroanatomique. En effet, le test d’enfouissenafensif est basé sur I'analyse du
comportement de I'animal suite a un choc électrigébvré aprés contact avec une sonde
placée dans la cage. Ce test implique donc uneilstilon nociceptive pour laquelle les deux
groupes d’animaux pourraient avoir une sensibillifiérente, mais qui surtout induit
I'expression de Fos dans de nombreux circuits mewno en relation avec la perception de la
douleur, et donc rend plus complexe l'analyse dedemes neuronaux contribuant plus
spécifiguement au développement d’'un état anxieux.

Les marqueurs Fos et Zif-268 ont été utilisés pmuantifier les neurones activés apres
exposition a I'OA. Ceci nous a permis de répondredeux questions suivantes :

- Quelles sont les régions cérébrales sollicipggette situation anxiogene ?
- Quelles sont les régions cérébrales dont la ikdi#ctdans I'OA est altérée a 2 jours de

sevrage de cocaine ?

2- Résultats

2- 1 Déroulement des expériences

Apres une heure d’habituation dans la piéce pBerentation, les rats sont placés 5 min
dans I'OA puis replacés dans leur cage de stabulabbeux heures apres le test, les rat sont
perfusés et les cerveaux prélevés comme décritldgpertie « Matériels et méthodes » pour
I'étude immunohistochimique.

Pour chaque région quantifiée, quatre groupestdescat compareés : les rats traités au NacCl

sans et avec exposition a 'OA (NaCl - Basal et Na©A respectivement) et les rats traités

72



TRAVAIL EXPERIMENTAL

bY

a la cocaine sans et avec exposition a I'OA (CecaiBasal et Cocaine + OA
respectivement). Les rats qui ne sont pas expold@aaestent dans leur cage de stabulation.

Injections de
cocaine ou de NaCl «—Sevrage—>¢<2 h—
0,9 %
Voo ! 2
| | >
T T -
]
OA
Perfusion

Figure 20 :Protocole expérimental.

Les régions sélectionnées pour la quantificatisadiules exprimant Fos sont représentées
dans la figure 21. Les cellules exprimant Zif-268nh été quantifiées que dans la partie
dorsale du CPFm (dCPFm), qui inclut les cortex aiaige antérieur et prélimbique dorsal, et
différents noyaux de I'amygdale (noyau central obetgral, latérodorsal et le noyau principal

des masses intercalées).
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Figure 21: Diagrammes, adaptés de latlas Paxinos et Watsd®8jl indiquant
I'emplacement des zones utilisées pour la quaatifia des cellules exprimant les protéines
Fos. Bregma 3,2VO, cortex orbitoventral ; Bregma 2,7Cg, cortex cingulaire dPrL,
cortex prélimbique dorsalvPrL, cortex prélimbique ventralll. , cortex infralimbique Pir,
cortex piriforme ;Acb, noyau accumbens ; Bregma — 0,265V, septum latéral ventral ;
Bregma — 1,88 PVA, noyau paraventriculaire du thalamu3\/Np, noyau paraventriculaire
de I'hypothalamus (partie parvocellulairepAH, aire hypothalamique antérieuréH, aire
hypothalamique latérale ; Bregma — 2@8eM, noyau central de 'amygdaleéBLA, noyau
basolatéral de 'amygdaleMeA, noyau médian de 'amygdale ; Bregma — 5\ M, cortex
visuel primaire S, subiculum ; Bregma — 7,8/LPAG, partie ventrolatérale de la substance
grise périaqueducale.
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2- 2 Comparaison des patterns d’induction de Fos a@s confinement dans
I'OA chez les deux groupes de rats

Dans lesconditions basales c'est-a-dire lorsque les rats ne sont pas exppd€3A, les
densités de cellules exprimant la protéine Fos saativement faibles dans la majorité des
régions examinées (< 200 cellules positivesfjninl'exception de trois régions, les cortex
piriforme et visuel et le noyau paraventriculaire thalamus (PVT) ou les densités des
cellules exprimant Fos sont supérieures & 300 lesllpositives/mm Aucune différence
d’expression de Fos n’est observée entre les eatgés et les rats témoins dans ces différentes

régions (Figures 22 et 23).

Dans lesrégions corticales I'exposition a 'OA augmente la densité des deBuFos-
positives dans les différentes subdivisions du CP@en cortex cingulaire antérieur,
prélimbique dorsal et ventral et le cortex infraddioue), le cortex orbitoventral et le cortex
piriforme, et ceci dans les deux groupes de ratgseet témoins (Figure 22). Dans le cortex
visuel primaire aucune augmentation dans I'expoesde Fos apres OA n’est observée et ceci
dans les deux groupes de rats.

La comparaison entre les deux groupes de ratssetr&moins exposés a I'OA réveéle des
différences d’expression de la protéine Fos. Eaté# densité de cellules immunomarquées
est significativement plus faible chez les ratsewage de cocaine que chez les rats témoins
dans le cortex cingulaire antérieur (38 % de radogtet la partie dorsale du cortex
prélimbique (45 % de réduction). Dans la partietrada du cortex prélimbique, une plus
faible densité (34 % de réduction) est égalemestmigée chez les rats sevrés mais cette
différence n’est pas statistiquement significafivigure 22).

Dans leségions sous-corticalesl’exposition a 'OA augmente la densité des deBuFos-
positives dans le PVT, I'hypothalamus (noyau paméeulaire, aires antérieure et latérale),
'amygdale (médiale et centrale) et le subiculumtxed et ceci dans les deux groupes de rats
sevrés et témoins. L’expression de la protéinedpwés OA est significativement plus faible
chez les rats sevrés dans 3 régions : le PVT (8k ¥&duction), les aires antérieure (29 % de
réduction) et latérale (46 % de réduction) de Ibty@lamus.

Dans les autres régions examinées comme le NAGeptum ventro-latéral, le noyau
basolatéral de 'amygdale et la substance grisegquéducale (PAG), I'expression de Fos

n’est pas affectée par I'exposition a I'OA (Figa®).
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Cingulaire anterieur Prélimbique, partie Prélimbique, partie
800 - 800 - dorsale 800 - ventrale
l *% I *k 1
600 - 600 - 600 - o
4 # 4 i
400 - ** 400 - f,’f 400 - .
200 {1 200 - 200 -
0 0 0
Basal OA Basal OA Basal OA
Infralimbique Orbitoventral Piriforme
800 - 800 - 1600 -
1 1 * | *
600 - 600 - . 1200 .
i *%* E i
400 4 ** 400 - 800
200 - 200 - 400
0 0 0
Basal OA Basal OA Basal OA
Visuel primaire Figure 22 : Effet de deux jours de sevrage a la cocaire
1600 - sur I'expression de Fos dans les régions cortichles
: rats traités a la cocaine (en noir) sont compargsats
1200 + témoins (en blanc) en conditions basales (n = &t6)
300 - apres exposition & 'OA (n = 7-12). Les résultaiats
] exprimés en moyenne + SEM des densités de cellules
400 - Fos-positives/mf *p < 0,05, *p < 0,01 versus le
1 groupe correspondant en conditions basalps: 8,05
0 les rats témoins exposeés a 'OA.
Basal OA
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Noyau paraventriculaire Noyau paraventriculaire Aire hypothalamique
du thalamus de I'hypothalamus antérieure
600 - e 600 - 600 -
# - -
400 - 400 - * 400 A
i * | *
#
200 - 200 - 200 A
0 0 0
Basal OA Basal OA Basal OA
Aire hypothalamique Noyau accumbens Septum ventro-latéral
latérale 600 - 600 -
600 -
400 4 400 - 400 -
200 - * H 200 A 200 4
Basal OA Basal OA Basal OA

Substance grise

600 A 600 A ventrolatérale) 600 A
400 A 400 400
| K%
200 - |_‘** *I 200 - 200 - x
0 0 0
Basal OA Basal OA Basal OA
Amygdale basolatérale Amygdale centrale Figure 23: Effet de deux jours
600 - 600 - de sevrage a la cocaine sur
| 'expression de Fos dans les
200 400 régions sous-corticales dans les
conditions basales et apres
l exposition a [I'OA. Méme
200 ~ 200 - légende que dans la figure
] i ] T . précédente (Figure 2,
0 0 — -
Basal OA Basal OA
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2- 3 Comparaison des patterns d’induction de Zif-28 aprés confinement
dans I'OA chez les deux groupes de rats

Nous avons complété cette étude neuroanatongguexaminant I'expression de Zif-268
dans deux structures cérébrales : le dCPFm etnplese amygdalien. Dans les conditions
basales, c'est-a-dire lorsque les rats ne sonexpgsés a I'OA, les densités des cellules
exprimant la protéine Zif-268 sont relativementvéks dans la majorité des régions
examinées : supérieures a 1400 cellules positive$ttans le CPFm et entre 1000 et 3000
cellules positives/mfAdans les différents noyaux de I'amygdale étudiépe@dant, aucune
différence n’est observée entre les rats sevréssahats témoins dans ces différentes régions
(Figures 24 et 25).

L’exposition a 'OA augmente significativemerat dlensité des cellules exprimant Zif-268
dans le cortex cingulaire antérieur chez des é®wins. Par contre, aucun changement n’est

observé dans les autres régions étudiées.

Cingulaire antérieur Prélimbique, partie
dorsale

2000 - *k 2000 -

] # ]
1600 - 1600 -
1200 - 1200 1
800 - 800 -
400 A 400

0 0
Basal OA Basal OA

Figure 24 : Effet de deux jours de sevrage a la cocaine sypréssion de Zif-268 dans le
dCPFm. Les rats traités a la cocaine (en noir) somparés aux rats témoins (en blanc) en
conditions basales (n = 5) et apres expositioA I(n = 6). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM des densités de cellules Zif-268tipesimnt, **p < 0,01 versus le groupe
correspondant en conditions basalgs<#,05 les rats témoins exposés a I'OA.
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Amygdale basolatérale Amygdale centrale Amygdale latérodorsale
4000 - 4000 - 4000 +
3000 - 3000 - 3000 +
2000 A 2000 - 2000
1000 - 1000 - ﬂ 1000 -
0 0 0
Basal OA Basal OA Basal OA
Masses intercalées Figure 25: Effet de deux jours de sevrage a la
4000 - cocaine sur |'expression de Zif-268 dans différents
] noyaux de I'amygdale dans les conditions basales et
3000 - apres exposition a 'OAMIiéme légende que dans la
T figure précédente (Figure 24).
2000 A
1000 -
0
Basal OA
3- Discussion
3- 1 Choix des margueurs d’activation neuronale, Eprotéines Fos et Zif-
268

La protéine Fos est I'un des facteurs de transoriptes plus étudiés et les mieux
caractérisés. Elle est faiblement exprimée daggdeEme nerveux central dans les conditions
basales mais peut étre induite par un grand noddstimuli pharmacologique, électrique ou
physiologique. Son induction est rapide et tramgtd_e pic d'expression de '’ARNm codant
pour Fos est généralement observé entre 30 et itasiapres le stimulus, alors que le taux
maximal de la protéine Fos s'observe entre 1 heuBheures apres la stimulation et c’est
pour cette raison que nous avons choisi de suomegpression 2 heures apres exposition des
rats a 'OA.

La protéine Zif-268 est également induite de fa@pide et transitoire dans le cerveau suite a
une stimulation cellulaire (Beckmann and Wilce, 2.9€ullinanet al, 1995; Knapska and
Kaczmarek, 2004; Senba and Ueyama, 1997). CommeeHesest considérée comme un

marqueur d’activation neuronale (Hughes and Draguri®95). Cependant Zif-268, a la
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différence de Fos, présente une expression comatituCette expression, stable et
relativement élevée de la protéine en conditiorsalles, est maintenue par une production
tonigue dARNmM de courte durée de vie en réponsacivité synaptique dans plusieurs
régions telles que le cortex et le striatum. Latggrne Zif-268 peut donc étre utilisée pour
évaluer l'activité basale dans le cerveau (Wodegl, 1991) alors que Fos est un marqueur

mieux adapté pour détecter une variation rapidetidige en réponse a un stimulus.
3- 2 Discussion des résultats obtenus

A notre connaissance, il n’existe aucune étwmeoanatomique exhaustive sur les corrélats
neurobiologiques de l'anxiété pathologique indyge un sevrage a la cocaine. Dans notre
étude, I'utilisation de Fos nous a permis d’obsenl&z les rats non exposés a la cocaine une
activation neuronale dans diverses régions décrmmme étant sollicitées dans des
paradigmes d’induction d’anxiété innée comme I'EBMI'OA (Duncanet al, 1996; Graeff
et al, 1993; Muigget al, 2008; Salomeet al, 2004). Ces régions incluent les différentes
subdivisions du CPFm, l'amygdale médiale et ceatrdé PVT et divers noyaux de
I'hypothalamus (PVN, aires latérale et antériearagpentriculaire,...).

Il est intéressant de noter que I'observation t¢giale et quantitative des coupes montre une
similitude dans le « pattern » d’expression derlagne Fos chez les rats sevrés et les rats
témoins confinés a I'OA et que les différencesetds deux groupes d’animaux résident dans
'amplitude de la réactivité de certaines strucgucemme le dCPFm, le PVT et certaines
régions de I'hypothalamus. Ceci suggere que lessatrés font intervenir les mémes circuits
neuronaux que les rats témoins lors du traitementstimuli anxiogenes, comme ceux
rencontrés dans I'OA, mais que des altérationstiomeelles au niveau de certains relais de
ce réseau pourraient contribuer a l'augmentatior’éat anxieux observée chez les rats

sevrés.

Dans la partie qui suit nous allons commenterésultats obtenus dans les structures que
nous avons quantifiées et qui nous semblent les phportantes dans le traitement des

stimuli anxiogenes.

Les régions corticales

De nombreuses études ont suggéré l'implicatien @PFm dans le traitement des

informations anxiogenes. En effet différentes situss, comme I'exposition a I'odeur d’un
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prédateur (Heblet al, 2004), a un choc électrique (Morrost al, 2000), a I'Open-field
(Nagahara and Handa, 1997; Saloghel, 2004), a I'OA (Muigget al, 2009; Salomet al,
2004) ou encore I'administration d’agents anxioge(®ingewaldet al, 2003), augmentent
'expression de Fos dans cette région corticaladirinistration de benzodiazépines prévient

I'induction de Fos par des chocs électriques datte cégion (Morrovet al, 2000).

Les études neuranatomique et fonctionnelle oohtré qu’il existe un gradient dorso-
ventral au sein du CPFm, avec la partie dorsaldu@mt le cortex cingulaire antérieur et le
cortex prélimbique dorsal) essentiellement intenemtée avec les régions a fonction
cognitive alors que la partie ventrale (incluantclatex prélimbique ventral et le cortex
infralimbique) plutdt interconnectée avec les régioegulant le systeme nerveux autonome et
les fonctions viscérales (Heidbreder and Groeneweg603; Hoover and Vertes, 2007,
Vertes, 2004). Plusieurs études ont mis en évidéimportance de la partie ventrale du
cortex préfrontal médian (vVCPFm) dans la génératdaum état anxieux. Ces études ont
montré que l'inactivation de cette région chezdg par des lésions focales ou l'injection
locale d’agents pharmacologiques, diminue les cotapwents anxieux (Shaét al, 2004;
Sternet al, 2010) et réduit les réponses des systémes autoifdavareset al, 2009) et
neuroendocrinien (Radlegt al, 2006) a des stress émotionnels aigus. Quant laudd
dCPFm dans l'anxiété innée, ce dernier est pludraeersé puisque les données de la
littérature sont assez contradictoires ; certaiaggportent que son inactivation produit un
effet anxiogene (Jinks and McGregor, 1997; de Visteal, 2011) et d’autres un effet
anxiolytique (Albrechet-Souz al, 2009; Shalet al, 2004).

Nos résultats, obtenus avec la protéine Fossoatignant une altération sélective de la
réactivité¢ du dCPFm en réponse a une situatiorngexie chez les rats sevrés de cocaine sont
intéressants a plusieurs titres :

1- Des études préalables, en utilisant la mémeoapprbasée sur I'expression de la protéine
Fos, ont également montré une diminution de latinésicde cette région dans des modeles
d’anxiété pathologique chez les rongeurs : lesisoBALB/c ayant un trait de caractere
hyper-anxieux (Muigget al, 2009; O’'Mahonyet al, 2010) et les lignées de rats ou de souris
HAB (Kalisch et al, 2004; Muigget al, 2008; Salomeet al, 2004). Chez ces animaux
présentant un trait anxieux, lI'induction de I'exgsi®n de Fos par un stimulus anxiogene est

atténuée dans le dCPFm (notamment dans le comegxlaire antérieur), quand ces derniers
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sont comparés a leurs horogues hyp-anxieux (respectivement les iris C57BL/6 € les

lignées de rats et de soutisB).

2- L’altération de la réactié du CPFm que nous avons observé de si partie dorsale
impliquéedans les fonctionsognitives et la régulaticdu comportementmotionnel

3- Par ailleurs, nosésultat: sont intéressanisi 'on prend en consitration les donné¢
cliniques. Les études deunimagerie montre une diminutiondu métaolisme cellulaire €
du flux sanguin dans le cex cingulaire et orbit-frontal che les usigers ¢ cocaine en
période d’abstinenc@soldstein and Volkow, 2002; Rogers and Robbi2001. De plus, une
faible activation du cortexingulaire antérieur est observée clces personnes suite

'exposition a des situatic anxiogenes (par exemple des scénvoquant des stre

personnels) par rapport des personnes témoins n'ayant jamaisisommeé la drogt

(Goldsteinet al, 2009; Sinhat al, 2005).

La figure 26 illustre deux fotographies montrant la densité des celi Fos dans le cort:
cingulaire antérieur chez leleux groupes de rats apres expositicOA. Il faut noter que
distribution des cellules Is dans les différentes couches du ( est relativemer

homogene.

. DA R
3.3 7
. ‘c. .

Figure 26 : Microphotograpies illustrant la distribution des cellules)rimant Fos dans |
cortex cingulaire antériewthez un rat témoin (& gauche) et un rat sele cocaine (a droit
apres exposition a I'OAM : Partie médial ; L : Partie latérale. Objectif 4.

Alors que les études ch ’'homme montrent une diminution de ctivité de base de
régions corticales chez leyersonnes abstinentes de cocal’étude avec Fos ne donr
aucune information su’activité basale des neuror de ces régions. dis avons atrdé cette

guestion erguantifiant par nmunohistochimiela densité de cellules priman la protéine
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Zif-268. L'absence de différence dans la densitécdiules exprimant Zif-268 dans les
différentes subdivisions du dCPFm entre les ratséseet les rats témoins (NaCl versus
cocaine en basal, voir figure 24) suggére que n@i@ment chronique a la cocaine n’induit
pas de changement important dans l'activité ba$alees régions. Cependant cette mesure de
l'activité basale reste trés indirecte et elle paitétre évaluée de facon plus précise en ayant
recours a d’autres méthodes d’analyse comme latifjoation histochimique de I'activité de

la cytochrome oxydase (tres bon marqueur de I'eétan conditions basales) (Hayzasiral,
2007) ou la neuroimagerie fonctionnelle (Hayzetal, 2007; Kalischet al, 2004).

En conclusion, nos données permettent de proposel’altération sélective de la réactivité
du dCPFm observée chez les rats sevrés pourrdrilmger a I'expression d’'un comportement
anxieux exacerbé. Cette question sera abordéel@ahapitre 3 de cette these (voir Chapitre
3 : Importance du CPFm dans I'expression de l'&txieux au cours du sevrage ?).

L'amyqgdale

L’amygdale est composée de nombreux noyaux ed-soyaux différenciés sur la base de
critéres cytoarchitectonique, histochimique et Hogigue. Plusieurs de ces noyaux ont été
particulierement impliqués dans le contréle des@ssus émotionnels : lasyaux latéral et
basolatéral considérés comme la voie d’entrée sensorielleatayijdale et comme relai dans
le traitement d’informations émotionnelles et Il@daation de réponses comportementales, le
noyau centralde I'amygdale, considéré comme la voie de sorti@&érgique inhibitrice de
lamygdale qui projette vers des régions impliquédans les différentes réponses
émotionnelles et lesnasses de cellules intercaléesonstituant un réseau GABAergique
intrinséque a cette structure et jouant un role utaddur.

Les connections (afférences et efféerences) de balale Iui permet d’opérer des liaisons
entre les aires corticales et thalamiques qui enaitles informations sensorielles et
attentionnelles et les systémes effecteurs de dthglamus et du tronc cérébral.

Le réle de l'amygdale a surtout été étudié déss comportements d’acquisition et
d’extinction de la peur mais également dans lespartements anxieux innés. Chez I'animal,
il a été établi que les differents noyaux de l'adslg (basolatéral, central et masses
intercalées) sont connectés a différentes sousesrégdu cortex préfrontal ainsi qu’a
I'hippocampe ventral, et jouent des roles diffésedains la modulation de la réponse a un
stimulus anxiogene (Quirk and Beer, 2006; Sierraddéo et al, 2011). L’inhibition de
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'amygdale médiale ou basolatérale par injection nadgscimol par exemple, diminue le
comportement de « freezing » de I'animal face udeuo de prédateur (Miller and Fendt,
2006). Il a eté également montré que l'altératier!’extinction de la peur chez les rats HAB
est associée a une altération de la réactivit@ifiésents noyaux de 'amygdale (Muigtal,
2008).

Dans nos conditions expérimentales, I'exposiioflOA augmente la densité des cellules
exprimant Fos dans I'amygdale médiale et centr@lependant aucune différence n’est
observée entre les deux groupes de rats sevrémeinis ce qui peut paraitre surprenant, tout
au moins au niveau de I'amygdale centrale, comgtel ide sa forte implication dans les
réactions émotionnelles. Des résultats analogue®ténobservés sur les lignées de rats ou
souris HAB exposés a I'OA (Muiggt al, 2009; Salomeet al, 2004). Cette absence de
différence a été attribuée a la faible activatien’dmygdale centrale par I'exposition a I'OA,
ce qui ne favorise pas la mise en évidence d’agitdraa ce niveau.

L'utilisation de la protéine Zif-268 ne nous a pas plus permis d’observer des différences
d’activation entre les deux groupes de rats. Noggérons que I'exposition a I'OA n’induit
pas une anxiété suffisante pour observer des dift&s de réactivité dans I'amygdale. Un
stress plus fort pourrait révéler des différencegéhctivité au niveau de cette structure. En
effet, Frank et al., 2006 ont mis en évidence uns forte activation de 'amygdale centrale
et médiale chez les rats HAB par rapport aux r&B laprés une défaite sociale alors que
I'exposition a I'OA ne le permettait pas (Fragtkal, 2006).

Le septum latéral

Le septum est aussi considéré comme une steucktidans la modulation de I'état anxieux
et comme une cible importante de I'action des dptigues (McNaughton and Gray, 2000;
Sheeharet al, 2004). En effet, I'injection de benzodiazépinessl cette structure diminue le
comportement anxieux des animaux dans différests tomportementaux comme 'EPM ou
le test d’enfouissement défensif (Menard and Ti&€i§9) confirmant le réle de cette structure
dans la neurobiologie de I'anxiété. Comme dansR&r@, différentes situations anxiogénes
pour les rongeurs comme l'exposition a I'odeur dpmédateur, a un stress de contention
(Chen et Herbert 1995), a 'EPM (Duncetral, 1996), au test de I'Open-field (Nagahara and
Handa, 1997) ou encore I'administration de subssranxiogénes augmentent I'expression

de Fos a son niveau (Singewatdl, 2003).
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De plus, il a été proposé que l'activation depdatie ventrale du septum latéral favorise
I'adoption de comportements passifs plutdt qu’adéice a une situation anxiogéne (Mongeau
et al, 2003). Nos résultats révélant la présence daleslexprimant Fos principalement dans
la partie ventrale de cette structure sont en dcawvec cette hypothése. Cependant bien que la
densité de ces cellules soit augmentée apres éxposai 'OA, cette différence n’est pas

significative.

Le noyau paraventriculaire du thalamus

Chez les rongeurs, les études ont montré queyau paraventriculaire est une région du
thalamus particulierement intéressante dans l'a@xie par ses projections vers le cortex
préfrontal et 'amygdale et ses fonctions de peioapet d’intégration. Le PVT est activé
guand les rongeurs sont placés dans des situaionsgenes telles que 'EPM, I'application
d’'un choc électriqgue dans les pattes ou I'admiaigin de drogues anxiogenes (Bubser and
Deutch, 1999; Let al, 2010; Singewaleét al, 2003).

Les études de neuroimagerie chez les primatésmmmtré que le comportement de
« freezing » est associé a une activation du thadafikalinet al, 2005) et que cette structure
est également activée dans les situations d’aaticip de situations anxiogenes (Clebil,
2012). La résolution anatomique des techniquesdeoimagerie ne permet cependant pas de
distinguer les différents noyaux thalamiques.

Dans nos conditions expérimentales, I'exposittoliOA augmente significativement la
densité des cellules Fos-positives dans le PVT @gerats témoins. Cependant chez les rats
sevrés, la densité de cellules Fos-positives fadide apres OA et significativement moins
élevée que chez les rats témoins exposés a I'OA.rBlultats sont intéressants au vu de la
littérature puisque les études en neuroimagerie ¢b® usagers de cocaine montrent une
perturbation de l'activité au niveau du thalamussdees conditions basales (@Gual, 2010)
ainsi qu’en réponse a des taches impliquant I'titteret la perception de stimuli visuels
(Tomasiet al, 2007). Ces résultats ne sont pas surprenants daané les déficits d’ordre
attentionnels observés chez les personnes dépesdali cocaine.
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L’hypothalamus

L’hypothalamus est une structure clé dans latibn des réponses comportementales et
endocriniennes en réponse a des stimuli stressaett®e structure est subdivisée en plusieurs
noyaux dont les plus intéressants par rapportriiE#e sont : le noyau paraventriculaire de
'hypothalamus, les aires latérale et antérieuee,nbyau dorsomeédian et le noyau pré-
mamillaire (Mottaet al, 2009; Nguyeret al, 2006; Salomét al, 2006). L’exposition a 'EPM
ou I'OA active ces différentes régions de I'hypdémaus chez I'animal (Canterasal, 2010;
Duncanet al, 1996; Muigget al, 2009; Salomet al, 2004).

Notre étude montre, comme attendu, une activatés neurones du noyau paraventriculaire
et des aires antérieure et latérale de I'hypothatamhans les deux groupes de rats apres
exposition a I'OA. Chez les rats sevrés de cocaine,diminution de I'activation est observéee
dans les aires antérieure et latérale de I'hypathak par rapport aux rats témoins. Si I'on
compare nos résultats & ceux obtenus chez leetrds souris HAB on observe chez ces
deniers, contrairement a nos résultats, une aitivalus forte de ces aires hypothalamiques
gue chez leurs homologues (les rats et souris LaB@s exposition a 'OA. Ces divergences
peuvent étre dues a notre étude traitant d’un @asigté pathologique particulier puisque lié
a un sevrage. Il faut noter que le noyau ventroaréde I'hypothalamus est trés faiblement

marqué et c’est pour cela qu’il n’a pas fait olojetquantification.

L’hippocampe

Les études chez I'animal mettent I'accent suble cognitif et mnésique de I'hippocampe
dorsal et le rdle de I'hippocampe ventral dansclamportements anxieux. En effet, la Iésion
ou l'inactivation de I'hippocampe ventral, mais pdarsal, a un effet anxiolytique sur le
comportement des rongeurs (Bannerraaal, 2004; Kjelstrupet al, 2002; Trent and Menard,
2010). Tres récemment Adhikari et al ont montr&tiiation synchrone des neurones du
CPFm et de I'hippocampe ventral chez les rats pdacs 'EPM (Adhikariet al, 2011).

Nos résultats sont en accord avec cette litiesggbuisque I'on observe un fort marquage
dans le subiculum ventral (qui fait partie de liggampe ventral) aprés exposition a 'OA
contrairement a la partie dorsale de I'hippocampeus denté, subiculum dorsal et corne
d’Ammon) ou le marquage est tres faible (Figure. 28 quantification dans le subiculum

ventral montre que I'exposition a 'OA augmentendigativement la densité de cellules Fos-
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positives danges deux groues de ratsoulignant I'implicationpotentiele de cette structure
dansnos conditions expérinntales. ependant aucune différence n'esservée entre les re

sevrés et les rats témoins.

GCL .

S VS*

Figure 27: Microphotograpiies illustrant la distribution des cellules)rimart Fos dans le
gyrus denté dorsala gauce) et le subiculum ventral (a droitd’'un rat témoin apre
exposition a 'OA.GCL : couche cellulaire granulai ; H : Hilus ; VS : Subiculum ventral
Objectif x 4.

La substance grise périaquducale

I a été montré que IRAG est une structure critique dans I'exssion des répons
anxieuses. L'activation dEos danscette structte a été observée qud les animaux sol
exposes a I'odeur d’'un précecur(Canteras and Goto, 1999; Dielenbetrgl, 2001), a I'Open-
field, TEPM, I'OA (Muigg €t al, 2009; Salomet al, 2004) ou encorapres I'administratiol

demolécules anxiogénes cime la yohimbin ou la caféinéSingewald ad Sharp, 200.

Il a été suggéré que sela stratégi adoptée par I'animal fac une situation anxiogéene
différentes parties da PAG sont sélectivement activées. En efla parie ventolatérale est
activée dans des stratéc passives « freezing » immobilité,...) dors que la parti
dorsolatérale, elle, est plt activéedans des stratégies actives (crontation, fuite,...
(Carriveet al, 1997; Jhou, 205; McDannald, 201.

Cesdonnées nous ont ané a étudier I'expression de Fos dans la pventrolatérale de |
PAG plutét que dans lgsartizs dorslatérale ou dorsale (Figure 2&ependannous n'avons
pas observé d’augmentati significative de la densité des celluleskprimant Fos apré

exposition a I'OA.
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‘DLPAG - Aq
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Figure 28 : Microphotograpies illustrant ledistribution des cellules erimant Fos dans |
PAG dorsolatérale (a gaughet ventrolatérale (a droite) uh rat témoi apres exposition
'OA. DLPAG : PAG dorsohtérale ; VLPAG : PAG ventrolatérale Agq : Aqueduc. Objecti
x 4.

3- 3 Discussiorgénérale

Cetteapproche neuroanamique nous a permis de repérer certaintructures cérébral
dont le fonctionnement esttérélors du traitement d’informations suant un état anxieu
élevé chez les rats sevr&armi lesnombreuses structures cérébraletsées par I'OA seuls
le dCPFm, le PVT et lesaires antérieure et latérale de I'hypothalamus montrent une
réactivité difféerentechez ks rats sevrés par rapport aux rats oins. Etant donné
importance du CPFm danss processuimpliqués dans I'anxiétd’une part(Canterast al,
2010; Etkin, 2010¢t les imprtantes altératiorfonctionnellesqu’il subit suite a I'expositior
chroniquea la cocaine d’au: part(Goldstein and Volkow, 2002; Robion and Kolb, 200,
nous nous sommes focalis#@ns le chapitre suivasur cette structureui pourrait jouer un

role clé dans le contrble dlétat anxieux chezes rats sevrés.
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Chapitre 1l : Importance du CPFm dans I'expressionde I'état anxieux
au cours du sevrage ?

1- Introduction

Les résultats obtenus avec I'analyse de I'exgipesde Fos nous ont permis de mettre en
evidence unaltération de la réactivité¢ dWlCPFm chez les rats sevrés de cocaine placés
dans une situation anxiogéne.

A ce niveau de notre étude il nous est apparu #ekée répondre a un certain nombre de
guestions, notamment : Quel est le phénotype desomes corticaux activés lors d’un

confinement dans 'OA ? Est-ce que la difféerenceleesité des cellules corticales exprimant
la protéine Fos est affectée par une altératiotaddensité neuronale ou gliale induite par
I'exposition chronique a la cocaine ? Existe-til lien de causalité entre l'altération de la

réactivité du dCPFm et I'expression de |'état anxiehez les rats sevrés ?

2- Résultats

2- 1 Phénotype des neurones activés par une expmsita I'OA et impact
d’un traitement chronique a la cocaine sur la deng neuronale et gliale dans le
CPFm

L'identification du phénotype des neuronedicaux activés par I'OA a été réalisée avec
des doubles marquages couplant 'immunohistochidgeFos a I'hybridation in situ des
ARNmM codant pour le vGlutl ou la GAD (Figure 29)a lquantification des cellules
doublement marquées indigue que l'exposition a I'@étive aussi bien des neurones
glutamatergiques (65 % des neurones Fos activés)gs neurones GABAergiques (35 %
des neurones Fos activés) chez les rats témoigaeetes pourcentages restent identiques

chez les animaux traités a la cocaine (Tableau 4).
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Figure 29: Microphotograpies montrant les cellules doublement nmiées dans le cortt
cingulaire antérieurLes celules FoO/ARNmM de la GAD et FO&RNm du vGlutl apres
exposition a I'OA sont reprsentées respectivement s les microphotoraphies A et B. Le
fleches indiquet les cellulesdoublement marquéeLa présence de la péine Fos est révél
par la présence d'un prpité brun et celle des ARNm par urprécipité bleu. La
microphotographie C illustrla distribution es cellules glialegen bleu fincé sur la photo) et
neuronalegen brun clair sura photo. Echelle = 2Qum.

Dans cette étude histolouge nous avons également examiné si lenbreuses altératiol
morphologiques induites pda cocainepouvaient modifieta densité de cellules neuronale
(cellules exprimant NeuNgt gliales(cellules exprimant GFAP) dans CPFm ede ce fait,
interférer avec notre mesude la derité de cellules exprimant Foka quantification de
densités deellules exprimet NeuN et GFAP n'aévélé aucune diffence entre les del
groupes de rats sevrés et oinset ceci danses différentes subdivisis du CPFm (Figure
29.C ; Tableau 4).

Cortex cingulaire

Cortex infralimibique Cortex prélimbique L.
antérieur

Témoins Caocane Témoins Cocaine | Témoin: Cocaine

NeuN 2275.11 £85.052376.12 +120.3 | 2089.38 *+ 96.64 2218.24 £72.1154626 +46.6 1927.91 +50.18

GFAP 722.19+77.75 646.08 £62.9. 607.13 £77.89 668.25 + 134.46496.23 + 60.2: 509.4 +32.74

% Eos-GAD 35.46 +4.42 28.32 +2.5¢ 31.05+3.20 25.22+2.81 | 35.26 +8.5! 36.52+6.51

% Fos-vGlutl| 65.56 +6.14 66.15 + 3.6t 71.92 +5.23 78.69+3.41 | 75.79+4.2 79.51 +5.96

Tableau 4 : Densités desneurones et des cellules glii, et propertions des cellule
exprimant Fos et 'ARNnde la GAD ou Fos et TARNm dwGlutl dans le CPFr La
guantification a été réalisé@mns les cortex cingulaire, prélimbique etalimbiquechez les
deux groupes de rats apregosition a 'OA. Les valeurs représententnteoyenne + SEM d
trois rats par chaque groupet sont exprimées en densit cellules pamm®.
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Cette quantification de la densité des neuraoeticaux (i.e exprimant NeuN) nous a aussi
permis d’évaluer le pourcentage de neurones exptifas dans le CPFm aprées exposition a
'OA (ratio entre les cellules Fos-positives et dlules NeuN-positives). Ce pourcentage
n‘'excede pas 30 % dans le cortex cingulaire et 2@&ns les cortex prélimbique et

infralimbique chez les rats témoins.

2- 2 Déroulement des expériences d’injections loes de muscimol

Les rats sont injectés avec du muscimol (20 ou dg0ou du NaCl 0,9 % (pour les rats
témoins) dans le dCPFm. Trente min apres l'injecties rats sont exposés 5 min a I'OA pour
évaluer leur comportement anxieux puis ils sontaes dans leur cage de stabulation. Deux
heures apreés le test, certains rats sont perfidés eerveaux prélevés comme décrit dans la
partie « Matériels et méthodes » pour la visuabsatle la protéine Fos.

Six groupes de rats sont comparés : les rats draiteNaCl et injectés localement avec du
NacCl, 20 ou 100 ng de muscimol (NaCl - NaCl ; Na®uscimol 20 ng ; NaCl — Muscimol
100 ng) et les rats traités a la cocaine et irgdogalement avec du NacCl, 20 ng ou 100 ng de

muscimol (Cocaine - NaCl ; Cocaine - Muscimol 2Q @gcaine - Muscimol 100 ng).

Injections de

cocamg guo/t;e NaCl «—Sevrage—>«30 mn—«— 2h —
14

S 22 ,

N

Injections Perfusion
locales

v

Figure 30 :Protocole expérimental.

2- 3 Effets d’injections de muscimol dans le dCPFrsur le comportement
des rats confinés dans 'OA

Les résultats obtenus montrent que les rat®sala cocaine passent significativement plus
de temps en postures de « freezing » que lesémsins (Figure 31. C, NaCl — NaCl versus

Cocaine — NaCl). Les injections bilatérales de @@Figure 31. A) ou 100 ng (Figure 31. B)
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de muscimol dans le dCPFm abolissent complétenesnpdstures de « freezing » chez les
rats sevrés (Figure 31. C, Cocaine - Muscimol 26tr@ocaine — Muscimol 100 ng).
Parallelement on observe que les rats sevrés dgneoeffectuent moins d’entrées dans la
partie distale du bras ouvert (partie la plus agerme du dispositif) que les rats témoins
(Figure 31. D, NaCl — NaCl versus Cocaine — NaClnjection de 20 ou 100 ng de
muscimol dans le dCPFm rétablit le nombre d’entrdass la partie distale a un niveau
identique a celui des animaux témoins (Figure 31C@raine — Muscimol 20 ng et Cocaine —

Muscimol 100 ng).

C- Tps de « freezing » (sec) D- Nb d'entrées dans PD
40 A * 20 -
30 :
20 : 10 T .
10| I ##
0 - 0

[ |NaCl-NaCl [ ] NaCl-Muscimol 20 ng [ ] NaCl-Muscimol 100 ng

- Cocaine-NaCl - Cocaine-Muscimol 20 ng - Cocaine-Muscimol 100 ng

Figure 31 : Effets de I'injection de muscimol dans le CPFm dbiur les comportements
anxieux dans 'OAEmplacements des sites d’injection chez les rat®sgcercles noirs) ou
les rats témoins (cercles blancs) aprés injectd®®0 (A, n = 6) ou 100 ng de muscimol
(B, n =5-6). C et D : Paramétres mesurés dans Bpw#s injection de muscimol. Les valeurs
sont présentées en moyenne + SEM, < 0,05 versus le groupe correspondant de rats
témoins##p < 0,01 versus le groupe de rats sevrés ayantjétdés au NacCl.
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On peut constater que les rats en sevrage dgneoae different pas des rats témoins au
niveau du temps passé a faire des « head-scanifigCt : 76 + 6,68 sec ; Cocaine : 75,08
10,11 sec), a la difféerence de ce qui est obsdree tes rats non canulés, ou du pourcentage
de temps passé dans la partie distale du bras (NECT5 + 4,87 ; Cocaine : 50,33 £ 5,77).

Par ailleurs, chez les rats traités au NaCl, latim de muscimol dans le dCPFm n’a pas

d’effet sur les différents paramétres comportementaesurés dans I'OA (Figure 31)

2- 4 Verification de I'étendue des injections de nacimol

Les cerveaux des rats canulés ont été coupkées ebupes colorées au rouge neutre pour
vérifier les sites d'implantation des canules. Apenalyse des coupes histologiques, les
animaux dont la localisation d’'un ou des deux sif@mplantation se trouve en dehors de la
partie dorsale du CPFm sont exclus. D’autres amnant été éliminés en raison d’une

hémorragie intracérébrale importante.

Dans un certain nombre de cas, les cerveaux onpe¥fésés pour évaluer I'étendue des
injections. On remarque qu’'a proximité de la zonejettion du muscimol les cellules
exprimant Fos sont peu ou pas présentes, alorgegqueensité augmente au fur et a mesure

que I'on s’éloigne du site d’injection (Figure 32).

Figure 32: Microphotographie d’'une coupe immunomarquée ave@rlatéine Fos et
illustrant I'étendue d’une injection de 100 ng destimol dans le dCPFm. Echelle = 108.
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3- Discussion

Dans cette étude, nous avons tout d’abord moqtré I'exposition a I'OA active
'expression de Fos majoritairement dans les nexgogiutamatergiques de projection du
CPFm (65 a 75 %), le reste des neurones étanhtigaeurones GABAergiques. Ce ratio, qui
concorde avec la proportion estimée de ces deunlg@igns de neurones dans les différentes
régions corticales (Santaetal, 2004), n'est pas affecté chez des rats sevréschine. La
cocaine semble donc ne pas avoir d’action préfi@tentsur la réactivité des neurones
glutamatergiques ou GABAergiques corticaux implguwans les processus anxieux. Il en
résulte une diminution du nombre de neurones glatargiques de projection du dCPFm
exprimant Fos chez les rats sevrés exposés a IF€ffetant une altération fonctionnelle de
ces voies de sortie qui pourrait contribuer au comgment anxieux exacerbé.

Comme nous l'avons déja mentionné, de nombreétseies chez I'animal ont rapporté un
remodelage important des dendrites des neurondgaror (Kalivas and O’Brien, 2008;
Robinson and Kolb, 2004), des microischémies (&eah, 2011) ou encore des changements
importants du nombre, de la taille et de la fornes dellules gliales (Bowers and Kalivas,
2003) apres un traitement chronique a la cocains.rBsultats indiquent que notre traitement
a la cocaine n’induit pas de changements structuiraportants qui auraient pu avoir une
incidence sur l'altération de la densité des cefiidxprimant Fos observée chez les rats sevrés
dans cette région du cortex.

Nous nous sommes ensuite posé la question sigridication fonctionnelle de l'altération
de la réponse dans le dCPFm et son implication Baosmportement anxieux chez les rats
sevrés. Pour déterminer si un lien de causalitgtexntre I'altération de la réactivité dans le
cortex et I'expression de I'état anxieux, nous &ven recours a l'injection locale d’agents
pharmacologiques inhibiteur (le muscimol, un agengglectif des récepteurs GABA-A) ou
activateur (la picrotoxine, antagoniste sélect$ décepteurs GABA-A) dans le dCPFm afin
d’en étudier 'impact sur le comportement anxiees dats sevrés confinés dans I'OA.

Nous avons commencé nos experiences par des amedhilatérales de 20 et 100 ng de
muscimol dans le dCPFm. Nos résultats montrentl’meetivation transitoire des neurones
de cette région avant I'exposition & 'OA a un eHaxiolytique sur le comportement des rats
sevrés placés dans ce dispositif. En effet, lquomée a 'OA devient similaire a celle des rats
témoins, i.e on observe une suppression totalepdstires de « freezing » et un nombre

d’entrées dans la partie distale de 'OA équivalent
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Par contre, chez les rats traités au NaCl, l'impectorticale de muscimol n’affecte aucun des
parametres comportementaux mesurés dans I'OA. ggediétre lié au fait que nos animaux
témoins sont tres peu anxieux (pas de comportedeentfreezing », exploration équivalente
de la partie distale et proximale de I'OA,...) et gdans ces conditions ou le conflit
approche/évitement est faible on n'observe pasfat®efdes anxiolytiques (Dal-Cét al,
2003; Fileet al, 1993).

L’ensemble de ces données comportementales suggénee hyperréactivité du dCPFm

en réponse a des stimuli anxiogénes contribuecatportement anxieux des rats sevres
Des études sont actuellement en cours dans natigeégour préciser I'étendue de la sphere
de diffusion du muscimol et étudier I'effet d’unetigation du dCPFm, avec l'injection de

picrotoxine, sur le comportement anxieux des ravsés placés dans 'OA.

Les données de la littérature sur I'implication@@Fm dans les comportements anxieux chez
les rats naifs sont relativement divergentes. @&$aétudes ont montré un effet anxiolytique
de linactivation transitoire du dCPFm dans I'EPMKrechet-Souzat al, 2009; Shalet al,
2004; Sternet al, 2010) et d’autres au contraire, un effet anxiegapres lésion de cette
région ou inactivation par administration d’'agoesstdes récepteurs GABA (Jinks and
McGregor, 1997; de Visseet al, 2011). Ces discordances peuvent étre dues au rble
modulateur que détient le dCPFm sur les comportesnémotionnels et le fait que son
implication peut varier en fonction des situati@siogenes auxquelles I'animal doit faire
face (Vertes, 2006).

Quelques études en neuroimagerie chez I'homnm@armgosur les corrélats neuronaux de
'anxiété chez les personnes dépendantes a lanepaait rapporté des altérations de la
réactivité du cortex cingulaire antérieur lors devisualisation d'images a tonalité négative.
Ces resultats sont parfois contradictoires puisgeeaines équipes ont montré une
hyperréactivité de cette région corticale et d'asifplutdét une hyporréactivité (Goldsteiral,
2009; Potenzat al, 2012; Sinhaet al, 2005). Elles restent cependant difficiles a prtéter
car I'anxiété induite dans ces protocoles expértmenest le plus souvent associé a un fort
désir de drogues (ou « craving ») et qu’il n’eshalpas possible de distinguer si la réactivité

du cortex cingulaire antérieur est liée au « crgwiret/ou a I'anxiété elle-méme.

Si nous mettons en regard nos résultats swackivation transitoire du dCPFm et nos

résultats obtenus avec la protéine Fosl n'est pas possible de conclure sur le réle du
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dCPFm dans I'anxiété au cours du sevrage. Nos @snmeéuroanatomiques montrent que la
diminution de la densité des cellules exprimant €stsassociée a un comportement anxieux
élevé ce qui suggere qu’un déficit d’activationadte structure participerait a I'expression
d'un état anxieux. A l'inverse, les injections ¢cates de muscimol suggerent plutdt qu’'une
hyperréactivité du dCPFm est responsable de I'esa du comportement anxieux observé
dans I'OA. Plusieurs hypothéses peuvent étre aesngéur essayer d’expliquer ces résultats

en apparence contradictoires :

1) Il a été montré que le facteur de transcriptiehia Fos B, induit par I'exposition chronique
a la cocaine, s'accumule dans les neurones pengasteurs jours aprés l'arrét de
I'exposition a la drogue (voir Rappels bibliogragunes § 1-3-3 Cocaine et neuroadaptations
cérébrales) et peut inhiber I'expression de laginet Fos (McClungt al, 2004b; Perrottéet

al, 2008; Renthakt al, 2008). Si la protéine delta Fos B est expriméesdas neurones
corticaux impliqués dans l'expression de [lanxiétélle peut étre a lorigine de
neuroadaptations modifiant la réactivité de cesorgs mais aussi une cause de l'atténuation
de la réponse observée avec Fos chez les rats sladcaine. Dans ce cas, la diminution de
Fos lors de I'exposition & 'OA chez les rats seuné serait pas nécessairement le reflet d’'une

hyporéactivite.

2) On peut aussi supposer que chez les rats séaxpssition a 'OA active une population
neuronale dans le dCPFm plus restreinte que clseaie témoins (d’ou la diminution de la
densité des cellules exprimant Fos) mais que pejpelation de neurones soit beaucoup plus

active que chez ces derniers.
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Comme nous I'avons vu tout le long de ce maritises periodes initiales d’abstinence a la
cocaine se caractérisent souvent par I'apparition dtat anxieux, qui par lui-méme ou en
association avec d’autres facteurs environnemenfaux favoriser la reprise de la drogue ou
la rechute chez les personnes dépendantes. Lenimit de I'anxiété est particulierement
délicat puisque les anxiolytiques les plus couramtnugilisés, a savoir les benzodiazépines,
ont eux-mémes un pouvoir addictif tres importantgta and Rowlett, 2008). Ces substances
devraient donc idéalement étre évitées chez lasnpatvulnérables a la dépendance aux
substances psychoactives. Quant aux antidépressguirse sont montrés efficaces en
clinique, ils présentent un délai d’action treg lgrtusieurs semaines). Il serait donc important
de pouvoir proposer aux usagers un traitement pnaologique adapté (action rapide et sans
effets indésirables) afin d’éviter le recours autfas substances a risque addictif (héroine et
alcool) pour soulager cet état. Ceci aurait I'aagetd’éviter le déplacement d’'une addiction a

une autre et/ou une polytoxicomanie encore pluspbexe a traiter.

Dans ce contexte, notre travail basé sur un le@iemal de sevrage a la cocaine chez le rat
a apporté des données nouvelles sur I'évolutiorsgeptomes anxieux au cours des périodes
d’abstinence et a montré que ces symptbmes souatadiaplus exacerbés que I'animal doit
faire face a une situation fortement anxiogéne.rddtavail nous a permis également
d’apporter des informations nouvelles sur les salsineuronaux sous-tendant I'anxiété liée
au sevrage a la cocaine. Nous avons pu notammeitte ne® €vidence des altérations
fonctionnelles importantes au niveau du dCPFm, é&ffranchissant des obstacles
communément rencontrés dans les études chez I'hocomene la polytoxicomanie ou la
préexistence de troubles psychiatriques divergedte cependant de nombreux points a

explorer afin de compléter cette étude et contidu@ire avancer notre problématique.

1) Concernant l&lCPFm et sonimplication dans le contr6le de I'anxiétémanifestée au

cours du sevrage, il nous parait primordial d’dfiec les expériences suivantes :

- Vérifier la sphére de diffusion du muscimol ejeaiant du muscimol fluorescent (Alleh
al, 2008) pour s’assurer que dans nos conditionsrempgtales nous ciblons spécifiguement
le dCPFm, puis compléter I'étude fonctionnelle igat avec des injections locales de

picrotoxine dans le dCPFm comme nous I'avons ségdéns la discussion du chapitre llI.
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- Pour ce qui est de l'intervention possible deadlEbs B dans la diminution de I'induction de
Fos, nous proposons d’étudier I'expression basaléadprotéine delta Fos B a 2 jours de
sevrage. Si cette protéine est exprimée dans lenCPEette période de sevrage, elle pourrait
expliquer en partie la diminution d’expression des fobservée. Il serait important alors de
suivre son expression pendant la période de seyRageottiet al, 2008; Satat al, 2011) et
reprendre quelques-unes de nos expériences a tindgéu elle n'est plus exprimée et qui
serait donc plus propice a linterprétation de mésultats sur linduction de Fos par

'exposition a 'OA. Ces expériences sont en calass notre équipe.

- Il est possible que I'exposition a I'OA sollicithez les rats sevrés une population plus
restreinte de neurones que chez les rats témoiais, que cette population neuronale soit
hyper-réactive ce qui pourrait concilier I'obsefgat d’'une plus faible densité de cellules
exprimant Fos chez les rats sevrés et une hypémiéadadu dCPFm au cours du sevrage.

Cette hypothése est par contre plus difficile getes

2) Sur le plan comportementa) notre étude a permis de révéler une plus graiffieutté a
faire face aux situations anxiogenes chez lessaiges. Les tests d’anxiété que nous avons
utilisés sont basés sur gonflit approche - évitementde situations naturellement aversives
pour l'animal et il serait donc intéressant d'étendette étude a d’autres tests d’'anxiété
notamment ceux impliquant lamémoire de peur apprise Chez I'homme, le déficit
d’extinction de mémoires de peur apprise est céngéidomme un symptébme commun aux
différentes formes d’anxiété pathologique (Grahaueh lslilad, 2011) d’ou l'intérét majeur de
cette étude.

Dans cet objectif, notre équipe a initié un nouvgaajet qui S'intitule : « Cocaine et
extinction des mémoires de peur ». Le travail s@fiera en collaboration avec une équipe de
recherche du Centre de Neurosciences de Lyon gdieéla mémoire émotionnell&quipe

du Dr. AM Mouly) et abordera I'impact d’une exposition chroniquéaaocaine sur les
processus d’acquisition et d’extinction de la peanditionnée. Trés peu d’études se sont
intéressées aux performances d’animaux exposesaciine dans l'apprentissage de peur
conditionnée et son extinction (Burkeal, 2006; Morrowet al, 1995). De méme, il existe
trés peu de données sur le fonctionnement desitsimoeuronaux impliqués dans I'extinction

de la mémoire de peur chez les animaux traitéxadaine.

D’autre part, notre travail s'integre dans une thtque de recherche plus générale puisque

dans notre équipe nous nous intéressons aux reddbidirectionnelles entre exposition a la
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cocaine et symptdomes anxio-dépressifs. Nos conditiexpérimentales n’'ont pas révélé
d’effet du traitement chronique a la cocaine sgrdemportements de type dépressif des
animaux et comme nous l'avons discuté a la fin Hapdre | il a été suggéré que les
symptomes dépressifs observés chez les usagescdme peuvent étre soit une cause soit
une conséquence de son utilisation. Pour tenteémndre a cette question, une étude est en
cours dans notre laboratoire afin d’étudier 'appéke et la sensibilisation motrice a la
cocaine chez des souris pseudo-dépressives sblee® sur la base de leur comportement
résigné dans le test de suspension par la queu@@dRHelpless Rouen) par rapport a leurs
homologues non résignés (NHR pour Non-helpless Roe modele animal de dépression
développé par Malika El Yacoubi et Jean-Marie Vaig€El Yacoubiet al, 2003) permettra
d’aborder la question du lien entre un phénotypeugs-dépressif chez I'animal et la
vulnérabilité a consommer de la cocaine (Travailtttsse de Virginie Rappeneau dans le

laboratoire).
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ABSTRACT

Discontinuation of drug intake in cocaine abusemhmonly produces a variety of adverse
withdrawal symptoms among which anxiety and dejoaslated behaviors are prevailing
during the initial period of abstinence.

The aim of this study was to provide further insighto the functional neurobiological
dysregulations that might contribute to these patiioal states. Rats were treated with
cocaine or saline for 14 days (20 mg/kg; i.p) angiety-related behaviors was assessed in
different paradigms (elevated plus-maze (EPM), ioenfient to an open arm of the EPM and
shock-probe burying tests) for up to 4 weeks aftghdrawal. We concomitantly assessed
depression-like behaviors by the forced swim tadtsucrose preference test.

Our results demonstrated that cocaine withdrawdluded persistent heightened levels of
anxiety that last for at least 28 days. In contrdet same treatment did not affect depression-
like behaviors. We then used Fos immunohistocheynistmap neuronal activation patterns
in withdrawn rats confined to one open arm of aMEBnd a double labeling procedure using
Fos immunohistochemistry and in situ hybridizatioh glutamic acid decarboxylase or
vesicular glutamate transporter mRNAS to identifg phenotype of the activated neurons.
Our data showed that the exacerbated anxiety obdenvcocaine treated-rats exposed to an
elevated open arm was accompanied by an alteretivigaof the dorsal medial prefrontal
cortex (anterior cingulate and dorsal prelimbictices), and subcortical regions such as the
paraventricular thalamic nucleus and the laterdlamterior areas of the hypothalamus. In the
medial prefrontal cortex, we found that more thaB%6 of activated neurons were
glutamatergic projection neurons whereas the remgaiwere GABAergic interneurons.

The present study provides new insights on the atesuwbstrate underlying pathological

anxiety during cocaine withdrawal.
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INTRODUCTION

Cocaine addiction is a chronic brain disorder ctigrézed by compulsive drug use and high
risk of relapse. Like other drugs of abuse, cocawdeces both powerful positive reinforcing
effects and negative affective states that emelgnvaccess to the drug is prevented. Indeed,
discontinuation of drug intake in cocaine abusemqimonly produces a variety of adverse
withdrawal symptoms, among which sleep disturban@esiety and depression-related
behaviors are prevailing during the initial periafdabstinence [1]. Clinical studies have also
revealed a persistent hypersensitivity to stresgressed by greater emotional arousal,
enhanced anxiety and endocrine reactivity [2—4fsEnpsychobiological responses to stress
exacerbate with cocaine use [5] and have been steght increase drug abuse and relapse in
addicts [6-9].

The mechanisms and brain regions underlying dysifumal aspects of anxiety processing in
cocaine abstinent abusers are still poorly undedst¢tHuman and animal studies on the
processing of negative emotions such as anxiety laplicated several medial prefrontal
cortex (MPFC) regions and a set of limbic strucwaich includes the amygdala, insula as
well as interconnected structures such as the hgfohus [10-12]. Interestingly,
neuroimaging studies in abstinent cocaine depenpaténts and studies in rodents have
consistently pointed to persistent structural andcfional alterations not only within the
mesolimbic dopamine reward system [13,14] but alsothe PFC (especially in the
orbitofrontal, cingulate and insular cortices) [28} and some of its connected subcortical
areas (amygdala, thalamus and hippocampus) [21F2&].high overlap between the brain
regions affected by chronic cocaine exposure aoskthhat are parts of the proposed anxiety
circuits suggests that some of them may contridotehe impaired expression and/or

regulation of anxiety during cocaine abstinence.
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In order to address this issue, we first assessawts anxiety-like behaviors in different
paradigms (elevated plus-maze (EPM), confinememintopen arm of the EPM and shock-
probe burying tests) for up to 4 weeks after wistvelll from chronic cocaine treatment. In
addition, we concomitantly assessed depressionbdéteviors by the forced swim test and
sucrose preference test. Indeed, although the gemio and depressive-like properties of
cocaine withdrawal have been documented in numeanusal studies [24-29], the extent to
which anxiety-like behaviorpersists over a protracted period of withdrawal asdelation
with depression-like behaviors remains unclear. Ween sought to unravel the
neurobiological mechanisms behind the impaired e&sgon and regulation of anxiety levels
during withdrawal. We used Fos immunohistochemistrymap neural activation patterns
elicited by open arm exposure in withdrawn ratghwspecific emphasis on the mPFC and its

functional and cellular heterogeneity.

METHODS

Animals
Male Sprague-Dawley rats (Charles River, Francapghvweg 200-225 g upon arrival were
housed in groups of four and maintained in a teatpeg-controlled environment on a 12-
hour light/dark cycle (lights on at 7:00 AM) witle@ess to food and watad libitum. Once a
day for 5-7 days before the treatment, rats wemdled for few minutes to reduce the
stressful effects of handling. All experiments wpegformed between 9:30 AM and 5:00 PM.
Independent groups of rats were used for each bmhhvest and for each period of
withdrawal.
Every effort was made to minimize animal sufferemigd the number of animals used. All
experimental procedures were performed in accoelamith the European Community
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Council Directives (86/609/EEC) and the French glieks (Act 87-848 Ministere de
I’Agriculture) on the care and use of laboratorynaals. The protocols were approved by the

Institutional Animal Care and Use Committee of bmiversity

Chronic cocaine treatment
Rats were administered cocaine hydrochloride (CORHAEance) (20 mg/kg; i.p.) or saline

(0.9 %) in their home cage once a day for 14 daysreviously described [30,28].

Elevated plus-maze

A Plexiglas elevated plus-maze (EPM) consistingnaf open (50x10 cm) and two enclosed
(50x10x40 cm) arms with a black floor and arrangedh as the open arms were opposite to
each other was used. The maze was elevated 65 ave &he floor and located inside an
isolated room with 10 lux of luminosity in the cealtzone.

Rats were placed in the central zone facing an ap@nand their behaviors videotaped during
the 5-min test period. The behavioral parametensescwere the number of entries and the
time spent in the open and closed arms (one erdsyomunted when the rat had all 4 paws in
the considered arm). Exploratory movements of thadh(head-scanning) and immobility

times were also monitored.

Open arm
For this test, one open arm of the EPM was isolfted the central zone and the closed arms
of the maze by a 40 cm high wall. The open arm diagled into two equal parts, one
proximal and one distal in relation to the high lw&ats were placed in the middle of the
open arm facing the open space. The behaviorahgesas scored during 5 min were the

number of entries and the time spent in the distake of the open arm, the number of head
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dips and rearing, and the time spent head-scanaimty freezing (defined as complete

immobility with the exception of respiratory-reldtenovements).

Shock-probe burying test
The apparatus consisted of a Plexiglas cage (2bidey 41 cm long and 21 cm high)
covered with 5-cm deep standard bedding materiaterAovable, electrified probe (7 cm
long, 1.2 cm wide and 0.8 cm high; Intellibio, Feahwas placed through a hole 2 cm above
the bedding material and was connected to a Coulbquecision shocker (Bilaney
Consultant, Germany) calibrated to deliver a shotk.5 mA whenever the rat touched it
with a forepaw or the snout.
Rats were habituated (3—4 cage mates togethehetagparatus in the absence of the shock
probe for 1 h each day for two consecutive days. t@m third day, rats were tested
individually with the electrified probe in placeivE min after the first shock, the current was
turned off and the behaviors scored offline fomiis following the first shock by an observer
unaware of the treatment. Parameters measuredtivem@uration of burying, the latency to

return to the probe after the first shock and thel tduration of immobility.

Sucrose preference test
Anhedonia was assessed daily during exposure taira@and withdrawal by way of the
sucrose preference test. Briefly, rats were houseal single cage and were presented with
two pre-weighed bottles containing either a sucsagation or tap water. Water and sucrose
consumption were measured at 10:00 AM each test@ygat which time the position of the
sucrose bottle (left or right) was reversed to manfior sidepreference. Sucrose preference

was calculated as the ratio of sucrose intakettd tloiid intake(weights per 24 h).
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Forced swim test

The procedure was similar to that described preshol81]. Rats were individually placed in
glass cylinders containing water (25 + 0.5°C) atepth of 35 cm. Two swim sessions were
conducted. A 15-min pretest was performed at 2éwkithdrawal followed by a 5-min test 24
h later. The 5-min test was recorded and analyzed bideo-tracking system (Viewpoint,
Lyon, France) allowing measurements of the totahtion of immobility, swimming and

climbing.

Immunohistochemistry
Two hours after the onset of the open arm tesmailsi were deeply anesthetized with sodium
pentobarbital (50 mg/kg; i.p) and transcardiallyrfpged with saline followed by 4%
paraformaldehyde. Free-floating brain sections weocessed using a standard
immunohistochemical procedure as previously desdr{B2]. Briefly, a 1-in-8 series of free-
floating tissue sections was taken for each rat amdibated overnight with primary
antibodies in order to visualizzeuronal nuclei (NeuN) (1:8000; Chemicon International,
USA), glial fibrillary acidic protein (GFAP) (1:8@) Dakocytomation, Denmark) and Fos
(1:5000; SC-52; Santa Cruz Biotechnology, USA). Hiter primary antibody reacts with rat
Fos protein but not with Fos B amd Fos B proteins as tested by western blot (data not
shown).
Rats were assigned to four groups: cocaine-traatsdand saline-treated rats exposed to OA;
cocaine-treated rats and saline-treated rats taikémeir home cage to the experiment room
but not exposed to the open arm. In each experinsections from rats of the four groups

were immunolabeled at the same time.
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Fos immunohistochemistry combined with GAD or vGlul mMRNA in situ
hybridization
The antisense glutamic acid decarboxylase (GAD)o@r§33] and vesicular glutamate
transporter 1 (vGlutl) antisense probe [34] wertiokd by in vitro transcription using a
nonradioactive digoxigenin RNA labeling kit (Roch&gnostics, Mannheim, Germany). The
double labeling (Fos immunohistochemistry and mRNAitu hybridization) was performed

as previously described [35].

Images were captured using a light microscope (#kap 2, Carl Zeiss, Germany) equipped
with a digital camera (Nikon Coolpix E995, Japahll. images were imported into Adobe

Photoshop, adjusted for contrast and luminosityass¢mbled into plates.

Cell counts
Bright field images of sectioned material were \eeMwith a Zeiss Axioskop 2 microscope
equipped with an X/Y sensitive stage and a videnara connected to a computerized image
analysis system (Mercator, Explora Nova, La Roehdtrance). The planes of the analyzed
sections were standardized according to the atlBaxinos and Watson [36]. The location of
the samples used for Fos quantitative analysisags in Fig. 3.
The quantification was carried out by first delitieg the brain sections and the regions of
interest (ROI) at low magnification (x 4 objectiv@lhe ROI outlines were further refined
under a x 10 objective and labeled cells then @imianually by an observer blind to the
experimental groups. For each rat, two sectionsspacture were quantified bilaterally. The
density of labeled cells per mMimvas then determined and used to calculate the greans

and for statistical analyses.
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Statistical analysis
Since our data do not meet the assumptions of ribymthey were analyzed by a non
parametric Kruskal-Wallis test followed by a Manrhitfviey U test for pairwise comparisons.
The sucrose consumption data were analyzed by avayoANOVA with one between-
subject factor (treatment) and one within-subjectdr (time). The level of significance was
set at p <0.05. All values were expressed as me8&M. Staview software was used for

these statistical analyses.

RESULTS

Cocaine withdrawal increases anxiety-related behasrs in the open arm and shock

probe buyring tests

Our results showed that cocaine- and saline-treatgsl display no major significant
differences in anxiety-related parameters in theViE&fter 2 days of withdrawal. No
difference was observed in the total number ofiesntn the open arms, in the percentage of
time spent in the open arms (Fig. 1A) or in the whihty time (Fig. 1B). The only significant
difference observed was in the time spent headrsiogr{Fig. 1C). No significant difference
was observed in the total number of entries intenopr closed arms (11.42 + 1.44 vs
10.9 + 2.03 for saline- and cocaine-treated ratpeetively).

The absence of differences in anxiety-related behsbetween cocaine- and saline-treated
rats in the EPM led us to postulate that a moreogexic environment, such as confinement
to the open arm [37] might be more appropriateeteeal behavioral alterations displayed by
cocaine withdrawn rats. Two days after the lastaooe injection, rats exhibited longer

periods of freezing during the exploration of theen arm (Fig. 1E) and less time head
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scanning (FiglF) as well a adopting less rearing positions (‘+ 2.19 vs 2.88 + 0.93 fc
saline- and cocaine-treat rats respectively; p <0.05) compared to col rats. In contras
both groups exhibited comgable number of entries in the distal zonexe open arm (13 *

vs 10 £ 1 for salineand cociine-treated rats respectively), percentageme spent in (Fig.

1D) and number of head d (16.87 = 2 vs 13.44 + 2.35 for sa- and cocain-treated rats
respectively).

Finally, cocainetreated rats /ere tested during withdrawal in another -validated model of
anxiety, the shockrobe burying test, allowing the investigation olifferent aspects
anxietyinduced behavioral :activity. After receiving a shock from 1 electrified probe, rat
may exhibit a passive or aidance behavioral response (immobility)an active defensiv
burying behaviorddirected it the probe. At 2 days of withdrawal, -iods of time sper
burying the probe were lesnd periods of immobiy longer in cocaingreated rats compare
to salinetreated rats (Fig. 5 and H). This increase in immobility tinlasted for up to 2
days of withdrawal. Cocair withdrawal also significantly increased tlatency to return t

the probe after the first ebk at 7 and 28 days of withdrawal (Fig.

Cocaine withdrawal does nt affect depressior-related behaviors

We analyzed whether coce withdrawal also modifiebehaviorsin paradigms generall
used to model different ascts of depression such as tlucrose preerence test and tl
forced swim test. Naive raiwere first exposed to various concentras of sucrose (0.02
0.05, 0.1, 0.5, and 0.8%) f@ days in order to define the concentratidllowing an increas
or a decrease in sucros:onsumptionto be measured (Inset Fi2A). The sucros
concentration of 0.5% assated with a preference for sucrose--70% was chosen. Ra
exposed to chronic cocail displayed no differences in total fluidtake or in sucros

preference during cocaine2atment(F; 10 =0.89; ns) or throughout e following 2¢&day
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withdrawal period (Es= 1.10; ns) (Fig. 2A). In the forced swim test, themobility,
swimming and climbing times were similar in saliresd cocaine-treated rats at 2 days of

withdrawal (Fig. 2B).

Cocaine withdrawal alters the neuronal activation pofile elicited by open arm exposure
Possible alterations in brain reactivity of cocaimghdrawn rats were explored with the
expression of the immediate early gene Fos as &emaf neuronal activation. In basal
conditions, i.e. in rats not exposed to the opem, #ine densities of Fos-expressing cells were
low in most areas examined (< 200 positive cellsnmexcept in the piriform and primary
visual cortices and the paraventricular thalamiclews where the densities of Fos-expressing
cells were around 600 positive cells/frThere were no significant differences between
saline- and cocaine-treated rats in these regfigs.(4 and 5).

In cortical areas, exposure to the open arm enldath@edensity of Fos-expressing cells in all
subdivisions of the mPFC (anterior cingulate, dioesad ventral prelimbic, infralimbic),
ventral orbital and piriform cortices in both greupf rats whereas there was no change in the
primary visual cortex (Fig. 4). Two of these 7 quiatively evaluated areas exhibited a
significantly lower Fos response in cocaine withararats, the anterior cingulate (38 %
reduction) and the dorsal prelimbic cortices (4Betuction) (Fig. 4). In the ventral prelimbic
cortex, the Fos response in cocaine withdrawnwais also lower (34 % reduction) but did
not reach statistical significance.

In subcortical areas, open arm exposure enhanedehsity of Fos-expressing cells in the
paraventricular thalamic nucleus, hypothalamusaygamtricular nucleus, anterior and lateral
areas), amygdala (medial and central nuclei) amdraesubiculum in both groups of rats
(Fig. 5). It should be noted that in the hippocahfpamation, the largest number of Fos-
expressing cells after open arm exposure was fauride ventral subiculum where as their
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number was very low in the dentate gyrus, the difie subfields of Ammons’s horn and the
dorsal subiculum.

Fos response to open arm exposure was lower inneoeathdrawn rats in only 3 of these
guantitatively evaluated areas: the paraventricthatamic nucleus (31 % reduction), the
anterior (29 % reduction) and lateral (46 % redugtiareas of the hypothalamus (Fig. 5). In
other brain regions, such as the rostral nucleosrabens, lateral septum, basolateral nucleus
of the amygdala and periaqueductal gray matter eikpsession was not significantly affected

by the confinement to the open arm.

Cocaine withdrawal similarly affects the reactivity of glutamatergic and GABAergic
neurons of the mPFC

We first ensured that the decrease in Fos-expigssati densities observed in cocaine
withdrawn rats was not altered by cortical strugtwhanges in terms of neuronal (NeuN-
expressing cells) or astroglial cell (GFAP-expnegscells) packing densities. Our results
showed no significant difference in the densitiesNeuN- or GFAP-expressing cells in the
anterior cingulate, prelimbic or infralimbic comi€ of cocaine- and saline-treated rats (Table
1). The quantification of neuronal cell densitiesthe mPFC allowed us to evaluate the
percentage of Fos-reactive cells after open arnosxe (ratio of Fos-expressing cells on
NeuN-expressing cells). This percentage did noeedE0% in the cingulate cortex and 20%
in the prelimbic and infralimbic cortices.

We then sought to determine the phenotype of tivecab Fos-activated neurons. Double
labeling of Fos-labeled cells with vGlutl mRNA oAB mRNA (Fig. 6) indicated that Fos
activation occurred in glutamatergic (more than 66f4-os-activated neurons) as well as
GABAergic neurons (about 35% of Fos-activated nes)opercentages that were maintained

between groups (Table 1).
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DiscussIoN

Two major findings have emerged from the presentlyst First, we showed that cocaine
withdrawal had a sustained effect on anxiety-reldtehaviors, particularly that in response to
highly challenging situations. In contrast, the satreatment did not affect depression-like
behaviors suggesting that in our experimental ¢am, cocaine had a more profound effect
on the mechanisms involved in the regulation ofietyxthan those involved in mood
regulation. Second, our anatomical data provide mesight into the neural substrates
underlying pathological anxiety during cocaine witdwal. Indeed, we showed that
exacerbated anxiety observed in cocaine withdratsplaced in an anxiogenic environment
was accompagnied by dysfunctions within a restlicteural network including the dorsal
mPFC and anatomically-related subcortical regionshsas the paraventricular thalamic
nucleus and specific regions of the hypothalamus.

Our behavioral data increased our knowledge oraffextive states induced by withdrawal
from chronic cocaine exposure in rodents. Whileesalvstudies have already reported a
similar elevation of anxiety-related behaviors aalents exposed to the EPM [30,28,29], here
we have shown that this effect is more readily ol and more sustained in rats having to
cope with a higher anxiogenic environment [37] wra&ersive stimulus [38]. This heightened
anxiety state was evidenced by long bouts of fregm the open arm (that persisted for at
least 8 days, data not shown) or immobility in sheck probe burying tests that persisted for
at least 28 days of withdrawal. These passive helsmgannot be interpreted as an impaired
motor activity since cocaine withdrawn rats exl@tiea comparable number of entries into the
distal zone of the open arm, or total number ofiesninto open and closed arms in the EPM.
These behavioral findings suggest that cocaineeaduneuroadaptations contribute to long-
lasting impairment in the ability to cope with angenic or stressful situations following drug

exposure and withdrawal. They support previous mfasens indicating that persistent
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heightened levels of anxiety are expressed aftatrgmted withdrawal periods when rats are
placed in highly challenging situations such ast taring the defensive burying test
procedure [38,25,24] or after exposure to contdxtues previously paired with cocaine
[39,40]. Our data are also relevant with regardslimical studies highlighting a persistent

hypersensitivity to stress during abstinence iragoe abusers [2—4].

In contrast, we found no alterations in behavia@kted to depression. We observed no
evidence of helplessness or anhedonic states dwitigirawal, two different aspects of
depression that were respectively assessed bytbedf swim test and the sucrose preference
test. Previous data addressing this issue havdegletquivocal results, with some reporting
no change [41] and others alterations in behaviotee forced swim test during early phase
of cocaine withdrawal [42,43,27]. Regarding anhecitke symptoms during cocaine
withdrawal, they have been only reported in expenta using the intracranial self-
stimulation procedure as a measure of brain rewsystem function [44]. Thus, the
discrepancies observed between the different reamd our data might be due to procedural
differences including the amount and pattern ofagme administration (active vs passive,
daily vs binge administrations) and testing procedAlthough we observed no effect of
chronic cocaine treatment on depression-related\bets in our experimental conditions, we
may hypothesize that cocaine-induced disruptiomnriety regulation compromises stress
coping and increases vulnerability to depressiomliated by stressful life events. Further
investigations are needed to address this spéssie.

To the best of our knowledge, no previous anatomstady has directly addressed the
identification of the neural circuits underpinnitige impaired expression or regulation of
anxiety observed during cocaine withdrawal. Previstudies aiming at characterizing the
neurobiological substrates of cocaine-induced aytiave focused on the action of different
receptors such as corticotropin-releasing factér3@], beta-adrenergic [24,34], cannabinoid
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[45] and delta opioid [27] receptors. Here, usirmg fmmunohistochemistry, we showed that
open arm exposure activates a large number ofcodithbic areas also stimulated by
different innate anxiety paradigms [46—48]. In diddi, we demonstrated that the enhanced
anxiety observed in cocaine withdrawn rats was @atad with altered neuronal processing
in specific key areas of the brain. Indeed, wheregsons such as the central and medial
nuclei of the amygdala, ventral subiculum, infrddimcortex or dorsolateral periaqueductal
gray did not show differential activation in coocaiwithdrawn rats compared to NaCl-treated
rats, a small set of interconnected regions indgdihe cingulate and dorsal prelimbic
cortices, paraventricular thalamic nucleus, lataral anterior hypothalamic areas exhibited a
striking significantly lower number of Fos-expreggneurons in cocaine-withdrawn rats.

This specific neuroanatomical effect in cocainehdiwn rats is a novel finding of interest in
many respects. Our results are in line with obsema made in two other rodent models of
pathological anxiety, high anxiety BALB/c mice [48} rodents selectively bred for high
anxiety-related behaviors [47,50]. In these rodeatdblunted Fos response to anxiogenic
situations was revealed in the cingulate cortex, ft in the prelimbic and infralimbic
cortices, when compared to their low anxiety corpads (respectively C57BL/6 mice and
rodents selected for their low-anxiety related lvaira). Moreover, these studies, like our
own, pointed to altered Fos responses in subcbdreas such as the paraventricular thalamic
nucleus, anterior and lateral hypothalamic areateréstingly, the paraventricular thalamic
nucleus and the lateral hypothalamus areas aneameected to the mPFC [51-53] and have
been involved in different aspects of anxiety [54,50ur data thus provide further link
between this restricted corticolimbic network amtkiaty and strongly suggest that it may
contribute to different forms of pathological artyiancluding those induced by cocaine.

The differential effect of cocaine withdrawal onretheactivity of the dorsal and ventral

subdivisions of the mPFC is relevant in regardh® ¢omplex organization of this structure.
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Anatomical and functional studies have demonstratedorsoventral gradient along the
mPFC, with the dorsal part (that includes the amteingulate and dorsal prelimbic cortices)
primarily interconnected to regions that reportealtiect cognition, and the ventral part (that
includes ventral prelimbic and infralimbic cortigeonnected to autonomic/visceral related
regions [51,53,56]. Consistent with this, multiplees of evidence demonstrated that the
ventral mPFC plays an important role in the gemematf anxiety, based on the fact that focal
lesions or local inactivation of this area haveaariolytic effect in rats [57,58] and reduce the
autonomic [59] and hormonal [60] responses to aenatetional stress. The role of the dorsal
mMPFC in innate anxiety is more controversial sisome studies reported anxiolytic effects
[57,61] while others reported anxiogenic effect®,@3] after its inactivation. This may be due
to its modulatory influence on emotional behaviansl the fact that its involvement may vary
according to the anxiogenic situations the rodenfaced with [64]. In view of our results,
we may hypothesize that the high anxiety level®epke] in cocaine withdrawn rats is linked
to a poor recruitment of dorsal mPFC neurons lgathna decreased control over emotional
and cognitive aspects of anxiety-related behaviors.

Our animal model also allowed us to go further itite cellular analysis of cocaine-induced
alterations in the mPFC without the confoundingtaties commonly encountered in human
studies such as polydrug abuse, premorbid psyahianditions and variable drug history.
Since previous studies have reported the remodealingortical neuron dendrites [13,19],
microischemia [65] and significant modifications astroglial cell number, size and shape
complexity [66] after chronic cocaine treatment, fivet ensured that the decrease in Fos-
expressing cell densities observed in the cocaiitedvawn rats was not confounded by
structural changes in the cortex that could hagtedemodifications in neuronal cell densities.
We next demonstrated that open arm exposure aativatmajority of cortical glutamatergic

pyramidal neurons (65 to 80% of activated neuravisg¢reas the remaining activated cells
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were GABAergic interneurons. This ratio, which cords with the estimated proportion of
these two populations of neurons in various cdriicaas [67], was not affected in cocaine
withdrawn rats. We conclude therefore that cocaeeno preferential action on the reactivity
of glutamatergic or GABAergic cortical neurons itwed in anxiety processing. However,
how these subsets of cingulate and dorsal prelighitamatergic outputs act to shape the
high levels of anxiety observed in cocaine-treatdd is an important question to address in
the future.

Although Fos is considered as a generic markecwteaneuronal activation and/or changes in
cellular signaling [68] its expression might be nfied by previous pharmacological
treatment. It has been shown that chronic cocakpmsire induced the accumulation of
AFo0sB, a highly stable splice variant of FosB whigatively regulates the expression of
Fos [69-71]. Thus, iAFosB is expressed in cortical circuits involvedthe expression or
regulation of anxiety, it could account for theeattated Fos response observed in cocaine
withdrawn rats and for dysregulations of neuronaiction [72] but not necessarily to an
hyporeactivity. Clearly, further investigations areeded to determine whether the altered
dorsal mPFC reactivity, for example, has a causial in the exacerbated anxiety behaviors
observed in cocaine withdrawn rats. Experimentsaafig transient activation or inactivation

of this sparsely distributed neural system wouldiéable to address this issue.

To our knowledge, this is the first study to pravidirect neural correlates for cocaine-
induced disruption in ability to cope with highlynaogenic situations. Our observations
reinforcing the potential importance of the PFQhe negative sequelae of chronic cocaine
exposure is in consonance with previous studiesrtielg neuroadaptations in corticostriatal-
limbic circuits that underlie behavioral and cogmtaspects of cocaine dependence [13,18].

This animal model offers not only the opportunity tdecipher the underlying
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pathophysiological mechanisms of cocaine-inducedietyy but also to develop new

pharmacological tools for its treatment.
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Table 1. Densities of neurons and astroglial celland proportion of Fos-positive cells
expressing vGlutl mRNA or GAD mRNA in the mPFC.Quantification was performed in
infralimbic, prelimbic and anterior cingulate cods of cocaine- and saline-treated rats after
open arm exposure. Data are expressed as mean +xoSHWee rats from each group and
represent the density of labeled cells/namthe percentage of Fos-expressing cells contginin

the mRNAs coding for vGlutl or GAD.

Figure legends

Figure 1. Effects of cocaine withdrawal on anxiety-related beaviors. Behavior was
assessed in the elevated plus-maze (A-C, n = 7ep@n arm (D-F, n = 10-14) and shock-
probe burying tests (G-I, n = 10-14) in cocaineted rats (black bars) compared to saline-
treated rats (white bars). Data are expressed as Me&SEM , p <0.05, **p <0.01 versus

saline-treated rats.

Figure 2. Effects of cocaine withdrawal on depression-relatedehaviors. Behavior was
assessed in the sucrose preference (A, n = 5-6joaced swim tests (B, n = 8-7) in cocaine-
treated rats (black circles or black bars) comp#weshline-treated rats (white circles or white
bars). (A) Evaluation of the preference for 0.5%crese solution during 28 days of
withdrawal. The small graph on the bottom rightwledhe measurement of a preference for
the sucrose solution at different concentrationgaive rats. (B) Measurement of different
behavioral parameters in the forced swim test pewo at 2 days of cocaine withdrawal.

Data are expressed as mean + SEN,28.01, ***p <0.001 versus saline-treated rats.
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Figure 3. Schematic diagrams showing the 18 areas in which Boexpression was
guantified. The diagrams adapted from the atlas of Paxinosvdatson (1998) indicate the
placement of grids for counting Fos-expressingsc@regma 3.2: VO, ventral orbital cortex;
Bregma 2.7: Cg, cingulate cortex; dPrL, dorsal iRreic; vPrL, ventral prelimbic cortex;
cortex; IL, infralimbic cortex; Pir, piriform corke Acb, accumbens nucleus; Bregma -0.26:
LSV, lateral septum nucleus; Bregma -1.88: PVAapantricular thalamic nucleus; PVNp,
parvocellular part of the paraventricular hypothala nucleus; AH, anterior hypothalamic
area; LH, lateral hypothalamic area; Bregma -2.8MCcentral nucleus of the amygdala;
BLA, anterior part of basolateral amygdala; MeA dwa¢ nucleus of the amygdala; Bregma -
5.6: V1M, primary visual cortex; S, subiculum; Breg -7.8: VLPAG: ventrolateral part of

periagueductal gray.

Figure 4. Effect of a 2-day cocaine withdrawal on &s expression in cortical regions after
open arm exposure Cocaine-treated rats (black bars) were compareshline-treated rats
(white bars) under basal conditions (n=5-6) andradt 5-min exposure to the open arm test
(n=7-12). Data are expressed as mean + SEM0:05, **p <0.01 versus the corresponding

group of rats in basal conditiorig. <0.05 versus saline-treated rats placed in tha epa.

Figure 5. Effect of a 2-day cocaine withdrawal on &s expression in subcortical regions
after open arm exposure Cocaine-treated rats (black bars) compared ioestieated rats
(white bars) under basal conditions (n=5-6) andradt 5-min exposure to the open arm test
(n=7612). Data are expressed as mean + SpM0*05, **p <0.01 versus the corresponding

group of rats in basal conditiorig. <0.05 versus saline-treated rats placed in tha epa.
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Figure 6. Photomicrographs showing double labeled cells in #hcingulate cortex.Fos-

GAD mRNA and Fos-vGlutl mRNA expressing cells aféeposure to the open arm are
illustrated on photomicrographs A and B respecyivAirows point to double labeled cells. In
C is illustrated the distribution of GFAP-expresgsicells (in black) and NeuN-expressing-

cells (in brown). Scale bar = 20 um.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Table 1
Infralimbic cortex Prelimbic cortex Anterior Cingulate cortex
Saline Cocaine Saline Cocaine Saline Cocaine
NeuN 2275.11+85.05 2376.12+ 120.38( 2089.38 £ 96.64 221824+ 727 | 1546.26 + 46.61 1927.91 + 50.18
GFAP 72219+ 7775 646.03+62.91 | 607.13+77.89 66825+ 134.46 | 496.23 +60.23 509.4 +32.74
% Fos-GAD | 3546+4.42 28.32+259 31.05+3.20 2522+2.81 3526+ 8.58 36.52+ 6.51
% Fos-
vGlutl 65.56+6.14 66.15+3.66 71.92+5.23 78.69 +3.41 75.79+4.23 79.51 +5.96
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