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Résumé

Ce travail contribue a la mise en évidence d’interrelations entre le systéme neuroendocrinien et le
systéme immunitaire chez un modéle diabétique soumis a un stress chronique cognitif a 1’éther.

Les résultats révelent I’effet de différents traitements sur les métabolismes glucidiques, lipidiques et
sur le systéme de détoxification. En effet, I’administration de la streptozotocine a induit un diabéte, révélé
par une hyperglycémie durable associée a une augmentation significative des triglycérides, du cholestérol
et d’une diminution du glutathion réduit. L’addition du stress montre une altération de la riposte des sujets
diabétiques en comparaison avec les normo-glycémiques, au niveau métabolique et endocrinien.

Mots clés: Streptozotocine, éther, métabolisme, insuline, rat.

Abstract

This work contributes to the describe of interrelationships between the neuro-endocrine system and the
immune system in a diabetic model subjected to a chronic ether stress.

The results reveal an effect of various treatments on the glucid and lipide metabolisms and on the
system of detoxification. Indeed, the administration of streptozotocin induced a diabetes, revealed by a
permanent hyperglycaemia associated to an important increase in triglycerides, cholesterol and a decrease
in the reduced glutathion. The addition of the ether stress shows an alteration in the response of the diabetic
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subjects in comparison with the controls groups, at the metabolic level and endocrine system.
Keywords: Streptozotocin, ether, metabolism, insulin, rat.
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Les composantes physico-chimiques et sociales de I’environnement
exercent une influence sur le développement de I’individu ; depuis
longtemps, on a attribué au stress la morbidité et la mortalité qui affectent
certains élevages [1].

Le stress est défini comme une stimulation ponctuelle agressive ou
non qui déclenche wun ensemble de réponses neuronales,
neuroendocriniennes, métaboliques et comportementales. Ces réponses se
rassemblent dans le syndrome général d’adaptation ou stress qui permet a
un individu d'y faire face.

Lors du stress, I’hypothalamus recoit des stimulations directes du
systetme limbique et des innervations noradrénergiques et répond a ces
stimulations par la sécrétion dans le sang de nombreuses hormones
(ACTH, PRL, TSH ; catécholamines) [2].

Une altération de la coopération ou de la régulation des cellules
immunitaires (SI) a la suite d’un déséquilibre au niveau de tel ou tel axe
neuroendocrinien (SNE) altére le métabolisme.

Des travaux récents ont démontré 1’existence d’interrelations entre ces
deux systemes (SNE, SI) et le métabolisme [3].

A ce titre, plusieurs auteurs ont confirmé la responsabilité du stress
dans I’induction de certaines pathologies somatiques et métaboliques [4].
Parmi ces atteintes engendrées par le stress, figure le diabéte. Le diabéte
juvénile (insulino-dépendant DID ou le diabéte de type I) résulte de la
destruction du potentiel insulino-sécréteur qui serait secondaire a une
réaction auto-immune provoquée par un ou plusieurs agents de
I’environnement (Facteurs toxiques, infections virales) sur un terrain
génétiquement prédisposé [5]. Plusieurs facteurs sont incriminés dans le
déclenchement de la maladie (héréditaire, infectieux et auto-immun) mais
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les facteurs psychologiques en relation avec le stress et les
événements de vie demeurent les plus importants.

De nombreuses recherches expérimentales ont été
orientées vers les complications physiopathologiques
engendrées par le DID mais peu d’entre elles se sont
focalisés  sur les altérations humorales (endocrines,
immunitaires ou métaboliques). A ce titre, Yogev et
Scribner [6,7] ont respectivement montré 1’altération de la
réponse de la prolactine chez des rats diabétiques soumis au
stress éther, et la corticostérone aprés un stress de
contention. Ils ont suggéré que cette altération serait due a
une modification au niveau des structures centrales
responsables du contrdle de ces deux axes endocriniens.
Holstad et al [8] ont montré récemment que
I’administration de la prolactine exerce un effet bénéfique
sur I’hyperglycémie, soit par une action inhibitrice sur les
mécanismes immunologiques auto-immun, soit par
stimulation de la régénération des cellules 3 du pancréas.

En dépit des effets protecteurs de la prolactine dans le
diabete insulino-dépendant, cette hormone semble étre un
puissant marqueur des manifestations de I’organisme vis-a-
vis des contraintes de son milieu extérieur [9]

Afin d’étudier I’impact du stress chronique de
P’environnement sur les réponses métaboliques et
endocriniennes chez le rat male, nous avons choisi
d'effectuer notre travail sur des animaux :

- Diabétiques, aprés  administration d’une molécule
diabétogene la streptozotocine,

- Stressés, aprés exposition aux vapeurs d’éther,
Stressés  diabétiques, aprés  administration
streptozotocine et exposition aux vapeurs d’éther.

de 1la

MATERIELS ET METHODES

Animaux

Notre étude a donc porté sur des rats blancs males
adultes Rattus rattus, de souche Wistar, provenant de
I’Institut Pasteur d’Alger.

Au début de I’expérimentation, le poids moyen des rats
est de 200 + 10 g. Les animaux sont préalablement
acclimatés aux conditions de 1’animalerie (température de
20 a 22°C, hygrométrie de 50% et photopériode naturelle)
pendant un mois.

Ils sont ¢élevés dans des cages (30cm/45cm),
réguliérement nettoyées. Ils recoivent une alimentation a
base d’orge et de mais, 1’eau étant servie ad libitum. Les
animaux sont répartis en quatre lots expérimentaux de 12
animaux chacun (témoin T, stressé S, diabétique D et
diabétique stressé DS) dont 3 sont sacrifiés a 0J, 7], 14] et
a 21jours.

Traitements
Stress a I’éther

L’éther ou I"oxyde d’éthyle est un liquide trés volatile
incolore d’odeur forte et suave. Nous avons utilisé une
enceinte éthérée ou les rats sont exposés a ce stress
quotidiennement a 9 heures, pendant 30 secondes, et ceci
durant toute I’expérimentation (21 jours) [1].
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Streptozotocine

C’est un dérivé du N-nitroso-glucosamine D, isolé a
partir d’une culture de streptomyces achromogenes [10].
Elle induit un diabéte expérimental de type 1 « DID » en
agissant sur les cellules B du pancréas. Transportée par les
mémes transporteurs que ceux du glucose (GluT2) [11], elle
provoque une fragmentation de I’ADN des cellules avec
formation des radicaux libres menant a une réduction des
NAD et des nucléotides au niveau cellulaire, causant une
nécrose rapide des cellules 3 [12].

La streptozotocine [Mo, Sigma Chemical] est injectée
par voie intra péritonéale a raison de 50 mg/kg de poids vif,
a 9 heures ; la solution mere est préparée dans du tampon
citrate a pH=4.5.

Prélévements sanguins

Les prélevements sanguins sont effectués par
décapitation, 10 minutes apres le stress [13]. Le sang est
recueilli dans des tubes héparinés, puis centrifugé et le
plasma obtenu est aliquoté et conservé a une température de
-20°C. Le glucose, le cholestérol et les triglycérides
plasmatiques sont évalués par des méthodes enzymatiques
qui sont respectivement la glucose oxydase [14], la
cholestérol oxydase [15] et le glycérol peroxydase GPO
[16]. L’insuline et la prolactine sont déterminées par une
méthode immunologique ELISA utilisant un kit Boehringer
ES 22 [17]. Le glutathion hépatique a été dosé par une
méthode colorimétrique selon Weckbeker et Coy [18].

Etude histologique

Apres sacrifice, le pancréas est préleve, puis fixé dans
du Bouin aqueux. Aprés inclusion de I’organe dans de la
paraffine, des coupes de 7um sont réalisées au microtome
et colorées par hémalun-éosine.

Analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes
affectées de 1'écart standard [m + sd]. Ils ont été analysés
par le test ANOVA suivi du test de Newman et Keuls pour
la comparaison multiple des moyennes.

RESULTATS
Concentration plasmatique en glucose (Tab. 1)

L’application d’un stress systémique a 1’éther induit
rapidement une augmentation significative de la glycémie
chez les groupes traités non diabétiques et diabétiques.
Ainsi, nous enregistrons en fin d’expérimentation
respectivement chez les stressés (S), les diabétiques (D) et
les diabétiques stressés (DS), une glycémie de 2,17 + 0,28 ;
2,51+ 0,16 et 3, 19+ 0,11 g/l vs 0,65+ 0,28 chez les
témoins. Nous remarquons, en outre, que 1’hyperglycémie
est plus marquée chez les DS.

Insuline plasmatique (Fig. 1)

Le traitement des rats par la streptozotocine affecte
particuliérement la sécrétion d’insuline chez les animaux
soumis ou non au stress. En effet, a J7, les taux d’insuline
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JO 17 J14 721 chez les D et chez les DS sont de 10,2 +
T 0,65 + 0,28 0,67 + 0,25 0,64 + 0,26 0,65 + 0,28 1,6 et 12,4 £ 1,8. Une diminution des
S 0,62+ 0,25 1,11+ 0,30% 2,37+ 0,40%* 2,17 +0,28 taux de I’hormone est observée a J14 et
D 0.64 +0.26 1.26 + 0.26* 2.42 + (0.30** 2.51 + 0.16%* s’accentue en fin d’expérimentation. En
DS 0265 i0:26 1:12i0:31* 2:76i0:24** 3,’18 iO,’ll**a effet, la concentration plasmatique en

Tableau 1: Variations de la concentration plasmatique en glucose (g/l) chez le rat
témoin et traité par la streptozotocine a 50 mg/kg poids vif au cours d’un stress

chronique a I’éther.

Valeurs exprimées en moyennes * écart type.

*et **: S, D, DS, vs T respectivement P < 0,05 et P <0,01.
a:Svs DSP<0,05.

insuline atteint & J21, 6,3 pUl/ml chez les
D et 6,50U/ml chez les DS.
L’hyperglycémie et I’insulino-déficience
enregistrées chez les lots traités par la
streptozotocine va de pair avec
I’altération de la structure microscopique
des ilots pancréatiques (Planche 1).

- — 6“1 o — 3~T1 = — ;Ij_‘z - = 172+12 - Concentration plasmatique en

S 652432 98,9 + 4,3* 67,5+2.6 59.4+2.4 c#okl’eztetrzl et triglycerides

D 60,1 +5,3 90,5 + 3,4* 97,2 +3,3* 102,3 + 4,9% (Tab. 2 et 3)

DS 61,1+29 89,3 +3,1* 115,7 £4,2*a 110 £ 4,4*a L’évaluation du taux de choles-

Tableau 2: Variations de la concentration plasmatique en cholestérol (mg/dl) chez le
rat témoin et traité par la streptozotocine a 50 mg/kg poids vif au cours d’un stress

chronique a I’éther.

Valeurs exprimées en moyennes * écart type.
*S,D,DS, vs T P<0,05.
a:SvsDSP<0,05.

térolémie indique que 1’exposition des
rats au stress engendre une augmentation
significative de ce parametre a J7 ( 98, 9
+ 4,3 chez les S vs 66, 3 + 3,7 chez les T).
Au-dela de cette période, a J14 et J21, les
taux redeviennent comparables a ceux des
témoins. En revanche, chez les D et les

10 17 114 21 DS, nous notons une augmentation
T 50,6 +3.6 527+4.1 488 +22 508 +3.1 progressive de la cholestérolémie, et
S 432422 69,7 +2,3% 54,1 + 4,2%* 52,6 +33 I’analyse statistique se révéle significative
D 51,5+ 13 78,9 +3,4% 119,7 +3,3%* 125,3 +4,5%* en fin d’expérimentation (102,3 + 4.9
DS 46,7+22 71,7 +2,6* 132,8 + 3,1**a 137,1 +3,5%*a chez les D ; 110 £ 4,4 mg/dl chez les DS

Tableau 3: Variations de la concentration plasmatique des triglycérides (mg/dl) chez
le rat témoin et traité par la streptozotocine a 50 mg/kg poids vif au cours d’un stress

chronique a I’éther.
Valeurs exprimées en moyennes + écart type.

*et **: S, D, DS, vs T respectivement P < 0,05 et P <0,01.
a:SvsDSP<0,05.
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Figure 1: Variations de la concentration plasmatique en insuline
(nUI/ml) chez le rat témoin et traité par la streptozotocine a 50
mg/kg poids vif au cours d’un stress chronique a 1’éther.(S, D, DS
vs T; P<0,01).
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vs 63,1 = 2,5 chez les T). De méme, nos
résultats indiquent une augmentation
significative des triglycérides chez les
animaux stressés, au J7 seulement (69,7 £
2,3 chez les S vs 52,7 £ 1,3 mg/dl) alors
que chez les diabétiques et durant les trois
périodes de D’expérimentation, nous enregistrons des
valeurs statistiquement supérieures a celle des témoins
(125,3 £ 4,5 chez les D; 137,5 + 3,5 mg/dl chez les DS vs
50,8 + 1,4 chez les T).

Teneur en glutathion hépatique (Tab.4)

L’administration de la streptozotocine fait augmenter le
taux de glutathion hépatique chez les D et DS au cours de
la 1° semaine seulement. En effet, a J7 nous enregistrons
50,9 £ 2,2 chez les D et 47,3 £+ 1,2 nmol/mg chez les DS vs
40,6 = 1,9 chez les T. Entre le 14 le 21°™ ], nous assistons a
une diminution significative du taux de 1’hormone puisque
au 21°™], elle est de 26,3 + 1,1 chez les D et 24,5 £ 2,2
chez les DS vs 38,2 + 1,4 nmol/mg chez les T.

Concentration plasmatique en prolactine (Fig.2)

Pendant toutes les périodes de I’expérimentation, la
concentration de la prolactine est sensiblement plus faible
chez les D que chez les T. En fin d’expérimentation, elle est
de 5,68 £1,31 ng/ml vs 10,12+ 1,98 ng/ml chez les T
(P<0,01).

L’application du stress a [1’éther provoque une
augmentation trés significative de la prolactine, notamment
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Planche 1: Coupes histologiques de pancréas de rat témoin et diabétique (coloration hémalun éosine)

A : vue générale de pancréas de rat témoin montrant un ilot (I) et les acini du tissu exocrine 132X.

B : vue détaillé montrant un flot endocrine, cellules § au centre(étoile) et o a la périphérie (fleche) 270X.

C : coupe de pancréas de rat diabétique, montrant un ilot en voie de dégénérescence (fleche) 270X.

D : vue détaillé de I’1lot, montrant une infiltration de globules blanc mononucléaires (noyau coloré en noir, fléche) 540X.
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Figure 2: Variations de la concentration plasmatique en prolactine
(ng/ml) chez le rat témoin et traité par la streptozotocine a 50
mg/kg poids vif au cours d’un stress chronique a 1’éther.(S, D, DS
vs T; P<0,01 et Svs DS ; P<0,01).
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17 J14 121
T 40,6 £ 1,94 39,3+1,6 382114
S 42,1125 38,6+£2,4 36,2+ 1,6
D 50,9 +2,2% 356+ 1,6 26,3 £1,1*
DS 47,3 +1,2* 34,1+1,3 24,5 £2,2*

Tableau 4: Variations de la teneur du glutathion hépatique
nmol/mg protéine chez le rat témoin et traité par la streptozotocine
a 50 mg/kg poids vif au cours d’un stress chronique a I’éther.
Valeurs exprimées en moyennes + écart type .

*D,DS,vs T P<0,05.

a la fin de la premiére semaine. Ainsi, nous relevons 31,8 =
3,1 ng/ml chez les S et 16, 8 £ 2,6 ng/ml chez les DS vs 8,7 +
1,5 ng/ml chez lest (P< 0,01). Par ailleurs, si ’on compare
les deux groupes de stressés, nous notons que
I’hyperprolactinémie est majorée chez les rats normo-
glycémiques (S) par rapport aux diabétiques (DS) (P< 0,01).

DISCUSSION

A ce jour, peu d’informations sont données sur la
responsabilité des états de stress dans I’induction de
certaines altérations métaboliques conduisant a des
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pathologies redoutables, telles que les maladies
cardiovasculaires comme [’athérosclérose et le diabéte
insulino-dépendant ou de type 1. De ce fait, et dans le but de
mieux comprendre les différents mécanismes par lesquels le
stress peut affecter le métabolisme glucidique et lipidique,
nous avons choisi le Rat de laboratoire connu par son
aptitude a développer un diabéte expérimental de type I,
offrant donc un modele de choix pour [I’étude
expérimentale du diabete.

Les résultats obtenus montrent que les traitements
utilisés, en D’occurrence la streptozotocine et le stress
systémique a 1’éther, provoquent d’une part, un déséquilibre
métabolique (métabolisme glucidique et lipidique) et,
d’autre part, une altération du systéme de détoxification au
niveau hépatique, révélée par une déplétion importante du
taux de glutathion réduit (GSH) qui s’installe trois semaines
apres le traitement diabétogene.

Par ailleurs, nous avons noté que les rats normo-
glycémiques ripostent mieux au stress et ont tendance a
équilibrer leur homéostasie (rétablissement des taux de
glucose, cholestérol, triglycérides et insuline) par rapport
aux rats diabétiques.

Le stress peut potentiellement participer au
développement d'une hyperglycémie par la mise en jeu du
systtme sympathique, par 1’activation de la fonction
corticotrope, par la sécrétion d'hormone de croissance avec
I’augmentation de la production hépatique de glucose et la
diminution de sa clairance périphérique et par la libération
d'endorphines inhibant la sécrétion d'insuline [4].

La responsabilité¢ des émotions dans la survenue du
diabéte a déja été évoquée des 1679 par Willis [19]. Chez
I’animal, des études ont mis en évidence une action
hyperglycémiante des catécholamines libérées suite a des
facteurs de stress expérimentaux: "réponse de combat" [19,
20]. Chez le "BB Wistar rat", animal connu pour
développer une insulite auto-immune au bout de quelques
mois, Surwit et al. ont démontré qu'un stress expérimental
permet de raccourcir le délai de survenue de la maladie [4].
Des éveénements de vie, qualifiés de stressants (déces,
chomage chez I'adulte), sont rapportés en plus grand
nombre que chez des populations témoins dans les trois
années précédant le début de la maladie [21-23] pour
I'adulte ou chez des enfants diabétiques au cours des deux
premicres années de la vie [24].

A la lumiére de ces résultats, le stress peut avoir soit un
role précipitant dans le déclenchement du diabéte [21-23]
soit une interaction plus directe de type psycho-
immunologique dans I'étiopathogénie du DID [25].

Les études expérimentales ont montré, chez des rats
ayant un diabéte chimiquement induit ou chez des
diabétiques adultes et juvéniles, que le stress entraine un
déséquilibre métabolique important, une hyperglycémie,
l'augmentation du cholestérol et de la concentration
plasmatique des triglycérides [26-28]. Shimazu [29] a
rapporté que la stimulation électrique de la région ventro-
médiane de I’hypothalamus augmente la lipolyse dans le
tissu adipeux par stimulation du systéme nerveux
sympathique. Les catécholamines peuvent stimuler la
lipolyse par ’activation de la triglycérol-lipase, enzyme qui
scinde les triglycérides en acides grace et glycérol. Les
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processus cellulaires font intervenir l’interaction des
catécholamines avec les récepteurs 3-adrénergiques par une
activation de I’adénylate-cyclase et la phosphorylation de la
lipase inactive [30]. Le traitement chronique par la
prazocine (un antagoniste des récepteurs o-adrénergiques)
réduit les niveaux des triglycérides plasmatiques, tandis que
le propanolol (un antagoniste des récepteurs
Badrénergiques) augmente les niveaux de triglycérides
hépatiques [31]. Par ailleurs, I’étude de Thierry [32] a
montré que I’insuline inhibe la triglycéride-lipase,
responsable de la lipolyse et stimule donc la lipogénése [33].

Nos résultats montrent une déplétion de la concentration
de la prolactine plasmatique apres induction du diabéte et
une hyperprolactinémie chez les lots stressés a 1’éther. Dans
ce contexte, de nombreux travaux ont révélé que le stress a
1’éther augmente le taux des endorphines et de la prolactine
le matin, et entraine une diminution de ces derniers, le soir,
par arrét de la sécrétion centrale de la B-endorphine [34].
Ceci suggere que la B endorphine est un élément clé dans la
régulation de la sécrétion de la prolactine au cours du stress.

Par ailleurs, chez le rat diabétique, le blocage du
systétme opioide endogéne (SOE) par la naloxone ou la
sensibilisation des récepteurs opiacés par la morphine
(agoniste du SOE) n’entraine aucun effet sur la
concentration plasmatique de la prolactine. Ceci serait di a
l'altération de la biosynthése ou du mode d’action du SOE
qui est associ¢ a l’insulinopénie chronique [6]. De plus,
Ratner et al. [35] ont remarqué que I’insulino-déficience
peut affecter la réponse de la prolactine et de la
corticostérone au cours d’un stress de contention chez le rat
Wistar. Ces résultats montrent que la diminution de la

sécrétion de la prolactine et d’autres hormones
hypophysaires ~ hyperglycémiantes  telles que la
somatotrophine (GH), la thyréostimuline (TSH), Ila

corticotrophine (ACTH) chez le rat diadétique pourrait étre
une forme d’adaptation de ce modele a I’hyperglycémie
chronique d’une part, et que, d’autre part, I’altération de la
réponse de ces hormones au stress cognitif est une
conséquence des changements de la sensibilit¢ des
composants neuronaux du systéme neuroendocrinien a la
stimulation et/ou a I’inhibition.

CONCLUSION

Notre étude a consisté a étayer un schéma
multidirectionnel mettant en évidence les interactions
psycho-neuro-immunologiques et leur impact sur la
régulation de ’homéostasie de I’organisme, en 1’occurrence
le métabolisme glucidique et lipidique.

L’¢tude du stress dans le diabete insulino-dépendant
s’intégre  naturellement dans une perspective de
psychologie de la santé. Ainsi, on ne peut affirmer, en
I’absence de larges études prospectives, que le stress et des
événements de vie dits négatifs aient un role dans la
survenue de la maladie.

A partir de nos résultats, nous pouvons conclure que :

1/ Le stress non cognitif diabétogeéne (STZ] et cognitif
(éther) alterent le métabolisme glucidique et lipidique.

2/ Le stress a I’éther est un facteur activateur des
structures centrales (noyaux hypothalamiques) responsables
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du contréle de la sécrétion de la prolactine impliquée dans
la régulation du métabolisme. Ces structures seraient
probablement altérées apres installation du diabéte.
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