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|. Bases Théoriques



1. Introduction

Le terme « alcool » désigne une famille de molécules parmi lesquelles se trouve 1’éthanol
(ou alcool éthylique), présent dans les boissons alcoolisées. Il s’agit d’une molécule simple,
psychoactive et produite a partir de la fermentation des sucres. Dans le langage courant,
I’appellation « alcool » est majoritaire et fait donc référence a 1’éthanol. Son caractére légal
ainsi que son utilisation récréative socialement acceptée en fait une substance largement
accessible dans la plupart des pays. L’alcool est d’ailleurs le psychotrope le plus consommé

au monde apreés la caféine (Meyer & Quenzer, 2005).

L’intoxication aigué d’alcool augmente le risque de blessures par accident ou agression.
Sa consommation chronique entraine un certain nombre de pathologies physiques (différentes
formes de cancers, maladies hépatiques et pancréatiques, troubles cognitifs) et psychologiques
(abus et dépendance), aux conséquences sociale et familiale importantes. Le cout socio-
¢économique associé¢ a I’abus d’alcool et 1’alcoolisme est énorme et la recherche scientifique

s’intéresse depuis de nombreuses années a ses effets, sur le comportement notamment.

Malgré une recherche importante dans le domaine, les mécanismes
psychopharmacologiques de ’alcool ne sont que partiellement compris. C’est le cas entre
autres du role de ’acétaldéhyde, premier métabolite de 1’éthanol. Ce métabolite actif a été
impliqué dans certains effets de 1’alcool (Quertemont et al., 2005b). Toutefois, le domaine
reste controversé. Alors que certains chercheurs rejettent 1’idée d’une implication de
I’acétaldéhyde dans les effets de son précurseur, d’autres défendent 1’idée qu’il en soit le
médiateur, reléguant 1’éthanol au statut de pro-drogue. Comme nous le verrons, il est fort

probable que la réalité se situe entre ces deux extrémes.

Ce travail aura pour objectif d’étudier le réle potentiel de I’acétaldéhyde dans les effets

hypothermiques, sédatifs et aversifs de I’éthanol.

La premiére partie abordera le métabolisme de 1’éthanol et de 1’acétaldéhyde ainsi qu’une
breve revue de la littérature concernant I’implication de I’acétaldéhyde dans les effets qui

nous intéressent dans le cadre de ce travail.

La deuxieme partie détaillera la méthodologie utilisée : sujets, substances, matériel et

procédures expérimentales. Les analyses statistiques seront egalement présentees.



Nous aborderons dans la troisiéme partie les résultats des expériences, illustrés a 1’aide de

graphiques.

Enfin, ces résultats seront interprétés et discutés a la lumiére des données disponibles dans
la littérature scientifique.



2. Métabolisme de I’éthanol et de ’acétaldéhyde

L’¢éthanol est principalement éliminé par dégradation métabolique (environ 90% de 1’alcool
ingéré), le reste étant excrété sous forme inchangée par I’air expiré, les urines et la sueur
(Lands, 1998).

La métabolisation de 1’éthanol se déroule en deux étapes. Il est d’abord métabolisé en
acétaldehyde via plusieurs systemes enzymatiques et non-enzymatiques d’oxydation.
L’acétaldéhyde est ensuite métabolisé en acétate (ou acide acétique) par différents systémes

enzymatiques d’oxydation (voir Figure 1.).

2.1. Métabolisation de 1’éthanol

La majeure partie du métabolisme de 1’éthanol a lieu dans le foie. L’oxydation de 1’éthanol
en acétaldéhyde s’effectue principalement selon trois voies enzymatiques: 1’alcool
déshydrogénase (ADH), le systéme microsomal d’oxydation de 1’éthanol (MEOS), faisant
intervenir le cytochrome P450-2E1 (CYP2EL) et la catalase.

L’acétaldéhyde peut aussi étre formé par une voie radicalaire, résultant de la réaction de

I’éthanol avec des radicaux hydroxyles (-OH), générés lors du métabolisme de 1’éthanol.

L’¢éthanol peut également former de 1’éthyle ester d’acide gras par une voie enzymatique
non-oxydative (Lieber, 1997). Cette réaction s’observe surtout au niveau des tissus ou
d’organes dépourvus de propriétés oxydatives de 1’éthanol, comme le cceur (Beckmeier &
Bora, 1998).

Enfin, a noter que deux autres métabolites de 1’éthanol ont été identifiés: 1’éthyle
glucuronide et le phosphatidyléthanol, également formés par voie non-oxydative (Aradottir et
al., 2004 ; Wurst et al., 2003).

Nous allons décrire de maniére plus détaillée les trois systémes oxydatifs de I’éthanol, ainsi
que certains polymorphismes génétiques, parfois associés a differents types de

consommation.
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Figure 1. Principales voies métaboliques de 1’éthanol et de 1’acétaldéhyde.

2.1.1.  L’alcool déshydrogénase (ADH)

Il s’agit d’une enzyme cytosolique, représentant la voie principale du métabolisme de
I’éthanol dans le foie et utilisant le nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD) comme

cofacteur (Quertemont, 2004).

Six classes d’ADH ont été identifiées chez les mammiferes et catégorisées selon leurs
séquences d’alignement des acides aminés, leurs propriétés catalytiques et leurs modes
d’expression genique (Duester et al., 1999 ; Jornvall et al., 1997). Chez I’homme, seules les
classes I, II, 1, IV et V ont été décrites méme si, dans des conditions physiologiques
normales, les classes I, 1l et IV semblent étre les isoformes les plus impliquées dans le

métabolisme de I’éthanol (Quertemont, 2004). Chez la souris, seules les classes I, II, 11 et IV



ont été rapportées. Enfin, la classe VI a seulement été observée chez le rat et la souris

sylvestre (ou « souris du soir ») (H60g & Brandt, 1995).

Les enzymes de la classe | sont les plus impliquées dans le métabolisme hepatique de

I’éthanol. Elles se trouvent principalement dans le foie et possédent une forte affinité pour
1’éthanol (Km ou constante de Michaelis* < 5mM). Elles jouent donc un réle majeur dans son
métabolisme. Il existe plusieurs variants génétiques : ADH1A, ADH1B et ADHI1C dont les
enzymes différent quant a leur efficacité oxydative (Duester et al., 1999). Chez ’homme ont
été identifiés des polymorphismes génétiques, avec trois all¢les pour ’ADHI1B : ADH1B*1,
ADH1B*2 et ADH1B*3 et deux all¢les pour ’ADHI1C : ADH1C*1 et ADH1C*2.

Les enzymes ADH1B2, ADH1B3 et ADH1C1 possedent une activité enzymatique plus
importante (Edenberg, 2000), ce qui suggere une oxydation de I’éthanol en acétaldéhyde plus
rapide.

La fréquence des alléles codant pour I’ADH de la classe I différe selon les ethnies et
différentes études ont pu établir certains liens entre ces polymorphismes et les habitudes de
consommation (pour revue, voir Quertemont, 2004). Dans la plupart des populations, 1’all¢ele
ADH1B*1 est prédominant, alors que I’ADH1B*2 est le plus courant chez les Asiatiques. Par
ailleurs, les Caucasiens partagent a fréquence égale les alleles ADH1C*1 et ADH1C*2 alors
que I’ADH1C*1 prédomine chez les Asiatiques. Cette population est d’ailleurs connue pour sa
moindre susceptibilité a ’abus d’alcool et I’alcoolisme. Comme mentionné plus haut, 1’allele
ADH1B*2 code pour une enzyme trés active et est associé a une diminution du risque de
consommation excessive d’alcool. Le fait que ’ADH1B*2 soit « protecteur » contre 1’abus
d’alcool et I’alcoolisme s’observe dans toutes les ethnies pour lesquelles cet allele est
prévalent. Selon certains, cette « protection » serait due aux effets désagréables associés a

I’accumulation systémique d’acétaldéhyde aprés une consommation d’alcool (Yin, 1994).

Les ADHs de la classe Il possedent une affinité moindre pour 1’éthanol par rapport aux
ADHL1. Par conséquent, elles jouent un réle moins important dans son métabolisme. Chez les

rongeurs, ces enzymes possedent une faible efficacité oxydative de I’éthanol (H66g et al.,
2001).

! Constante de Michaelis : représente la concentration de substrat & laquelle la vitesse de réaction enzymatique
est a la moitié de sa vitesse maximale et se mesure en millimole (mmol). Une enzyme possédant un Km faible

pour un substrat possede une affinité forte pour celui-ci.



Les enzymes de la classe 111 ont été détectés dans tous les tissus, y compris le cerveau. Elles
représenteraient les « ancétres » de I’ADH. Elles possédent un Km élevé pour 1’éthanol, d’ou
une faible affinité pour ce dernier. Elles pourraient néanmoins participer au métabolisme de
premier passage digestif’ (Lee et al., 2003) et expliquer les différences entre hommes et
femmes a ce niveau, ces dernieres possédant une activité ADH3 plus faible (Baraona et al.,
2001).

Les enzymes de la classe IV montrent également une faible affinité pour 1’éthanol

(Quertemont, 2004) mais contribueraient aussi au métabolisme de premier passage digestif.

Les enzymes de la classe V, présentes chez I’homme, et la classe VI chez le rat sont encore
mal caractérisées. Chez I’homme, I’ARNmessager a été identifi¢ dans le foie et ’estomac
mais la protéine n’a pas été purifiée. Leurs propriétés ainsi que leurs implications dans le

métabolisme de ’éthanol restent a déterminer.

2.1.2.  Le systéme microsomal d’oxydation de 1’éthanol (MEOS)

Bien que I’alcool déshydrogénase constitue la voie d’oxydation principale de 1’éthanol,
d’autres systémes oxydatifs ont été identifiés, comme le systéme microsomal d’oxydation de
I’éthanol, faisant principalement intervenir le cytochrome P450-2E1 (CYP2E1) (Lieber &
Decarli, 1968).

Le CYP2EL1 se retrouve dans le foie mais aussi dans les tissus extra-hépatiques (poumons,
cesophage, intestin, cerveau, lymphocytes). Ces enzymes membranaires sont localisées dans le
réticulum endoplasmique lisse et utilisent le nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate
(NADPH) et I’oxygene (O,) comme cofacteurs. Dans le foie, ce systéme est responsable du
métabolisme de 1’éthanol n’étant pas pris en charge par la voie de I’ADH (Lieber, 1997).
Néanmoins, le CYP2E1 posséde une efficacité catalytique faible (Km de 10 mM) et n’est

donc responsable que d’une faible partie du métabolisme total (Quertemont, 2004).

? Une métabolisation peut se produire lors de I’absorption intestinale
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Contrairement a I’ADH, cette enzyme est inductible par 1’éthanol. Cette induction
s’observe a la suite de I’administration d’une dose forte d’éthanol (4 g/kg chez le rat)
(Petersen et al., 1982), ou au cours d’une alcoolisation chronique (Roberts et al., 1994),
induisant dans les deux cas une augmentation de I’activité du cytochrome. En favorisant ainsi
la dégradation de 1’éthanol, I’inductibilit¢ du CYP2EL participe fortement a la tolérance
métabolique a 1’éthanol (Lieber, 1999). Différentes études indiquent que cette voie participe a
la formation d’acétaldéhyde dans le cerveau (Yadav et al., 2006 ; Zitmakin et al., 2006).

Néanmoins, la catalase constitue la voie oxydative cérébrale principale de 1’éthanol.

Les études montrent que dans le cerveau, la catalase participe environ a 50-70% de
I’acétaldéhyde formé et 20 a 30% pour le CYP2E1 (Zitmakin, 2006). Le CYP2E1 joue donc
un rdle moins important et constituerait notamment une source de peroxyde d’hydrogéne
(Vasiliou et al., 2006). Toutefois, a I’instar du CYP2E1 hépatique, celui-ci est aussi inductible
dans le cerveau par une administration chronique d’éthanol (Anandatheerthavarada et al.,
1993). Une des conséquences notables de ce mécanisme est 1’augmentation des
concentrations d’acétaldéhyde ; conséquence importante lorsque nous traiterons des effets

centraux du métabolite.

Certains polymorphismes genétiques ont été décrits chez 1’lhomme (Hu et al., 1997), mais
leurs effets sur la susceptibilité a développer un alcoolisme restent controversés. Rares sont
les études établissant un lien entre ces variants génétiques et des types de consommation

particuliers.

2.1.3. La catalase

Cette enzyme est localisée au niveau des peroxysomes (Oshino et al., 1973) et constitue la

troisieme voie enzymatique d’oxydation de 1’éthanol en acétaldéhyde.

Cette réaction est dépendante du peroxyde d’hydrogeéne (H.O,). Dans des conditions
physiologiques normales, la présence de peroxyde d’hydrogeéne étant limitée, la catalase ne

joue qu’un réle mineur dans le métabolisme de 1’éthanol (Lieber, 1999). Sa contribution

11



s’accroit néanmoins lorsque la quantité de peroxyde d’hydrogéne augmente (Handler &
Thurman, 1985).

Alors qu’elle représente une voie enzymatique hépatique mineure, elle constitue la voie
dominante du métabolisme cérébral de 1’éthanol (Jamal et al., 2007 ; Zitmakin, 2006). En
effet, dans le cerveau, I’ADH ne semble pas physiologiquement active (Zimatkin & Deitrich
1997) et le CYP2E1 ne participe que dans une moindre mesure (Zakhari, 2006). A noter que
d’autres processus du métabolisme de 1’éthanol dans le cerveau restent a identifier.

A la fin des années 70, on pensait qu’il n’existait pas dans le cerveau de systéme
d’oxydation de I’éthanol, et que par conséquent, les concentrations d’acétaldéhyde étaient trop
faibles pour diffuser dans le cerveau, dont la microvascularité contient de surcroit de
I’aldéhyde déshydrogénase (métabolisant 1’acétaldéhyde en acétate). Dans cette perspective,
I’acétaldéhyde ne pouvait pas induire d’effets neuropharmacologiques et comportementaux

significatifs.

La découverte de ces propriétés d’oxydation de I’éthanol dans le cerveau a légitimé 1’étude

du role de I’acétaldéhyde dans les effets centraux de 1’éthanol.

Un certain nombre de preuves indique que des quantités significatives d’acétaldéhyde sont
formées dans le cerveau aprés administration d’alcool (Aragon et al., 1991b ; Jamal et al.,
2007 ; Zimatkin & Deitrich, 1997 ; Zimatkin et al., 1998) et que le métabolite participe a
certains effets comportementaux de éthanol (Quertemont et al., 2005a; Quertemont et al.,
2005b).

12



2.2. Métabolisation de 1’acétaldéhyde

L’acétaldéhyde, métabolite de I’éthanol, est principalement produit dans le foie par 1’alcool
déshydrogénase. Il est rapidement métabolisé en acétate via trois systémes enzymatiques :
I’aldéhyde déshydrogénase (ALDH), le systéme microsomal d’oxydation de 1’acétaldéhyde et
I’aldéhyde oxydase. L’acétate peut ensuite étre incorporé dans le cycle de Krebs sous forme

d’acétyle coenzyme A, pouvant étre oxydée en dioxyde de carbone (CO,) et en eau (H,O).

L’acétaldéhyde est une substance tres réactive et peut former des adduits en réagissant avec
un certain nombre de molécules. Ces produits peuvent alors exercer différents effets. Par
exemple, les adduits issus de la réaction de 1’acétaldéhyde avec certaines catécholamines

semblent impliqués dans les effets renforcants (Quertemont & Didone, 2006).

Représentant la voie enzymatique principale oxydant 1’acétaldéhyde en acétate, nous

décrirons plus en détails I’aldéhyde déshydrogénase.

2.2.1. L’aldéhyde déshydrogénase (ALDH)

Comme I’ADH, cette enzyme utilise le NAD comme cofacteur (Quertemont, 2004). Elle
est localisée dans le cytosol et les mitochondries des hépatocytes, mais se retrouve aussi dans
la microvascularité du cerveau (Zimatkin, 1991). Chez I’homme, cette famille d’enzymes se
divise en neuf classes majeures (Vasiliou et al., 1999), chaque classe comprenant une ou
plusieurs isoformes. Toutefois, seules certaines d’entre elles semblent étre responsables de
maniére significative du métabolisme de ’acétaldéhyde ; les autres prenant en charge la
métabolisation d’autres substrats. Les trois enzymes les plus importantes sont I’ALDH1A1,
I’ALDHI1BI1 et ’ADLH2 (Vasiliou & Pappa, 2000).

L’ALDHI1AL1, cytosolique, possede une affinité plutdt élevée pour I’acétaldéhyde (Vasiliou
et al.,, 2004) chez I’homme et le rongeur. L’ALDHI1BI est mitochondriale, posséde un Km
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faible et semble donc jouer un réle important. Elle a été localisée au niveau du foie, du cceur

et des reins notamment (Vasiliou et al., 2000)

L’ALDH?2 est mitochondriale et montre une affinité trés importante pour 1’acétaldéhyde
(Km <Ium). Elle est en effet responsable de la majeure partie de l’oxydation de
I’acétaldéhyde en acétate. Elle est tres présente dans le foie et I’estomac mais aussi dans

d’autres tissus comme le cerveau (Yoshida et al., 1998).

Un polymorphisme génétique a principalement été¢ mis en évidence pour ’ALDH?2 : I’all¢le
ALDH2*1 code pour une enzyme tres active, présent chez tous les Caucasiens, alors que
I’ALDH2*2 code pour une enzyme inactive et se retrouve chez 50% des Asiatiques (Goedde
et al., 1992). Chez ces derniers, la consommation d’alcool induit une accumulation
d’acétaldéhyde, associée a un afflux de sang (« flush ») facial et des signes d’intolérance a
I’alcool (maux de téte, hypotension, tachycardie et nausée notamment). Ces symptémes sont
semblables a ceux observés apres 1’administration de disulfirame (inhibiteur de I’ALDH) chez
les patients alcooliques. Ces effets périphériques provoquent une aversion pour 1’alcool chez
les porteurs de I’ALDH2*2, les protégeant contre 1’abus d’alcool et 1’alcoolisme (Harada et
al., 1982).

2.2.2. Systéme microsomal d’oxvydation de I’acétaldehyde (MAQOS)

Le systéme microsomal d’oxydation intervient également dans I’oxydation hépatique de
I’acétaldéhyde en acétate chez ’homme et le rat (Kunitoh et al., 1996). Les cytochromes P-
450 sont aussi impliqués, le CYP2El notamment. A I’instar du MEOS, le MAOS est

inductible par un traitement chronique d’alcool.
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3. Principales stratégies utilisées pour étudier le role de ’acétaldéhyde

dans les effets neurocomportementaux de I’éthanol

3.1. L’administration aigué d’acétaldéhvyde

Si I’acétaldéhyde participe aux effets comportementaux de 1’éthanol, il doit pouvoir exercer
en soi des effets similaires & ceux de son précurseur. Etant donné son importante toxicité, la
plupart des études utilisant 1’administration directe d’acétaldéhyde sont réalisées sur les
animaux de laboratoires, principalement les rongeurs. Les effets de 1’administration aigué
d’acétaldéhyde peuvent étre étudiés via différentes voies : intrapéritonéale, intraveineuse et

intracérébrale.

Toutefois, en ce qui concerne les injections périphériques, la question des concentrations
cérébrales d’acétaldéhyde fut I’objet de controverses pendant plusieurs années. Etant donné sa
rapide oxydation dans le foie par ’ALDH, ainsi que la présence de cette derniére dans les
capillaires cérébraux, 1’acétaldéhyde systémique n’atteint que difficilement le cerveau apres
I’administration d’alcool (Eriksson, 1977). La participation du métabolite aux effets centraux
de I’éthanol semble donc étre limitée a la formation locale d’acétaldéhyde via les systémes
catalase/H,0, et CYP2E1 (Zitmakin, 2006).

Néanmoins, des doses suffisantes injectées en périphérie peuvent conduire a la saturation
de ’ALDH cérébrale et permettre au métabolite de traverser la barriére hémato-encéphalique

(Quertemont & Tambour, 2004), légitimant la stratégie.

3.2. La manipulation des systemes enzymatiques impliqués dans le métabolisme de

I’éthanol

- A l’aide d’outils pharmacologiques

La plupart des études investiguant le rdle de I’acétaldéhyde dans les effets
comportementaux de [’éthanol utilisent des substances pouvant moduler Dactivité

enzymatique impliquée dans le métabolisme de 1’éthanol et de 1’acétaldéhyde. L’objectif est
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d’altérer les concentrations cérébrales et/ou périphériques d’acétaldéhyde apres
I’administration d’alcool et d’en évaluer les conséquences (Quertemont et al., 2005b). Si
I’acétaldéhyde participe a un effet donné de 1’éthanol, alors 1’augmentation ou la diminution

des concentrations du métabolite devraient augmenter ou réduire 1’effet en question.

Plusieurs substances sont utilisées pour modifier le métabolisme de 1’éthanol et de
I’acétaldéhyde (voir figure 2.). Néanmoins, il est important de garder a 1’esprit que la plupart
de ces substances manque de spécificité et exerce des fonctions externes au métabolisme de
1’éthanol (Quertemont et al., 2005Db).

3-amino-1,2,4-triazole
Cyanamide
Lead acetate en chronique

\

i

[ Lead acetate en aigué ]

/[ 4-Méthyl-pyrazole ]

Alcool
déshydrogénase

Acétaldéhyde

Disulfirame
Cyanamide

Aldéhyde
déshydrogénase

Figure 2. Principales substances utilisées pour moduler I’activité enzymatique des voies mentionnées
(Quertemont et al., 2005b). Les substances encadrées en rouge inhibent I’activité des voies désignées.
Les substances encadrées en vert les potentialisent.
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- A l’aide d’outils issus des méthodes de la thérapie génique

Cette stratégie est la plus récente et n’est que trés peu utilisée dans ce domaine. La méthode
consiste a faire pénétrer la nouvelle information génétique dans 1'organisme de 1’individu.
L'utilisation de virus modifiés pour transporter un gene thérapeutique repose sur le constat
d'efficacité des virus pour transférer leur propre matériel génétique dans les cellules. Pour

produire des vecteurs viraux, on utilise des virus modifiés génétiqguement, dits « Sécurises ».

Les vecteurs lentiviraux, dérivés d'un virus humain mais totalement sécurisés, peuvent
incorporer de fagon permanente les génes qu’ils portent dans le génome des cellules-cibles
(Hu & Pathak, 2000), notamment les neurones. Par exemple, Karahanian et ses collaborateurs
en 2011 ont injecté des vecteurs lentiviraux dans ’aire tegmentale ventrale® (ATV) de rats
sélectionnés pour leur préférence pour 1’alcool. Ces vecteurs lentiviraux empéchaient la
synthese de la catalase ou stimulaient la production d’alcool déshydrogénase (ADH) dans
I’ATV. La consommation volontaire d’alcool fut abolie dans le premier cas et stimulée dans
le deuxiéme, indiquant I’effet renfor¢ant de I’acétaldéhyde dans le cerveau et D’aire

tegmentale ventrale notamment.

3.3.  L’inactivation de 1’acétaldéhyde

Depuis quelques années, certains laboratoires utilisent un nouvel outil pharmacologique : la
D-pénicillamine. Cette substance est un dérivé de la pénicilline. Chez le rongeur, ce thiol
(composé possédant un groupement thiol ou sulfhydryle —SH), interagit avec 1’acétaldéhyde
(Nagasawa et al., 1977). Cette interaction est attribuée a une forte réactivité du groupement
carbonyle de 1’aldéhyde, réagissant de maniére non-enzymatique pour former des adduits
stables (Nagasawa et al., 1980 ; Serrano et al., 2007). Ces thiols ont donc été identifiés
comme des agents « séquestrant » I’acétaldéhyde généré lors de 1’oxydation de 1’éthanol in
vivo (Nagasawa, 1978). Le produit de condensation est I’acide 2,5,5-trimethylthiazolidine-4-

carboxylique (Nagasawa et al., 1987), assez stable pour étre excrété par les urines.

® L’aire tegmentale ventrale fait partie du systéme mésocorticolimbique dopaminergique, impliqué dans les
processus motivationnels, et 1I’addiciton notamment.
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L’administration systémique de D-pénicillamine conduit a une diminution des niveaux
sanguins d’acétaldéhyde généré aprés administration systemique d’éthanol, sans altérer les
concentrations de ce dernier (Nagasawa et al., 1980, 1987).

3.4.  Autres stratégies

Il existe évidemment d’autres outils ou stratégies pour mieux comprendre les propriétés de
I’acétaldéhyde. L’observation des porteurs de 1’alléle ALDH2*2, chez qui la consommation
d’alcool induit des concentrations élevées d’acétaldéhyde, 1’é¢tude des patients traités au
disulfirame (inhibiteur de I’ALDH), I’utilisation de souris knockout, 1’étude des corrélations
entre les concentrations d’acétaldéhyde et les effets comportementaux de 1’éthanol constituent

des approches complémentaires.

Il est évident que chacune de ces méthodes possédent certaines faiblesses. Néanmoins,
I’importance réside dans la convergence des résultats issus de différentes études, utilisant
divers outils, permettant d’affiner les supports explicatifs du role de 1’acétaldéhyde dans les

effets neurocomportementaux de 1’éthanol.

Dans ce mémoire, nous utiliserons I’administration directe d’acétaldéhyde ainsi que la D-
pénicillamine pour étudier son role dans les effets hypothermiques, sédatifs et aversifs de

I’éthanol.
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4. Role de I’acétaldéhyde dans les effets comportementaux de I’éthanol

Nous décrirons brievement les données de la littérature disponibles concernant les effets
d’intérét par rapport a I’objet de ce travail, & savoir les effets hypothermiques, stimulants et
sédatifs ainsi que les effets hédoniques (renforcants). Les effets aversifs seront présentés au
chapitre suivant (point 5.). Evidemment, 1’éthanol exerce d’autres effets, mnésiques, ataxiques
et anxiolytiques entre autres. Certains laboratoires se sont intéressés au role de 1’acétaldéhyde

dans ces effets (pour revue, voir Quertemont et al., 2005b).

4.1. Effets hypothermigues

L’intoxication aigu€ d’alcool est connue pour produire une hypothermie significative chez
I’homme et le rongeur (Freud, 1973 ; Ritzmann & Tabakoff, 1976). L’ampleur de cet effet est
dépendante de la dose d’éthanol administrée, avec une hypothermie marquée a fortes doses.
Cet effet dépend également de la température ambiante : I’exposition a un environnement
froid ou chaud potentialise et atténue respectivement 1’effet hypothermique de 1’éthanol

(Lomax & Lee, 1982 ; Malcom & Alkana, 1981).

Il est intéressant de constater que les effets de 1’éthanol sur la thermorégulation semblent
modifier les effets motivationnels de ce dernier (Cunningham, 1994). Chez le rongeur, la
préférence ou I’aversion pour le psychotrope sont associés au degré d’hypothermie induite par
I’administration d’alcool. Plus I’hypothermie est importante et plus les effets hédoniques sont
de nature aversive. Dans une de ces études, des rats maintenus dans un environnement a
température élevée, atténuant donc les effets hypothermiques de 1’éthanol, consomment de
plus grande quantité d’alcool que les animaux contrdles, exposés a une température ambiante
normale (Cunningham & Niehus, 1989). De plus, certains chercheurs ont mis en évidence une
aversion gustative conditionnée atténuée lors de temperatures élevées et potentialisée lors de
températures faibles (Cunningham et al., 1988), soulignant la contribution potentielle de

I’effet hypothermique de 1’éthanol dans ses effets aversifs.

Globalement, peu d’études ont été réalisées sur les effets hypothermiques de 1’éthanol et

plus particulierement sur le role de I’acétaldéhyde dans ces effets. Si ’acétaldéhyde produit
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des effets hypothermiques, ceux-ci pourraient jouer un réle dans ’aversion manifeste induite
par la consommation d’alcool chez les individus pour qui cette consommation provogue une
accumulation systémique d’acétaldéhyde. Pour rappel, il s’agit des individus porteurs d’un
allele codant pour une enzyme ALDH2 inactive, ainsi que les patients alcooliques traités a
I’aide d’inhibiteurs de I’ALDH.

Chez le rat, Myers et ses collegues (1987) ont montré que I’administration d’acétaldéhyde
provoque une hypothermie dépendante de la dose. Cet effet ne s’observe que pour des doses
importantes (entre 100 et 300 mg/kg), provoquant une diminution de 2 a 3°C, 20 minutes
apres une injection intra-péritonéale de la substance. En termes d’intensité, cet effet est

comparable a ce que 1’on peut observer apres I’injection de doses élevées d’éthanol (3 g/kg).

Par ailleurs, certaines études ont montré chez le rat que des inhibiteurs de I’ALDH
provoquent une potentialisation de 1’hypothermie induite par I’éthanol (Jensen & Faiman,
1986). L’inhibition de 1’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) est connue pour augmenter les
taux cérébraux et périphériques d’acétaldéhyde. Ces études indiquent donc que le métabolite

participe aux effets hypothermiques de 1’éthanol.

Néanmoins, d’autres études rapportent des résultats contradictoires. L’inhibition de la
catalase par I’amino-triazole semble potentialiser les effets hypothermiques de 1’éthanol,
suggérant un effet hyperthermique de 1’acétaldéhyde (Aragon et al., 1991a). Toutefois, ce
résultat n’a pas été répliqué par Tampier et Quintanilla en 1991. Les conclusions de ces études
doivent donc étre interprétées avec prudence di notamment au manque de spécificité potentiel

de I’amino-triazole.

Chez la souris, Closon et ses collaborateurs (2009) ont compareé les effets hypothermiques
de différentes doses d’acétaldéhyde avec une dose d’éthanol de référence (3 g/kg), connue
pour induire une hypothermie significative chez ce rongeur (Crabbe et al., 1979). Comme
attendu, ces auteurs ont observé une hypothermie significative induite par 1’éthanol, jusqu’a
deux heures aprés ’injection intra-péritonéale. Ils ont également montré que ’acétaldéhyde
possede des propriétés hypothermiques a doses élevées (170 et 300 mg/kg), comparables a
I’éthanol en terme d’ampleur mais beaucoup plus courts. Cette différence serait due aux
propriétés pharmacocinéetiques des deux substances. En effet, 1’acétaldéhyde est rapidement
métabolisé en acétate par I’ALDH alors que 1’alcool déshydrogénase (ADH) est rapidement

saturée suite a 1’administration d’une telle dose d’éthanol.
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Par ailleurs, ils ont montré qu’un prétraitement au cyanamide potentialise 1’effet
hypothermique de I’éthanol, méme aux doses qui n’induisent pas d’hypothermie, supportant
I’idée que le métabolite participe aux effets hypothermiques de son précurseur. En effet, une
dose faible d’1 g/kg, combinée au cyanamide induit une perte de 4 a 5°C. Il est donc possible
que I’inhibition ou la déficience en ALDH chez I’homme conduisent a une hypothermie
significative apres I’administration d’une faible quantité d’alcool et contribuent a I’aversion

observée dans ces populations aprés consommation d’alcool.

Enfin, ces auteurs ont mis en évidence que I’inhibition de I’ADH par le 4-méthyl-pyrazole
(4-MP) bloque I’augmentation des effets hypothermiques induite par I’inhibition de I’ALDH
par le cyanamide. L’inhibition de I’ADH bloque la formation périphérique d’acétaldéhyde, ce
qui empéche 1’accumulation du métabolite par le cyanamide et donc la potentialisation de
I’hypothermie induite par la combinaison cyanamide-éthanol. Ce résultat renforce 1’idée du
role déterminant de I’acétaldéhyde dans les effets hypothermiques de 1’éthanol, en montrant

que les effets du cyanamide sont bien dus a une accumulation d’acétaldéhyde.

Dans ce mémoire nous étudierons le role de 1’acétaldéhyde dans les effets hypothermiques
de I’éthanol en utilisant la D-pénicillamine, permettant de « sequestrer » I’acétaldéhyde sans
modifier les concentrations d’éthanol. Si I’acétaldéhyde participe aux effets hypothermiques
de I’éthanol, la D-pénicillamine devrait diminuer les effets hypothermiques induits par

I’administration d’éthanol et d’acétaldéhyde.
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4.2.  Effets sédatifs

L’éthanol se classe parmi les psycholeptiques ou dépresseurs centraux (non selectifs en

I’occurrence).

Chez I’homme, a fortes doses, 1’alcool induit une sédation pouvant mener a la perte de
conscience et au coma éthylique dans les cas extrémes. Chez le rongeur, ces effets sédatifs
s’étudient a I’aide du dispositif de perte du réflexe de retournement* ou « Lost Of Righting
Reflex » (LORR). De fortes doses d’éthanol (4 g/kg et plus) provoquent une perte rapide du
réflexe de retournement durant plus d’une heure chez la souris (Correa et al., 2001a;
Zitmakin et al., 2001a ; Tambour et al., 2007). Ce pattern s’observe ¢galement chez le rat a
des doses plus faibles (3-3,59/kg) (Webb et al., 2002 ; Zitmakin et al., 2001b). Enfin, cet effet
est dépendant de la dose : plus celle-ci est élevée et plus la durée de la perte du réflexe de

retournement est importante.

Certains laboratoires se sont intéressés au role de I’acétaldéhyde dans ces effets.
L’acétaldéhyde injecté par voie intra-péritonéale aux doses comprises entre 100 et 300 mg/kg
est rapidement absorbé dans le sang et atteint une concentration significative dans le cerveau
(Quertemont et al., 2004). A noter que ces concentrations cérébrales sont plus faibles que les
concentrations périphériques, ce qui indique que la barriere hémato-encéphalique limite la
diffusion de 1’acétaldéhyde dans le cerveau méme lors de fortes concentrations. Par ailleurs,
ces concentrations cérébrales sont peu susceptibles d’apparaitre en conditions physiologiques
normales apres consommation d’alcool mais elles sont proches de celles observées lorsque les
rongeurs sont prétraités avec un inhibiteur de I’ALDH avant 1’administration d’éthanol

(Quertemont et al., 2004).

Chez les rongeurs non sélectionnés, une perte significative du réflexe de retournement
n’apparait pas en deca de 150 mg/kg (Quertemont et al., 2004). Certains chercheurs ont pu
mettre en évidence une perte du réflexe de retournement significative a faible dose (50 mg/kg)

chez des rats UchA®, possédant une faible activité de I'ALDH pour lesquels on observe une

4 Aprés I’injection, les animaux sont replacés dans leur cage jusqu'a ce que le réflexe de retournement soit perdu.
Ils sont alors placés sur le dos dans un dispositif en forme de V jusqu'a ce que le retournement soit recouvré. La
durée de la perte du réflexe est mesurée et le recouvrement se défini comme la capacité de I’animal a se
retourner trois fois en une minute.

> UchA: University of Chile Abstainer (faibles consommateurs d’alcool)
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accumulation d’acétaldéhyde plus importante (Tampier & Quintanilla, 2002). On peut
également remarquer que les souris sélectionnées pour leur sensibilité aux effets sedatifs de
I’éthanol présentent une perte du retournement plus longue aprés l'administration de 350
mg/kg d'acétaldéhyde (Dudek et al., 1984), suggeérant que les effets sédatifs des deux
substances soient sous-tendus par des mécanismes communs. Enfin, il existe une corrélation
positive entre I’accumulation cérébrale d’acétaldéhyde et la durée de la perte du réflexe
induite par 1’éthanol (Zitmakin et al., 2001a, 2001b), ce qui renforce I'hypothése d'une

contribution du métabolite dans les effets sédatifs de son précurseur.

Néanmoins, la durée des effets sédatifs de 1’acétaldéhyde comparé a ceux de 1’éthanol est
trés bréve. Aprés I’administration de 300 mg/kg®, les souris perdent leur réflexe de
retournement pendant 6 minutes en moyenne contre plus d’une heure pour les plus fortes
doses d’éthanol (4-5 g/kg) (Correa et al., 2001a ; Quertemont et al., 2004 ; Zitmakin et al.,
2001b). Cet écart s’explique par des différences d’ordre cinétique, déja mentionnées, mais
n’exclue pas I’implication potentielle du métabolite dans les effets sédatifs de 1’éthanol. En
effet, apres I'administration d’éthanol, 1’acétaldéhyde est graduellement produit a partir de son
métabolisme et s’accumule lentement. Les effets de son accumulation locale peuvent durer
jusqu'a ce que I’éthanol soit completement dégradé. En revanche, lorsque 1’acétaldéhyde est
directement administré, il est rapidement métabolisé, ce qui explique la courte durée de ses
effets.

Les résultats issus des études dans lesquelles des outils pharmacologiques ont été utilisés
semblent plutét conflictuels. Les études qui se sont penchées sur l'activité de la catalase
montrent des divergences selon I'espece. Celles-ci suggerent que chez la souris, I'acétaldéhyde
issu du métabolisme cérébral de I'alcool ne contribue pas aux effets sédatifs de ce dernier. En
effet, 1’administration aigué de lead acetate’ augmente la latence de la perte du réflexe et
diminue sa durée aprés I’administration d’éthanol (Correa et al., 2001a). Par ailleurs,
I’administration chronique de lead acetate et I’administration d’amino-triazole méme

remarque que pour le lead acetate induisent une augmentation de 1’effet sédatif (Correa et al.,

® Dose la plus élevée recommandée car il semble que la dose létale médiane (LD50) se situe entre 300 mg/kg et
560 mg/kg (Quertemont et al., 2004)

7 L’administration aigué de lead acetate a pour effet d’augmenter 1’activité de la catalase
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2001a). Ces résultats sont consistants avec ceux obtenus avec des souris acatalasemiques chez
qui ’administration d’éthanol augmente la durée de la perte du réflexe de retournement par
rapport aux souris contréles (Aragon & Amit, 1993). A l'inverse, chez le rat, I’inhibition de la
catalase par 1’amino-triazole induit une diminution de la perte du réflexe de retournement
induite par I'éthanol (Aragon et al., 1991). Ces données inconsistantes suggérent que
I’acétaldéhyde soit préférentiellement impliqué dans les effets sédatifs de 1’éthanol chez le rat
et dans les effets stimulants chez la souris qui diminueraient les effets sédatifs de 1’éthanol.
C'est ce que suggerent Correa et ses collaborateurs en 2001 en observant que 1’augmentation
de I’activité de la catalase est associée a une augmentation et une diminution respective des
effets stimulants et sédatifs induits par 1’alcool. Ils montrent qu’il existe également une
différence dans I’ampleur de ’effet de ces traitements: 1’impact de I’administration chronique
de lead acetate et/ou de I’amino-triazole sur l'effet sédatif est plus faible que pour la
stimulation locomotrice, ce qui indique un réle différentiel de 1’activité de la catalase dans les
effets de I’éthanol chez la souris. Cela suggére également un réle plus important de
I’acétaldéhyde dans les effets locomoteurs de 1I’éthanol que dans ses effets sédatifs (Correa et

al., 2001b), du moins chez la souris.

En revanche, les études ayant modulé l'activité de 'ALDH suggerent que l'acétaldéhyde
contribue aux effets sédatifs de son précurseur. 1l a été montré que le cyanamide® prévient
I'effet stimulant de I'éthanol et potentialise la perte du réflexe de retournement provoquée par
ce dernier (Tambour et al., 2007). En outre, dans cette méme €tude, I’administration de 4-MP
bloque totalement la prolongation de I'effet sédatif induite par le cyanamide. Le 4-MP inhibe
I’ADH, empéchant la formation d’acétaldéhyde dans le foie, mais pas dans le cerveau. Les
effets du cyanamide sur les comportements induits par 1’éthanol seraient donc liés a
I’accumulation systémique d’acétaldéhyde. Comme cette forte concentration périphérique
s'accompagne subséquemment d'une diffusion cérébrale facilitée® et que ’administration
intracérébrale d’acétaldéhyde induit une perte de conscience a fortes doses (Tambour et al.,
2006), on ne peut exclure la possibilité que la potentialisation des effets sédatifs soit due a

I’action cérébrale de 1’acétaldéhyde.

Pour tenter d'éclaircir le réle de I'acétaldéhyde dans les effets sédatifs de I'éthanol, nous

utiliserons comme outil pharmacologique la D-penicillamine, censée séquestrer

® Augmente les niveaux d’acétaldéhyde périphérique en inhibant I’aldéhyde déshydrogénase

% En inhibant I’ ALDH présente dans les capillaires cérébraux
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I'acétaldéhyde, sans modifier les concentrations d'éthanol. Si l'acétaldéhyde participe aux
effets sédatifs de I'éthanol, un prétraitement avec cette substance devrait amener a une
diminution des effets sédatifs induits par I'éthanol et I'acétaldéhyde.
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4.3.  Effets stimulants

Les effets stimulants de 1’éthanol ont été utilisés chez la souris comme modé¢le animal des
effets euphoriques induits par ’alcool chez I’homme (Phillips & Shen, 1996). En effet, les
propriétés stimulantes et renforgantes des drogues d’abus semblent étre sous-tendues par un
mécanisme neurobiologique commun : [’activation du systéme  mésocorticolimbique
dopaminergique, dont la sensibilisation favorise les comportements d’approche (Arias et al.,
2009). En outre, chez I’homme, et notamment chez 1’adolescent, les effets stimulants de
I'alcool sont souvent recherchés (Stacy et al., 1991).

Chez le rongeur de laboratoire, 1’étude des effets locomoteurs est relativement simple. A
I’aide de différents types d’ «aréne », les chercheurs évaluent, sur une période de temps

définie, la locomotion de 1’animal en termes de « distance » parcourue.

L’effet locomoteur de 1’éthanol dépend de la dose, de la voie d’administration, de 1’espece
ou encore de la souche de I’animal (Quertemont et al., 2005). Chez certaines souches de
souris, comme la Swiss, I’administration intra-péritonéale d’éthanol produit un effet
locomoteur biphasique : stimulant aux doses faibles & modérées (1,5-2,5 g/kg) et dépressant a
fortes doses (>3-4 g/kg) (Frye & Breese, 1981; Tambour et al., 2005; Tambour et al., 2006).
Ce pattern s’observe également lors d’injections intracérébrales (Tambour et al., 2006). Par
contre, chez la C57BL/6, les effets stimulants de 1’éthanol ne s’observent pas a doses faibles
ou modeérées, excepté sous conditions expéerimentales particuliéres (Frye & Breese, 1981). A
la différence des effets stimulants, de fortes doses d’éthanol induisent systématiquement une
hypolocomotion et une sédation chez les deux souches.

Lors d’injections périphériques, seuls certains rats sélectionnés pour leur appétence envers
le psychotrope sont stimulés a faibles doses (Waller et al., 1986), ce qui supporte I’idée d’un
lien entre propriétés renforgantes et stimulantes. Par ailleurs, il semble que 1’age constitue un
facteur critique. A la différence des adultes, chez les jeunes non sevrés, 1’éthanol induit un
effet locomoteur biphasique, coincidant avec un effet motivationnel de méme nature
(Nizhnikov et al., 2007). Ce pattern a également été mis en évidence chez la souris. Quoilin et
ses collaborateurs en 2010 ont montré que la sensibilité aux effets stimulants de 1’éthanol
diminue graduellement avec 1’age. Ils ont montré parallélement une diminution de la tolérance
initiale aux effets sédatifs de I’éthanol entre la période de sevrage jusqu’a 1’age adulte

(Quoilin et al., 2010).
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Certains laboratoires se sont ainsi intéressés au role de ’acétaldéhyde dans ces effets
stimulants. L’effet locomoteur de I’administration aigué¢ d’acétaldéhyde dépend également de
la dose, de la voie d'administration et de D’espéce. L’administration périphérique
d’acétaldéhyde produit un effet dépressant chez le rat et la souris aux doses supérieures a 100
mg/kg (Holtzman & Schneider, 1974; Myers et al., 1987; Quertemont et al., 2004).
Néanmoins, certains chercheurs ont montré qu’il possédait des propriétés stimulantes chez le
rat lorsqu’il était administré dans les ventricules cérébraux (Arizzi et al., 2003 Arizzi-

LaFrance et al., 2006 ; Correa et al., 2003), mais pas chez la souris (Tambour et al., 2006).

Les ¢tudes dans lesquelles I’activité de la catalase a été modulée soutiennent 1’hypothése
d’une participation de 1’acétaldéhyde aux effets stimulants de 1’éthanol. L’inhibition et
I’induction de la catalase atténue (Correa et al., 2001b) et augmente (Correa et al., 1999a)

respectivement 1’effet stimulant de 1’éthanol.

Les études utilisant la D-pénicillamine vont dans le méme sens. Font et ses collaborateurs
en 2005 montrent que la D-pénicillamine atténue la dépression locomotrice induite par
I’administration intra-péritonéale d’acétaldéhyde et bloque ’activation locomotrice provoquée
par I’éthanol chez la souris de maniére dose-dépendante (Font et al., 2005).

Des études plus récentes montrent que [’inactivation de 1’acétaldéhyde (par la D-
pénicillamine) bloque ’effet stimulant de 1’éthanol lorsque ce dernier est injecté directement
dans I’aire tegmentale ventrale (AVT) chez le rat (Marti-Prats et al., 2010). Ce résultat
suggére que ’acétaldéhyde, issu du métabolisme cérébral de 1’éthanol participe de maniere

importante aux effets stimulants de celui-ci.

Enfin, les études neurochimiques tendent a souligner le role excitateur de 1’acétaldéhyde.
Celui-ci provoque une excitation des neurones dopaminergiques de 1’aire tegmentale ventrale
et ’administration systémique et intra-ATV d’acétaldéhyde (Enrico et al., 2009 ; Foddai et al.,
2004 ; Melis et al., 2007) augmente les niveaux de dopamine dans le noyau accumbens. Ces
résultats montrent que la contribution de I’acétaldéhyde dans les effets stimulants de l'alcool

est d'origine centrale.

Néanmoins, les études portant sur l'inhibition de I'ALDH fournissent des résultats
conflictuels. Certaines études ont montré que le diethyldithicarbamate, précurseur d'un

métabolite actif du disulfirame potentialise I'effet stimulant de I'éthanol (Escarabajal &
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Aragon, 2002b) et que cet effet n'est pas contrecarré par le 4-MP, ce qui supporte I'nypothese
d'une action centrale de I'acétaldéhyde.

Au contraire, I'inhibition de I'ALDH par le cyanamide blogue de maniere consistante les
effets stimulants de I'éthanol (Escarabajal & Aragon, 2002a ; Tambour et al., 2007). Pour
rappel, les effets du cyanamide sont considérés comme étant sous-tendus par une
accumulation périphérique d'acétaldéhyde. Des études de microdialyse montrent que
I'administration d'éthanol chez des rongeurs prétraités au cyanamide provoque une
augmentation des concentrations cérébrales d'acétaldéhyde (Jamal et al, 2003). Des
concentrations cérébrales similaires induisent des effets sedatifs et hypolocomoteurs
(Quertemont et al., 2004 ; Tambour et al., 2006) suggérant que 1'accumulation d’acétaldéhyde,
provoquée par le cyanamide, potentialiserait I'effet sédatif de I'éthanol et masquerait les effets

stimulants de 2 g/kg d’éthanol.

Selon les outils pharmacologiques utilisés, les résultats difféerent. Il est possible que cela
soit dd a un manque de spécificité de certaines de ces substances. D’autres études sont donc
nécessaires afin de clarifier le role de 1’acétaldéhyde dans les effets stimulants de I’éthanol.
Néanmoins, une contribution relative du métabolite dans ces effets est supportée par un

ensemble convergeant de données.
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4.4.  Effets hédoniques/renforcants

Sa forte toxicité ainsi que l’observation des individus porteurs d’alléles « protecteurs »
et/ou des patients traités au disulfirame, conduit généralement a considérer 1’acétaldéhyde
comme une substance hautement aversive.

Supportant cette hypothese, certaines études animales ont mise en évidence une corrélation
négative entre les taux sanguins d’acétaldéhyde et la préférence pour 1’alcool (Eriksson,
1980). Par exemple, les rongeurs montrant une activitt ALDH hépatique faible évitent
I’alcool (Isse et al., 2002 ; Koivisto & Eriksson, 1994). L’inhibition de I’ALDH induit une
diminution de la consommation d’alcool chez le rat (Sinclair & Lindros, 1981), de la méme
maniere que le disulfirame conduit dans la grande majorité des cas a une diminution de la

consommation d’alcool chez I’homme.

Toutefois, il semble évident que 1’acétaldéhyde exerce aussi des effets renforgants. Ces
effets opposés pourraient en partie dépendre de la localisation de son accumulation
(Quertemont, 2004). En effet, il a été proposé qu’en périphérie, 1’acétaldéhyde soit
principalement aversif alors que dans le cerveau le métabolite puisse exercer des effets
opposés; qu’il participe, voire sous-tende les effets renforgants de 1’éthanol (Deng & Dietrich,
2008).

Chez le rongeur, deux procédures expérimentales sont particulierement utilisées pour
étudier les propriétés toxicomanogénes des drogues: les protocoles d’auto-administration’® et

de préférence conditionnée de lieu".

Certaines études ont montré que le rat s’auto-administrait 1’acétaldéhyde dans les
ventricules cérébraux (Amit et al., 1977) ainsi que dans 1’aire tegmentale ventrale, et ce avec

une plus grande intensité que 1’éthanol (Rodd-Henricks, 2002). Cette région cérébrale est

1% Auto-administration : se base sur le conditionnement opérant. Une réponse particuliére (appuyer sur un levier

ou introduire son museau dans un orifice) déclenche la délivrance du psychotrope. Si celui-ci posséde des effets
positifs, la réponse est renforcée.

1 préférence de lieu conditionnée (CPP pour ’appellation anglo-saxonne « conditioned place preference ») : se

base sur le conditionnement pavlovien. Un environnement particulier (stimulus conditionnel) est associé de
maniére répétée a une substance (stimulus inconditionnel). Un environnement différent est associé a une
substance contréle. Lors du test, le choix est donné a I’animal d’explorer ces deux environnements. Les effets
renforcants d’une substance se manifestera par un temps passé dans 1’environnement précédemment associé aux

effets de la substance plus important par rapport & au temps passé dans 1’environnement controle.
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particulierement impliquée dans les effets renforcants du psychotrope (Rodd et al., 2005). Ces
résultats suggerent que 1’acétaldéhyde au niveau cérébral posséde des propriétés hédoniques

positives plus importantes que 1’éthanol.

Les études utilisant le paradigme de CPP viennent supporter cette hypothése. En effet, il
est souvent difficile d’établir une CPP pour I’éthanol chez le rat naif. Chez ce rongeur, on
observe généralement des aversions conditionnées de lieu pour I’éthanol, bien qu’une

exposition prolongée puisse induire une CPP (Reid et al., 1985).

Ce type de données contraste avec les CPPs observées pour l’acétaldéhyde. Certains
chercheurs ont rapporté une préférence de lieu associé a I’administration d’acétaldéhyde dans
les ventricules cérébraux (Smith et al., 1984). D’autres auteurs ont mis en évidence une
préférence pour un stimulus associé aux injections intrapéritonéales d’acétaldéhyde de 20 a 50
mg/kg (Quertemont & De Witte, 2001). Quintanilla et Tampier en 2003 ont observé une forte
CPP pour I’acétaldéhyde chez les rats UchB™, sélectionnés pour leur préférence pour ’alcool,

indiquant un lien entre 1’effet renforcant de I’acétaldéhyde et 1’appétence pour 1’éthanol.

Plus récemment, certaines études ont montré que I’administration systémique de D-
pénicillamine bloquait la CPP pour 1’éthanol chez la souris (Font et al., 2006a) et le rat (Peana
et al., 2008). L’inactivation de ’acétaldéhyde par la D-pénicillamine prévient également la

consommation d’alcool chez la souris (Font et al., 2006b).

A une échelle neurobiologique, il a été montré que 1’acétaldéhyde, comme 1’éthanol,
augmente le taux de décharge des neurones dopaminergiques de ’aire tegmentale ventrale
(Foddai et al., 2004). 1l est intéressant de constater que cette libération accrue de dopamine,
induite par 1’éthanol et 1’acétaldéhyde, peut étre bloquée par un prétraitement de D-
pénicillamine (Enrico et al., 2009).

Les différents résultats impliquant la catalase, revus par Quertemont et al., en 2005b
montrent que 1’étude de son implication dans les effets renforgants de 1’acétaldéhyde donne
lieu a des résultats contradictoires. Neanmoins, des études récentes, utilisant les méthodes de

thérapie génique, montrent que I’inactivation de la synthése de la catalase au niveau de I’aire

*2 University of Chile Bibulous (gros consommateurs d’alcool)
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tegmentale ventrale provoque une diminution importante de la consommation d’éthanol chez
des rats UchB. Dans cette expérience, les auteurs ont également observé une diminution
significative de la libération de dopamine dans le noyau accumbens (Karahanian et al., 2011),

composante majeure du systeme mésolimbique impliqué dans les processus motivationnels.

L’ensemble de ces résultats suggére que ’acétaldéhyde exerce des effets hédoniques de

nature positive, et en particulier au niveau cérébral.
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5. L’aversion gustative conditionnée’®

Les premiéres démonstrations de CTA datent des années 50. Dans leur étude, Garcia et ses
collaborateurs (1955) ont observé chez des rats une diminution de la consommation de
saccharine lorsque celle-ci est associée a des radiations. Les rats recevant ces mémes
radiations mais de maniere non pairée avec la saccharine, ainsi que ceux non soumis a ces
radiations continuent a la consommer. Ces auteurs en conclurent que pour le premier groupe,
la saccharine fut associée aux effets des radiations (effets aversifs), ce qui conduisit au
développement d’une aversion pour la saccharine et donc a une diminution de sa

consommation.

Ce protocole est généralement considéré comme permettant d’étudier les effets
potentiellement aversifs d’une substance donnée. Dans ce protocole, un golt nouveau et
discriminatif (traditionnellement de la saccharine) est associé de maniere répétée a
I‘administration d’une substance. Une aversion conditionnée pour le godt, exprimée par une
diminution de la consommation de saccharine, est généralement considérée comme révélatrice
des propriétés aversives de la substance testée.

Cet apprentissage pavlovien posséde des caractéristiques bien particuliéres. D’abord, cette
aversion peut s’observer apreés une seule association. Ensuite, ces aversions peuvent étre
acquises méme avec des délais importants entre 1’exposition au godt (stimulus conditionnel)
et les effets aversifs (stimulus inconditionnel). Enfin, ces aversions conditionnées sont
spécifiques aux stimuli gustatifs. Les stimuli audiovisuels, présents durant 1’expérience des
effets aversifs, ne sont pas facilement associés a ceux-ci (pour revue voir Davis & Riley,
2010).

Il a été proposé que I’aversion gustative conditionnée soit donc une forme d’apprentissage
spécialisée qui facilite 1’association entre un godt et un état interne désagréable ou une
maladie. Cette capacité serait essentielle a la survie de ’animal. En effet, si les toxines sont
majoritairement présentes dans 1’environnement alimentaire, il est fortement adaptatif de
pouvoir rapidement associer un aliment et son effet aversif potentiel, afin de prévenir

I’ingestion future de cette méme toxine.

Les premiéres investigations se sont focalisées sur les effets aversifs des radiations, du

chlorure de lithium (LiCl) et d’autres substances connues pour leurs effets toxiques. Les

* Nous utiliserons 1’abréviation CTA en référence a ’appellation anglo-saxonne « conditionned taste aversion »
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chercheurs ont progressivement porté leur attention sur les drogues d’abus et utilisent encore
ce protocole pour étudier les effets aversifs de ces substances. Les premiéres investigations
ont montré des CTA avec des drogues aux propriétés renforcantes (la cocaine par exemple)
suggérant qu’elles possedent également des effets aversifs. Ce constat n’est pas surprenant
puisque I’effet d’une drogue dépend souvent de la dose avec, a des doses élevées, une

toxicité et une aversion potentielle marquee.

Un certain nombre d’études rapportent une CTA induite par 1’éthanol, chez le rat et la
souris (Broadbent et al., 2002; Escarabajal et al., 2003), suggérant que 1’éthanol soit

initialement aversif chez des rongeurs naifs.

Une CTA dose-dépendante pour 1’acétaldéhyde a aussi été rapportée (Aragon et al., 1986;
Escarabajal et al., 2003; Quintanilla et al., 2002), amenant certains auteurs a conclure que le

métabolite sous-tende ou participe aux effets aversifs de 1’éthanol (Aragon et al., 1986).

Néanmoins, ces résultats restent difficiles a interpréter. En effet, les drogues d’abus
connues pour leurs propriétés toxicomanogeénes induisent une CTA a des doses qui sont, par
ailleurs, auto-administrées (Grigson & Twining, 2002), ce qui semble contre-intuitif. Dés lors,
certains chercheurs ont suggéré que ces drogues d’abus induisent une réduction de la
consommation de saccharine par un mécanisme de « comparaison des renforcateurs »
(Grigson, 1997). Selon cette hypothese, on observera une diminution de la consommation de
saccharine (ou autre renforcateur) lorsque celle-ci prédit 1’accés a une récompense plus
importante, comme une drogue toxicomanogéne. Supportant cette hypothése, Grigson montre
que ces drogues ne provoquent pas de CTA lorsque le stimulus conditionnel ne possede pas
de propriétés intrinseques renforgantes, comme du chlorure de sodium (NaCl) (Grigson,
1997).

Néanmoins, dans le cas de I’éthanol, et contrairement a d’autres drogues d’abus, on observe
une CTA méme lorsqu’une solution neutre (NaCl) est utilisée (Risinger and Boyce, 2002). De
plus, les CTA induites par 1’éthanol sont corrélées négativement avec la préférence pour
celui-ci, parmi différentes lignees de rats et de souris (Broadbent et al., 2002; Brunetti et al.,
2002). Ce constat indique que I’ampleur des CTA induites par 1’éthanol n’est pas liée a ses

propriétés renforgantes.
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Par contre, on ne sait toujours pas si la CTA induite par I’acétaldéhyde est sous-tendue par
ses effets positifs ou aversifs. En effet, la plupart des études réalisées ont utilisé de la
saccharine comme stimulus gustatif (Aragon et al., 1986; Escarabajal et al., 2003). Seule
Quintamilla et ses collaborateurs en 2002 ont utilisé une solution parfumée a la banane non
préférée a I’eau. Dans cette étude, une CTA était observée uniquement chez des rats UChA™
(faible appétence pour 1’alcool) et non chez des rats UChB (forte préférence pour 1’alcool),
indiquant des effets aversifs de 1’acétaldéhyde uniquement pour les premiers. Par ailleurs, les
rats UChB montrent une préférence de lieu associé a 1’acétaldéhyde alors qu’une aversion est
observée chez les rats UChA. (Quintanilla & Tampier, 2003). Il est donc possible que les
injections périphériques d’acétaldéhyde pourraient étre aversives chez certains rongeurs mais

renforcantes chez d’autres.

Comme 1’acétaldéhyde est une substance tres toxique, on considére souvent qu’elle induit
une véritable aversion. Mais de trés fortes doses d’acétaldéhyde (200-300 mg/kg) sont
nécessaires afin d’observer une CTA significative, qui reste malgré cela moins importante que
celle induite par 1’éthanol (Escarabajal et al., 2003). De plus, aucune étude n’a montré
d’aversion de lieu associ¢é a des injections intrapéritonéales d’acétaldéhyde, chez le rat
(Quertemont & De Witte, 2001) ou la souris (Tambour & Quertemont, données non publiées),
excepté chez les rats UChA (Quintanilla & Tampier, 2003). Il est a I’inverse trés facile
d’établir des aversions de lieu avec 1’éthanol, méme a des doses modérées (Cunningham,
1981).

Dans ce mémoire, nous comparerons les effets aversifs des doses-référence de cocaine, de
lithium, d’éthanol et d’acétaldéhyde, connues pour induire une CTA. Surtout, nous étudierons
I’impact de la valeur du stimulus conditionnel dans ces effets afin de clarifier quel mécanisme
sous-tend ces aversions. L’injection intrapéritonéale des différentes substances citées plus
haut sera précédée d’une exposition a la saccharine, traditionnellement utilisée, ou de NacCl,

supposé étre neutre d’un point de vue hédonistique.

* UChA : pour rappel, ces rats ont une faible appétence pour I’alcool contrairement aux rats UChB.
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1. Sujets

Pour réaliser I’ensemble des expériences, nous avons utilisé 295 souris femelles de souche
Swiss, issues de I’¢élevage de 'université de Li¢ge ainsi que de 1’¢élevage Janvier (France).
L’ensemble des souris, naives de toute expérimentation, sont 4gées de 8 a 10 semaines lors

des expériences.

Une semaine avant le début de chaque expérience, les souris sont placées en cages
individuelles en plastique transparent (33 x 15 x 13,5 cm) dont le sol est recouvert de sciure
de bois. Elles ont accés ad libitum a la nourriture (Pellet standard, Carfil Quality BVDA, Oud-
Turnhout, Belgique) et a ’eau. L’animalerie est maintenue a une température constante (21 +
2°C) sous un cycle lumiére/obscurité de 12 heures dont la phase éclairée débute a 8h00 et se
termine a 20h00.

L’ensemble des procédures expérimentales sont réalisées en accord avec la directive
européenne pour la protection et ’utilisation des animaux de laboratoire (86/609/EEC). Les
protocoles expérimentaux ont été approuves par le comité de protection des animaux de

I’université de Liege.

2. Substances

L’injection des substances s’est effectuée par voie intrapéritonéale. L’éthanol (99,99% ;
Merck, Darmstadt, Allemagne) est dissous dans de la solution saline (NaCl 0,9%) afin
d’atteindre une concentration de 20%. Selon les expériences, les doses étaient de 1,5, 3 ou 4
g/kg. L’acétaldéhyde (99% ; Sigma-Aldricht, Bornem, Belgique) est dissous dans de la
solution saline (NaCl 0,9%) afin d’obtenir une concentration de 1%. Les doses étaient de 170
et 300 mg/kg. La D-pénicillamine (freebase, pharmacie du CHU de Liége) est dissoute dans
de la solution saline (NaCl 0,9%) et injectée avec un volume de 0.01 ml/kg et une
concentration de 75 mg/kg (Font et al., 2006). Le chlorure de lithium (Sigma-Aldricht) est
dissous dans de la solution saline (NaCl 0,9%) et injecté avec un volume de 0,01 ml/g et une
concentration de 3 mg/kg (Risinget & Boyce, 2002). L’hydrochlorate de cocaine (Sigma-
Aldricht) est dissous dans de la solution saline (NaCl 0,9%) et injecté avec un volume de 0,01
ml/g et une concentration de 20 mg/kg.
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De la saccharine (Sigma-Aldricht) a 0,1% avec une concentration de 0,10% w/v diluée dans
de I’ecau du robinet (Risinger & Boyce, 2002 ; Blendov et al., 2008) a été utilisée comme
stimulus conditionnel dans le protocole d’aversion gustative conditionnée. Enfin, du chlorure
de sodium (NaCl) a 0,1M ou 0,2M dilué dans de I’eau du robinet a été utilis€é comme stimulus
conditionnel dans le protocole d’aversion gustative conditionnée. Dans ce protocole, ces deux

substances etaient consommeées par voie orale via des pipettes graduées.
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3. Dispositifs

3.1.Mesure de ’hypothermie

Un thermométre digital muni d’une sonde permettant de mesurer la température rectale (au
dixieme de degré pres) a été utilisé pour étudier les effets hypothermiques de I’éthanol et de
I’acétaldéhyde. La sonde doit étre enfoncée de deux centimetres dans le rectum de 1’animal et

maintenue pendant environ 30 secondes.

3.2.Mesure de la perte du réflexe de retournement

Les effets sédatifs sont mesurés par un dispositif en forme de « V » sur lequel ’animal est
placé apres la perte du réflexe de retournement. Le temps écoulé entre la perte du réflexe de
retournement et sa récupération est enregistré et est utilisé comme indice de sédation. La

récupération est avérée lorsque I’animal se retourne trois fois en une minute.

3.3.Mesure de ’aversion gustative

Des pipettes graduées de 9,5 ml ont été utilisées pour mesurer la consommation des stimuli
conditionnels utilisés lors de cette expérience. Ces pipettes étaient positionnées dans la grille
des cages individuelles et sont dotées d’un mécanisme permettant de limiter des pertes de

liquides lors de la consommation.
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4. Procédures

Une semaine avant les tests, les souris sont placées en cages individuelles. Durant cette

période, elles sont manipulées a plusieurs reprises, 1’objectif étant de les habituer aux

injections afin de diminuer le stress lors des tests expérimentaux.

4.1. Effet de la D-pénicillamine sur 1’hypothermie

induite par 1’éthanol et

’acétaldéhyde (expeériences 1 et 2)

Ces deux expériences ont pour but d'évaluer le role de l'acétaldéhyde dans les effets

hypothermiques de I'éthanol au moyen d'un prétraitement a la D-pénicillamine.

Tableau 1. Récapitulatif des différents groupes utilisés dans I’expérience 1. N=72

Groupe

Pré-traitement Traitement
1 (n=12) Salin Salin
2 (n=12) D-pénicillamine Salin
3 (n=12) Salin Ethanol 1,5g/kg
4 (n=12) D-pénicillamine Ethanol 1,5g/kg
5 (n=12) Salin Ethanol 3g/kg
6 (n=12) D-pénicillamine Ethanol 3g/kg

Tableau 2. Récapitulatif des différents groupes utilisés dans I’expérience 2. N=65

Pré-traitement Traitement
1 (n=10) Salin Salin
2 (n=11) D-pénicillamine Salin
3 (n=11) Salin Acétaldéhyde 170mg/kg
4 (n=11) D-pénicillamine Acetaldéhyde 170mg/kg
5 (n=11) Salin Acétaldéhyde 300mg/kg
6 (n=11) D-pénicillamine Acétaldéhyde 300mg/kg

39



Les animaux sont ameneés dans le laboratoire et recoivent une injection de solution saline
ou de D-pénicillamine (75 mg/kg). Aprés 30 minutes, la température basale de 1’animal est
prise, suivie de l'injection d'une dose d'éthanol (1,5 ou 3 g/kg), d'acétaldéhyde (170 ou 300
mg/kg) ou de solution saline. Le prétraitement et le traitement dépendent du groupe
expérimental d’appartenance. Par ailleurs, ce délai de 30 minutes a été sélectionné d’apres
I’étude de Font et al., 2005, comme étant le délai optimal pour observer une interaction entre
I’¢éthanol/acétaldéhyde et la D-pénicillamine. Ce délai permet aussi aux souris de s’habituer a

la température du laboratoire.

La température de chaque souris est mesurée toutes les 15 minutes pendant 3 heures puis
toutes les demi-heures pendant une heure. Etant donné un retour rapide vers des températures
de base apres 1’administration d’acétaldéhyde, le relevé pour les groupes expérimentaux
concernés s’arrétent aprés 3 heures. La température ambiante est également relevée avant

chacune de ces mesures afin de contréler son influence sur la température rectale.

4.2 Effet de la D-pénicillamine sur la sédation induite par I'éthanol et I'acétaldéhyde

(expériences 3 et 4)

Ces deux expériences ont pour but d'évaluer le role de I'acétaldéhyde dans les effets sédatifs

de I'éthanol au moyen d'un prétraitement a la D-pénicillamine.

Tableau 3. Récapitulatif des différents groupes utilisés dans I’expérience 3. N=20

Groupe Prétraitement Traitement
1 (n=10) Salin Ethanol 4g/kg
2 (n=10) D-pénicillamine Ethanol 4g/kg
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Tableau 4. Récapitulatif des différents groupes utilisés dans I’expérience 4. N=20

Groupe Prétraitement Traitement
1 (n=10) Salin Acétaldéhyde 300mg/kg
2 (n=10) D-pénicillamine Acétaldéhyde 300mg/kg

Les animaux sont amenés dans le laboratoire et recoivent une injection de solution saline ou
de D-pénicillamine (75 mg/kg). Apres 30 minutes, les animaux recoivent une dose d'éthanol
(4 g/kg) ou d'acetaldéhyde (300 mg/kg), connues pour induire un effet sédatif significatif. Le
prétraitement et le traitement dépendent du groupe expérimental d’appartenance. Directement
apres l'injection, les souris sont placées dans leur cage jusqu'a ce qu’elles perdent leur reflexe
de retournement. Elles sont alors placées en position supine sur le dispositif en forme de V
jusqu'a ce que le réflexe soit recouvré. La durée de cette perte est enregistrée et utilisée
comme indice de sédation.

4.3.Effets aversifs de 1’éthanol et de 1’acétaldéhyde et évaluation du role du SC dans

ces effets (Expériences 5 et 6)

Cette expérience a pour but de comparer les effets aversifs de différentes substances et

d’évaluer I’influence du stimulus conditionnel dans ces effets.

Tableau 5. Récapitulatif des différents groupes utilisés pour I’expérience 5. LiCl=3mg/kg —
Cocaine=20mg/kg — Ethanol=4g/kg — Acétaldéhyde=300mg/kg. N=80

Lithium Cocaine Acétaldéhyde
Saccharine n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
m n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
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Une mise au point des parametres de consommation a tout d’abord été effectuée. Il
s’agissait d’établir les concentrations de saccharine et de NaCl optimales ainsi que la position

des pipettes dans les cages.

Dans une phase préliminaire, les animaux étaient soumis a une procedure de restriction
d’eau durant 7 jours. Le matin, les animaux sont pesés et ont acces a 2 pipettes d’eau pendant

2 heures. Cette procédure permet aux animaux de stabiliser leur consommation d’eau.

Durant la phase expérimentale’®, 5 essais de conditionnement, séparés de 48 heures, ont
lieu entre 8h00 et 12h00. Les animaux ont alors acces pendant 1 heure a une pipette contenant
une solution salée (0,2 M dans de 1’eau du robinet) ou sucrée (0,10% w/v dans de 1’eau du
robinet). Aprés 1 heure, la consommation est enregistrée et les animaux sont injectés d’une
des substances reprises dans le tableau 5. Le stimulus conditionnel et la substance administree
dépendent du groupe expérimental d’appartenance. Cinq heures aprés les essais de
conditionnement, les souris ont acces a de 1I’eau pendant 30 minutes afin de les réhydrater. A
noter qu’entre ces essais de conditionnement, les animaux ont acceés a de I’eau pendant 2

heures.

La phase de test a lieu aprés le dernier essai de conditionnement. Les souris ont acces
pendant 24 heures a de I’eau, puis ont accés pendant 12 heures a une pipette d’eau et une

pipette contenant la saveur de conditionnement (« two bottle choice »).

' N.B : I’emplacement des pipettes est contrebalancé entre les sujets. Par ailleurs, une mesure d’évaporation est
réalisée en plagant une pipette dans une cage vide.
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5. Analyses statistiques

L’influence du prétraitement a la D-pénicillamine sur les effets hypothermiques de
I’éthanol et de ’acétaldéhyde est évaluée a 1’aide d’ANOVA triple mixte 2 (prétraitement) X
3 (traitement) X 15 ou 13 (temps pour I’acétaldéhyde). A la suite de ces analyses, des tests

post hoc de type Newman Keuls sont réalisés.

L’influence du prétraitement a la D-pénicillamine sur les effets sédatifs de 1’éthanol et de

I’acétaldéhyde est évaluée a 1’aide de tests t pour échantillons indépendants.

La comparaison des effets aversifs des différentes substances utilisées ainsi que le role du
stimulus conditionnel dans ces effets a été effectuée a 1’aide d’'une ANOVA triple mixte 2
(stimulus conditionnel) X 5 (substance) X 6 (sessions) pour la phase de conditionnement. Des

analyses post hoc ont été réalisées pour comparer chaque groupe avec le groupe contréle.

Les données du test de choix pour I’expérience 5 a été analysée a I’aide d’'une ANOVA

factorielle 2 (SC) X 5 (substance).

Les données du test de choix pour I’expérience 6 a été analysée a 1’aide d’'une ANOVA

factorielle 3 (SC) X 2 (groupe).

Pour chaque analyse, la significativité est avérée a p<0.05.
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Résultats
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1. Effet de la D-pénicillamine sur I’hypothermie induite par 1’éthanol et
I’acétaldéhyde

1.1. Expérience 1 : D-pénicillamine / Ethanol (1,5 et 3 g/kq)

L’ANOVA triple mixte réalisée sur la température rectale relevée lors de 15 temps (TO a
T240) montre un effet principal du traitement [F2,6s = 89,0 ; p = 0,000000], un effet principal
du temps [Fis,024 = 103,0; p = 0,000000], ainsi qu’un effet d’interaction entre ces deux
variables [Fzs,24 = 71,9 ; p = 0,000000]. Tous les autres effets testés ne sont pas significatifs et

notamment celui du prétraitement [F1,66= 0,4 ; p = 0,520389].
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Figure 1. Température rectale moyenne (ESM) des souris prétraitées avec une solution saline ou de la D-

pénicillamine (75 mg/kg) et traitées avec une solution saline, une dose de 1,5g/kg ou 3g/kg d’éthanol (EtOH).

Les tests post hoc de Newman Keuls révelent que la température des souris ne différe pas

au temps zéro selon le groupe (30 minutes aprés 1’administration du prétraitement). Cela
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signifie que les animaux ont une temperature de base similaire et que la D-pénicillamine n’a

pas d’effet en soi sur la température (Tableaul).

Tableau 1. Moyennes et erreurs-type au temps zéro.

Groupes Moyennes  Erreur-type
Salin-Salin 38,61667 0,139037
Salin-1,5g/kg  38,50000 0,139037
Salin-3g/kg 38,32857 0,182043
Dp-Salin 38,45833 0,139037
Dp-1,5g/kg 38,44167 0,139037
Dp-3g/kg 38,24118 0,116815

Les analyses post hoc réalisées sur [’interaction temps*traitement révelent que
I’administration d’1,5 g/kg d’éthanol exerce un effet hypothermique significatif jusqu’a 60
minutes. A 3 g/kg, le psychotrope exerce un effet hypothermique jusqu’a 180 minutes apres
I’injection (Figure 2.). Cette dernicre dose induit une hypothermie significativement

supérieure a celle observée avec 1,5 g/kg.
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Figure 2. Température rectale moyenne (ESM) des souris traitées avec une solution saline, une dose de 1,5g/kg
ou 3g/kg d’éthanol, indépendamment du prétraitement. (***) p<0,001 ; (**) p<0,01 et (*) p<0,05

significativement différent du groupe controle.
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1.2. Expérience 2 : D-pénicillamine / Acétaldéhyde (170 et 300 ma/kq)

Trois souris ont été retirées de 1’analyse pour comportement atypique ne permettant pas de

réaliser I’expérimentation dans des conditions standards (Tableau 2.).

Tableau 2. Effectif final repris dans 1’analyse statistique. N=62

Pré-traitement Traitement
1 (n=10) Salin Salin
2 (n=11) D-pénicillamine Salin
3 (n=10) Salin Acétaldéhyde 170mg/kg
4 (n=10) D-pénicillamine Acétaldéhyde 170mg/kg
5 (n=11) Salin Acétaldéhyde 300mg/kg
6 (n=10) D-pénicillamine Acétaldéhyde 300mg/kg

L’ANOVA triple mixte réalisée sur la température rectale relevée lors de 13 temps (TO a

T180) montre un effet principal du traitement [Fz,s56 = 14,10 ; p = 0,000011], un effet principal

du temps [Fi,e2 = 88,92 ; p = 0,000000], ainsi qu’un effet d’interaction entre ces deux

variables [Fa4,672 = 34,75 ; p = 0,000000]. Tous les autres effets testés ne sont pas significatifs

et notamment celui du prétraitement [Fi,s6= 1,27 ; p = 0,265296].
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Figure 3. Température rectale moyenne (xESM) des souris prétraitées avec une solution saline ou de la D-

pénicillamine (75 mg/kg) et traitées avec une solution saline, une dose de 170 mg/kg ou 300 mg/kg
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d’acétaldéhyde (ACTH).
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Les tests post hoc de Newman Keuls révélent comme dans 1’expérience précédente que la

D-pénicillamine n’a pas d’effet en soi sur la température rectale des animaux (Tableau 3.).

Tableau 3. Moyennes et erreurs-type au temps zéro

Groupes Moyennes Erreur-type
Salin-Salin 38,26000 0,128092
Salin-170mg/kg 38,14000 0,128092
Salin-300mg/kg 38,10909 0,122131
Dp-Salin 38,29091 0,122131
Dp-170mg/kg 38,47000 0,128092
Dp-300mg/kg 38,27000 0,128092

Par ailleurs, ces mémes analyses montrent que 1’acétaldéhyde

induit un effet

hypothermique significatif, jusqu’a 30 minutes avec une dose de 170 mg/kg et 60 minutes

pour une dose de 300 mg/kg (Figure 4.). Comme pour I’éthanol, 1’effet hypothermique

dépend significativement de la dose administrée, avec une hypothermie plus marquée a 300

mag/kg.
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Figure 4. Température rectale moyenne (xESM) des souris traitées avec une solution saline, une dose de 170

mg/kg ou 300 mg/kg d’acétaldéhyde (ACTH). (***) p<0,001 et (*) p<0,05 significativement différent du groupe

controle.
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2. Effet de la D-pénicillamine sur la sédation induite par I’éthanol et I’acétaldéhyde

2.1. Expérience 3 et 4: D-pénicillamine / Ethanol (4 g/kg) ou Acétaldéhyde (300 ma/kq)

Le test t de Student pour échantillons indépendants révéle une absence d’effet significatif
de la D-pénicillamine sur la sédation induite par 4 g/kg d’éthanol [tis = 1,889587 ; p =

0,075030]. La méme conclusion s’impose en ce qui concerne 1’acétaldéhyde [tis = 0,344114 ;
p =0,712690] (Figure 5.).

Néanmoins, compte tenu du fait que la probabilité obtenue dans 1’expérience 3 (éthanol) est
proche de la valeur seuil de significativité (0,05), la méme expérience a été répliquée, afin de
clarifier la tendance observée.
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Figure 5. Durée moyenne (xESM) de la perte du réflexe de retournement des souris prétraitées avec une solution
saline ou de la D-pénicillamine (75 mg/kg) et traitées avec une dose de 4 g/kg d’éthanol (expérience 3) ou de

300 mg/kg d’acétaldéhyde (expérience 4).
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Une souris a été retirée de I’analyse pour cause de perte de substance durant 1’injection.

(Voir tableau 4.)

Tableau 4. Effectif final repris dans 1’analyse. N=19

Groupe Prétraitement Traitement
1 (n=10) Salin Ethanol 4g/kg
2 (n=9) D-pénicillamine Ethanol 4g/kg

Le test t effectué conduit a tolérer 1’hypothése d’une absence d’effet de la D-pénicillamine
sur la sédation induite par 4 g/kg d’éthanol [tz = 0,312380 ; p = 0,758551] (Figure 6.).
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Figure 6. Réplication de I’étude 3 : Durée moyenne (+ESM) de la perte du réflexe de retournement des souris
prétraitées avec une solution saline ou de la D-pénicillamine (75 mg/kg) et traitées avec une dose de 4 g/kg
d’éthanol.
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3. Investigation des effets aversifs de I’éthanol et de I’acétaldéhyde et role du SC

3.1. Mise au point

Par souci de légéreté, seuls les résultats finaux sont présentés (Figure7.). Nous avons réalisé
plusieurs micro-expériences afin de déterminer les concentrations optimales de chlorure de
sodium (sel) et de saccharine ainsi que la position des pipettes dans la cage. Comme attendu,
nous avons observé une nette préférence pour la saccharine, suffisamment renforcant a une
concentration de 10%w/v. Nous avons également constaté une absence de préférence pour
une solution de chlorure de sodium a 0,2M, par ailleurs discriminatif. Cette solution peut donc

a priori étre considérée comme neutre du point hédonistique.

Enfin, & noter qu'une préférence de position était présent lorsque le sel était disponible
conjointement avec 1’eau, (la préférence pour la saccharine masque cette préférence de
position). Cette préférence est certainement due a la position habituelle des biberons d’eau.
Nous avons alors inversé la position des pipettes et les avons placées dans le sens opposé de la
cage, afin de modifier la configuration spatiale associée au comportement consommatoire.
Ajouté au contrebalancement de la position des pipettes entre les animaux, cela permet

d’annuler cette préférence.

10

Consommation (ml) sur 18h

eau sel 0.2 eau saccharine (0.10%wi/v)

Figure 7. Consommation moyenne (+ESM) sur 18h lorsqu’une solution de chlorure de sodium a 0,2M ou une

solution de saccharine (0,10% w/v) est disponible conjointement a une pipette d’eau.
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3.2. Conditionnement

L’ANOVA triple mixte révele un effet principal de la substance administrée [Fs,70 =
10,7428 ; p = 0,000001] et un effet principal de la session [Fs210 = 103,2156 ; p = 0,000000].
Des effets d’interaction sont également ressortis de 1’analyse, session*drogue [Fiz,210 =
12,0039 ; p = 0,000000], session*SC [Fs,210 = 7,3993 ; p = 0,000098] et session*drogue*SC
[F12,210 = 12,0622 ; p = 0,020713].

Les analyses post hoc de Dunnet ont été utilisées car elles permettent de comparer chaque

modalité a la modalité contrdle correspondante (groupe salin) (Figure 8.).

L’ensemble des analyses montrent une absence d’aversion gustative conditionnée pour le
groupe « salin », quel que soit le stimulus conditionnel. Pour la cocaine, nous observons une
légere diminution de la consommation de sel a la session 4, le groupe recevant la saccharine

ne différe pas du groupe contréle correspondant.

Une aversion gustative se développe dés la session 3 dans le groupe « lithium »,
uniquement pour le sel, la diminution de consommation de saccharine n’étant pas

significative.

Enfin on observe une diminution marquée de la consommation de sel et de saccharine dans
le groupe « éthanol ». Dés la session 2, la consommation de sel est significativement plus
faible que dans le groupe contrdle correspondant. Ce pattern se retrouve dans une moindre
mesure pour le groupe de souris recevant de 1’acétaldéhyde, bien que I’aversion soit plus

manifeste lorsque le sel constitue le SC.
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Figure 8. Consommation
moyenne (£ESM) sur 1h d’une
solution de sel ou de saccharine
au fil des sessions de
conditionnement et associées a
I’administration de LiCl, de
cocaine, d’éthanol,
d’acétaldéhyde ou de salin
(n=8/groupe). (**) p<0,01 et
(***) p<0,001 significativement
différent du groupe contréle
correspondant (salin-sel). (*)
p<0,05 et (***) p<0,001
significativement différent du
groupe contrdle correspondant
(salin-saccharine). N=80.
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3.3. Test du “Two Bottle Choice”

Apres la session 4, deux souris du groupe « sel-acétaldéhyde » sont mortes. L’effectif du
groupe est donc réduit a six sujets. Apres la derniére session de conditionnement et une phase
de réhydratation, les souris ont accés conjointement & de I’cau et le stimulus conditionnel

utilisé lors de la phase de pairage.

L’ANOVA factorielle réalisée sur les données du « Two Bottle Choice Test » révéle un
effet principal de la substance injectée [F4,6s = 38,76028 ; p = 0,000000], un effet principal du
SC [Fi,68 = 41,64553 ; p = 0,000000] ainsi qu’un effet d’interaction entre ces deux variables
[Fa,68 = 20,96759 ; p = 0,000000] (voir Figure 9.). Des analyses post hoc de Dunnet ont été

réalisées.

Les souris ayant regu du LiCl, de I’éthanol ou de 1’acétaldéhyde montrent une aversion

manifeste pour le stimulus conditionnel, qu’il s’agisse de saccharine ou de sel.
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Figure 9. Pourcentage moyen (+ESM) de consommation du SC sur la consommation totale. Test sur 12 heures
aprés 24 heures de réhydratation. Dix groupes (n=8/groupe, excepté pour le groupe « sel-acth » (n=6). N=78
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Les souris du groupe « cocaine-saccharine » montrent une aversion modérée pour celle-ci,

significativement plus faible que celle observée pour le sel du groupe « cocaine-sel ».

Comme attendu, les souris du groupe « salin-saccharine » consomment de grande quantité

de saccharine, largement préférée a 1’eau comme cela avait été observé dans la mise au point.

Enfin, on observe que les souris du groupe « salin-sel » évitent ce dernier et préférent
consommer de 1’eau. Ce résultat est treés différent de ce que 1’on observait dans la mise au

point durant laquelle les souris consommaient de maniere équivalente les deux liquides.

3.4. Role du sel

Afin de clarifier le réle du sel dans ces effets, une seconde expérience a été réalisée sur 48
souris femelles, naives de toute expérimentation. La méme procédure a été utilisée, excepté
que trois stimuli conditionnels ont été utilisés : une solution de chlorure de sodium a 0.1M ou
0.2 M et une solution de saccharine a 10% w/v. L’exposition aux SC était suivie d’une
injection de solution saline (aucune drogue n’a été utilisée). Enfin, seule la moitié des sujets a
été soumis a la procédure de restriction d‘eau. L’autre moitié des sujets avait acces
continuellement a le 1’eau, excepté évidemment pendant I’heure d’exposition au stimulus

conditionnel.

Tableau 5. Récapitulatif des différents groupes. N=48

SC Déshydratées Hydratées
sel 0,1M n=8 n=8
sel 0,2M n=8 n=8
saccharine n=8 n=8
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L’ANOVA triple mixte 3(SC) X 2(Groupe) X 4(Session) révele une effet principal du
groupe [Fi,42 = 14,3895 ; p =0,0047], un effet d’interaction groupe*SC [Fz,42 = 3,2509 ; p
=0,048676] et un effet d’interaction session*groupe [Fs,126 = 42,505 ; p = 0,006746].

Les souris consomment donc de maniere équivalente les trois SC. Etant donné la restriction
d’eau, les souris déshydratées boivent en moyenne de plus grande quantité. Enfin, comme
attendu, aucune aversion particuliére n’est constatée : I’analyse ne révele pas d’effet de la

session [Fs,2s = 0,4857 ; p = 0,692832] (Figure 10.)
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Figure 10. Consommation moyenne (+ESM) sur 1h d’une solution de sel, 0.1M, 0.2M, ou de saccharine au fil
des sessions de conditionnement (injection de salin) pour deux groupes de souris (hydratées vs déshydratées)
(n=8/groupe).

3.4.1. « Two bottle choice test »

Apreés la derniere session de conditionnement, les souris ont accés conjointement a de 1’eau

et le stimulus conditionnel utilisé lors de la phase de pairage.

L’ANOVA factorielle réalisée sur les données du « Two Bottle Choice Test » révele un
effet principal du groupe [Fi,42 = 39,3432 ; p = 0,000000], un effet principal du SC [Fz,.2 =
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36,9718 ; p = 0,000000] ainsi qu’un effet d’interaction entre ces deux variables [Fz,42 =
7,9543 ; p =0,001177] (voir Figure 11.).
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Figure 11. Pourcentage moyen (xESM) de consommation du SC sur la consommation totale. Test sur 1h. La
consommation d’eau est également représentée.

Les deux groupes ne different pas quant a leur consommation de saccharine, toujours

préférée a I’eau.

Par contre, en ce qui concerne le sel, les deux groupes montrent un pattern quasi inverse.
Chez les souris hydratées, le sel a 0.1 M semble renfor¢ant (préféré a 1’eau). Comme nous
I’avions observé lors de la mise au point, on remarque une équivalence de consommation pour
le sel 0,2 M et I’eau. A I’inverse, dans le groupe des souris « déshydratées » (soumises au

protocole de restriction d’eau), on observe un évitement du sel, quel que soit la concentration.

Aprés 24 heures d’hydratation, nous avons ré-effectué le test « two bottle choice » pendant
12 heures, uniquement chez les souris déshydratés et constatons que le pattern de

consommation reste sensiblement le méme (Figure 12.).
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Figure 12. Pourcentage moyen (+ESM) de consommation du SC sur la consommation totale. Test sur 12h aprés

24 heures de réhydratation (groupe déshydraté).
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V. Discussion
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1. Role de ’acétaldéhyde dans les effets hypothermiques et sédatifs de I’éthanol

1.1. Effets hypothermiques

Les expériences évaluant les effets hypothermiques réalisées chez des souris femelles Swiss
montrent que la D-pénicillamine n’influence pas 1’hypothermie induite par 1’éthanol et

I’acétaldéhyde.

Ces deux substances induisent une perte significative de la température rectale se

manifestant dés la premiére mesure, a savoir 15 minutes apres 1’injection.

Cet effet hypothermique est dépendant de la dose avec une hypothermie marquée aux plus
fortes doses.

Dans le cas de I’éthanol, on observe une perte maximale moyenne de 3,9°C & la 15°™
minute aprées I’injection de 3g/kg et une hypothermie significative durant trois heures. La dose
de 1.5g/kg exerce également son effet maximal a la 15éme minute avec une perte moyenne de

1,9 °C. Cette hypothermie induite par 1,5g/kg reste significative pendant une heure.

Pour I’acétaldéhyde, la dose de 170mg/kg induit une hypothermie significative durant 30
minutes avec une perte maximale moyenne de 3,3°C & la 15°™ minute. Une dose de
300mg/kg d’acétaldéhyde provoque une perte maximale moyenne de 4,8°C se manifestant a
la 30°™ minute. Apres une heure, I’hypothermie que provoque une telle dose n’est plus

significative.

Ces résultats sont conformes aux données obtenues chez le rat et la souris. Chez le rat,
Myers et ses collégues (1987) ont montré que I’administration d’acétaldéhyde provoque une
hypothermie dépendante de la dose, uniqguement avec de fortes doses, entre 150 et 300 mg/kg.
Ils ont observé une diminution de 2 a 3°C, 20 minutes aprés une injection intra-péritonéale de

la substance.

Par ailleurs, nous avons répliquer les données obtenues par Closon et al., en 2009 qui ont
montré chez la souris Swiss que 1’acétaldéhyde posséde des propriétés hypothermiques a
doses élevées (170 et 300 mg/kg). Ces auteurs ont montré également que des doses plus

faibles (56 et 100mg/kg) n’induisent pas d’hypothermie significative. Enfin, dans cette étude,
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ils ont montré que I’injection de 3g/kg d’éthanol provoquait une diminution maximale

moyenne d’environ 3°C, comparable aux résultats obtenus ici avec la méme dose.

On peut remarquer globalement des pertes de température un peu plus importantes dans la
présente étude. Il est possible que cela soit lié la température ambiante du laboratoire,

Ieégérement en deca des niveaux habituels (20,5°C+0,6).

Néanmoins, ces résultats, comme les précédents, indiquent que 1’acétaldéhyde exerce en soi
des effets hypothermiques. A I’instar des travaux précédents, la durée de cette diminution de
température est plus courte aprés I’injection d’acétaldéhyde par rapport a I’éthanol. Cette effet
est d0 aux différences pharmacocinétiques des deux substances et n’exclut pas I’hypothése de
la contribution de I’acétaldéhyde aux effets hypothermiques de 1’éthanol. Pour rappel, En
effet, I’acétaldéhyde est rapidement métabolisé en acétate par I’ALDH alors que I’ADH est

rapidement saturée suite a I’administration d’une telle dose d’éthanol.

De plus, il a été montré chez le rat et la souris que 1’inhibition de ’ALDH par le cyanamide
ou le disulfiram potentialise I’effet hypothermique de 1’é¢thanol (Closon et al., 2009 ; Jenssen
& Faiman, 1986). Comme ces substances sont connues pour augmenter les niveaux
périphériques et cérébraux d’acétaldéhyde (Jamal et al., 2007), ces résultats supportent

I’implication du métabolite dans les effets hypothermiques de son précurseur.

Toutefois, puisque la D-pénicillamine n’a pas d’effet sur I’hypothermie induite par
I’¢thanol et 1’acétaldéhyde, nous ne pouvons apporter d’informations supplémentaires qui

permettraient de clarifier son implication.

1.2. Effets sédatifs

Comme pour I’hypothermie, I’administration de D-pénicillamine ne modifie pas de maniére
significative I’effet sédatif de fortes doses d’éthanol ou d’acétaldéhyde. Puisqu’une tendance
a ét¢ observée pour la premiere expérience réalisée avec 4 g/kg d’éthanol, I’expérience a été
répliquée, conduisant finalement a tolérer 1’hypothése d’une absence d’effet de la D-

pénicillamine.
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Au-dela de I’absence d’effet de cette substance, les résultats sont conformes a ceux de la
littérature. Il a été montré que I’effet sédatif de 1’éthanol dépend de la dose et que 4g/kg et
plus provoquent une perte rapide du réflexe de retournement durant plus d’une heure chez la
souris (Correa et al., 2001a; Tambour et al., 2007). Indépendamment du prétraitement,
I’éthanol induit une durée moyenne de perte du réflexe de 48 minutes (x16.4) dans la
premiere expérience et de 36 minutes (+14.2) dans la seconde. Ces durées sont légérement
plus courtes que les LORR observées dans d’autres travaux. Néanmoins, on remarque une

grande variabilité inter-individuelle dans les effets sédatifs de 1’éthanol chez la souris Swiss.

Concernant I’acétaldéhyde, il a été montré chez les rongeurs non sélectionnés qu’une perte
significative du réflexe de retournement n’apparait pas en deca de 150 mg/kg (Quertemont et
al., 2004). Les études précedentes indiquent également que la durée des effets sédatifs de
I’acétaldéhyde comparé a ceux de I’éthanol est trés bréve. Quertemont et al., en 2004 ont
observé chez la souris C57BL/6 une perte du réflexe de retournement pendant 6 minutes en
moyenne aprés 1’administration intrapéritonéale de 300mg/kg. Les données obtenues dans
cette expérience chez la souris Swiss concordent parfaitement avec cette observation.
Indépendamment du prétraitement, les souris recevant une injection de 300mg/kg
d’acétaldéhyde perdent leur reflexe de retournement pendant 5 minutes en moyenne (£ 1,4).
L’écart entre les effets observés de 1’éthanol et de l’acétaldéhyde s’explique par des
différences d’ordre cinétique, déja mentionnées, mais n’exclue pas I’implication potentielle
du métabolite. En effet, apres l'administration d’éthanol, 1’acétaldéhyde est graduellement
produit a partir de son métabolisme et s’accumule lentement. Les effets de son accumulation
locale peuvent durer jusqu'a ce que 1’éthanol soit complétement dégradé. En revanche, lorsque
I’acétaldéhyde est directement administré, il est rapidement métabolisé par I’ALDH, ce qui
explique la courte durée de ses effets. D’ailleurs, certaines études ont montré que le
cyanamide potentialisait la durée de la perte du réflexe de retournement induite par 3 et 4g/kg
d’éthanol (Tambour et al., 2007). Néanmoins, le cyanamide n’induit pas de perte de reflexe
apres une dose de 2g/kg d’éthanol, qui en soi n’a pas d’effet sédatif significatif. Il semblerait
que seules les doses élevées d’acétaldéhyde ou une combinaison de cyanamide et de fortes
doses d’éthanol (3g/kg et plus) sont capables d’induire une sédation significative. Le

métabolite ne serait donc pas totalement responsable des effets sédatifs de 1’éthanol.

La D-pénicillamine est une substance dérivée de la pénicilline qui d’aprés les premiéres
¢tudes pharmacologiques, interagit avec I’acétaldéhyde (Nagasawa et al., 1977, 1978). Cette

interaction est attribuée a une forte réactivité du groupement carbonyle de 1’aldé¢hyde,
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réagissant de maniere non-enzymatique pour former des adduits stables (Kera et al., 1985 ;
Nagasawa et al., 1980 ; Serrano et al., 2007). Ces thiols ont donc été identifiés comme des
agents «sequestrant » 1’acétaldéhyde généré lors de I’oxydation de 1’éthanol in vivo
(Nagasawa, 1978). L’administration systémique de D-penicillamine conduit a une diminution
des niveaux sanguins d’acétaldéhyde générée aprés administration systémique d’éthanol, sans

altérer les concentrations de ce dernier (Nagasawa et al., 1987).

Il est possible pour une raison inconnue que 1’absence d’effet de la D-pénicillamine soit
specifique a certaines mesures comportementales. Pour vérifier cette hypothese, une
expérience méthodologiquement identique a celle réalisée par Font et al., en 2005 a été
effectuée au laboratoire. Font et ses collaborateurs en 2005 montrent que la D-penicillamine
bloque I’activation locomotrice provoquée par 1’éthanol chez la souris. Les résultats obtenus

pour nous sont non significatifs.

Si la D-pénicillamine séquestre effectivement 1’acétaldéhyde, alors nos résultats amenent a
conclure que cette action n’est pas suffisamment efficace pour qu’un effet comportemental se

manifeste.
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2. Effets aversifs de I’éthanol et de I’acétaldéhyde

L’aversion gustative conditionnée se base sur un apprentissage associatif, pendant lequel un
stimulus gustatif (stimulus conditionnel) est associé aux effets désagréables d’une substance
(stimulus inconditionnel) conduisant a une diminution de la consommation du stimulus
gustatif (réponse inconditionnelle). Depuis la découverte que des drogues d’abus, renforcantes
chez I’homme et I’animal, pouvaient provoquer une aversion gustative conditionnée, les

chercheurs tentent d’expliquer ce qui apparait a premiére vue comme un paradoxe.

Ce constat suggére que ces drogues exercent aussi des effets aversifs, indépendants de leurs
propriétés positives, qui dépendraient notamment de la dose administrée, avec une aversion se

manifestant aux doses élevées.

Une explication alternative est proposée en 1997 par Grigson P. connue sous I’hypothése
de « comparaison de renforcateur » (Grigson, 1997). Selon cette hypothése, la diminution de
consommation du stimulus conditionnel induite par les drogues d’abus n’implique
aucunement des propriétés aversives mais bien leurs effets hédoniques positifs. Cette
hypothese se base sur plusieurs observations.

La suppression de la prise d’un stimulus gustatif comme la saccharine apparait lorsque
celle-ci prédit ’acces a un stimulus inconditionnel préféré, comme du sucrose. Un phénomeéne
connu sous le nom de «contraste anticipatoire »: la saccharine est devaluée par la
disponibilité future d’un renforgateur plus important (Flaherty & Grigson, 1988). Selon cette
hypothese, la suppression de consommation de saccharine induite par des drogues d’abus
serait donc sous-tendue par une dévaluation du stimulus qui prédit 1’accés a une drogue

psychoactive renforcante, comme la cocaine.

L’aversion gustative conditionnée des drogues serait alors qualitativement différente de
celle induite par des stimuli inconditionnels conventionnellement utilisés comme le chlorure
de lithium. Ces substances engendraient de « véritables » aversions conditionnées étant donné

leur effet uniquement toxique.

Dans cette perspective, si la réduction de la consommation du SC induite par des drogues
d’abus refléte une véritable aversion, alors cette diminution devrait apparaitre

indépendamment de la nature hédonistique du SC, positive ou neutre.
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1. Statut du NaCl

Grigson en 1997 montre que des rats préférent une solution de saccharine (0.15%) a une
solution de chlorure de sodium (0.1M) et a utilisé ces concentrations dans son expérience
d’aversion gustative conditionnée pour la cocaine. La théorie de la comparaison prédit une
faible, voire une absence d’aversion pour une solution de NaCl, lorsque celle-Ci est associée a
une drogue aux propriétés renforcantes (comme 1’éthanol ou la cocaine), étant donné le
caractere neutre du stimulus. Dans cette expérience, Grigson a notamment montré une
diminution de la consommation de saccharine mais pas de NaCl, lorsque ces SC étaient

associés a une injection de cocaine, validant selon elle I’hypothese qu’elle défend.

Durant la mise au point de I’expérience 5, nous avons également constaté que les souris
préféraient la saccharine (0.15%) au NaCl (0.1M). Mais nous avons également mis en
¢vidence que le NaCl a 0.1M était préféré a I’eau, indiquant qu’a cette concentration, le sel
possede un effet hédonique positif (données non présentées). Ce n’est pas le cas du sel a une
concentration de 0.2M dont la consommation est équivalente a celle de I’eau. Cette
concentration a donc ¢été choisie pour sa valeur apparemment neutre. Il s’agit de la méme
concentration utilisée par Broadbent et al., en 2002 ou I’aversion gustative conditionnée pour

le sel uniquement a été comparée chez 15 souches consanguines de souris.

Néanmoins, les données obtenues dans ce mémoire soulignent I’importance du « two bottle
choice test » en fin de conditionnement et aménent a remettre en cause 1’utilisation du NaCl
comme élément déterminant la nature des aversions observées, lorsque sa consommation est

comparée a celle de la saccharine.

En effet, dans cette étude, la consommation de sel semble étre déterminée par I’interaction
de trois facteurs au moins : I’effet de la drogue administrée, la possibilité du choix et I’état de

déshydratation de 1’animal.

Durant les phases de conditionnement, le LiCl ne semble pas générée d’aversion
significative pour la saccharine contrairement au sel. Néanmoins, lorsque le choix leur ait
donné, les animaux montrent une consommation absolument nulle des deux stimuli,
confirmant I’effet aversif bien connu du LiCl. Durant la phase de conditionnement, il est
possible que la consommation plus faible du NaCl s’explique par un effet aversif additionnel

de ces deux sels, poussant les souris a ne consommer que tres peu de liquide.
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Pour la cocaine, 1’évolution de la consommation de sel est similaire a celle de la saccharine.
L’analyse révele toutefois que la consommation de sel durant la 4%™  session est
significativement plus faible comparée au groupe contréle. Lors du « two bottle choice test »,
alors que la consommation de saccharine suggére une aversion modérée pour ce stimulus

gustatif, la consommation de sel indigue une aversion manifeste pour ce dernier.

Ces résultats sont différents de ce qu’a observé Grigson. Plusieurs points méritent d’étre
mentionnés. Tout d’abord, son étude a été réalisée chez le rat, des différences inter-especes ne
peuvent étre exclues. Ensuite, les injections de cocaine ont été réalisées en sous-cutanée. Dans
une analyse des effets de la voie d’administration sur les CTA induite par la cocaine, Ferrari
et al., en 1991 montrent que les animaux recevant des injections sous-cutanées acquierent des
aversions robustes, dépendantes de la dose. Par contre, ces mémes doses intrapéritonéales ne
provoquent que de faibles aversions, un résultat conforme a ce que 1’on observe ici. En outre,
il est intéressant de constater que la cocaine conditionne une préférence de lieu lorsqu’elle est
injectée en intrapéritonéal et non en sous-cutané (Mayer et al., 1993). Enfin, dans I’expérience
de Grigson, un test de choix n’a pas été réalisé, ce qui semble problématique compte tenu de

ce que suggerent les résultats obtenus dans ce mémoire.

Concernant I’éthanol, on remarque une aversion robuste pour les deux stimuli durant les
phases de conditionnement, confirmée dans le test de choix. En ce qui concerne
I’acétaldéhyde, on peut observer une aversion significative pour le sel, confirmée dans le
«two bottle choice test». Comme pour la cocaine, une diminution modérée de la
consommation de saccharine est relevée. Mais a la différence de la cocaine, on remarque une
aversion importante pour celle-ci lorsque le choix entre de 1’eau et de la saccharine est

disponible.

Les résultats obtenus pour I’éthanol sont conformes avec ceux de Brodbent et al., en 2002
qui ont utilisé la méme procédure, excepté 1’utilisation de saccharine ainsi que d’un test de
choix. Ils ont néanmoins montré que 4g/kg d’éthanol induit une robuste CTA au fil des
sessions chez 15 souches de souris consanguines, indiquant un effet aversif majeur a cette

dose.

Nos résultats sont également cohérents avec les données de Risinger & Cunningham qui
indiquent qu’une aversion pour I’éthanol se développe plus rapidement avec du NaCl que de

la saccharine (Risinger & Cunningham, 1995). Dans I’expérience que nous avons réalisée, on
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peut observer en effet une nette différence de consommation de sel entre la premiere et la

seconde session de conditionnement.

Enfin, comme attendu, on n’observe aucune aversion particuliere pour les deux stimuli
conditionnels du groupe salin. Néanmoins, lorsque le stimulus conditionnel est présenté
conjointement avec de 1’eau, on remarque un pattern opposé chez ce groupe de souris. Alors
que la saccharine est largement préférée a 1’eau, les animaux ayant recu du sel comme SC
montrent une aversion statistiquement équivalente aux autres groupes qui ont été exposés a ce
stimulus gustatif. A premicre vue, ce résultat est surprenant car il différe de ce que I’on a pu
observer dans la mise au point durant laquelle les animaux consommaient de maniere
équivalente I’eau et le sel a 0.2M. La seule différence réside dans le fait que les animaux
utilisés dans la mise au point n’ont pas été soumis a un protocole de restriction d‘eau. D’un
autre cOté, lorsque 1’on compare les sessions de conditionnement au sel 0.2M des différentes
drogues avec celles du groupe salin, on peut constater une aversion plus ou moins marquée

induite par ces drogues, contrairement au groupe contréle.

L’ensemble de ces résultats suggere donc que 1’état de déshydratation de 1’animal modifie
la valeur hédonique du sel et que cette modification ne se manifeste uniquement lorsque le
choix entre de I’eau ou du sel ait donné a 1’animal. C’est ce que confirme la dernicre
expérience réalisée. Les souris non soumises a un protocole de restriction d’eau montrent une
préférence du sel 0.1M sur I’eau et une consommation d’eau et de sel 0.2M équivalente
lorsque ce choix est offert. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus lors de la mise au
point. Par contre, on obtient un pattern quasi inverse pour des souris déshydratées: la
consommation de sel est évitée, particulierement pour le sel 0.2M.. En revanche, la

consommation de saccharine est identique chez les deux groupes de souris.

Si I’état de déshydratation rend le sel 0.2M si aversif, on peut se demander pourquoi les
souris du groupe contrdle notamment, maintiennent des niveaux de consommation équivalents
a ceux de la saccharine. Chez I’homme, les pertes liquidiennes normales de l'organisme,
causées par la sudation, la respiration et les urines, sont d'environ 1,5 a 2 litres par jour. Elles
sont combinées a une perte de substances dissoutes dans les liquides corporels, notamment a
la perte de chlorure de sodium (sel). La déshydratation survient lorsque ces déperditions ne
sont pas compensées par un apport équivalent. Cet état s'observe en cas d'apport hydrique

insuffisant entre autres.
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La soif semble dépendre de deux types de signaux, I’un correspond a une diminution du
volume sanguin ou hypovolémie, ’autre correspond a la concentration des substances

dissoutes dans le sang (comme le sodium et le chlore) ou hypertonicité.

L’hypovolémie déclenche la soif dite volumétrique, notamment par un apport insuffisant
d’eau. Cette diminution du volume sanguin déclenche la sécrétion de vasopressine, une
hormone produite par la neurohypophyse, qui va agir directement sur les reins pour
augmenter la rétention d’eau et inhiber la production d’urine. Cette sécrétion de vasopressine
est déclenchée par deux types de stimuli. Tout d’abord 1’augmentation des niveaux
d’angiotensine II, se produisant en réponse a une diminution de 1’afflux sanguin vers les reins
et qui va stimuler les neurones de 1’organe subfornical du télencéphale, stimulant a son tour
les cellules magnocellulaires de 1’hypothalamus produisant alors de la vasopressine. Ensulite,
les mécanorécepteurs qui signalent la chute de la pression artérielle. Ces signaux atteignent
alors I’hypothalamus par le nerf vague et le noyau du faisceau solitaire. La diminution du
volume sanguin stimule également la composante sympathique du systéme nerveux autonome
afin de corriger la chute de la pression artérielle. Elle stimule I’animal a chercher de 1’eau et la

boire.

Le second stimulus déclenchant la soif est I’hypertonicité du sang, lorsque 1’on absorbe
trop de sel par exemple. L’hypertonicité est percue par les neurones de 1’organe vasculaire de
la lame terminale. Lorsqu’il y a hypertonicité, I’eau sort des cellules. Cette déshydratation
modifie la décharge des neurones mentionnés qui vont directement excités les cellules
responsables de la sécrétion de vasopressine et vient stimuler la soif osmotique et pousse

I’animal a consommer de I’eau (Bear et al., 2007).

Dans cette expérience, il est possible que la restriction d’eau d’une part et 1’absorption de
sel d’autre part viennent stimuler la recherche d’eau. A défaut d’eau, les souris déshydratées
continuent de consommer la solution de chlorure de sodium qui pendant un temps court
rétablit la balance hydrique. Mais lorsque 1’eau est disponible, comme le « two bottle test »,
les animaux se dirigent préférentiellement vers la solution la plus « hydratante ». On peut par
ailleurs supposer que ce besoin n’est pas suffisamment important pour venir contrecarrer

I’effet aversif des substances utilisées.
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2. Le statut de la théorie de la « comparaison de renforcateur »

Au regard de la théorie de comparaison des renforcateurs, nos résultats ne nous permettent
pas d’émettre de conclusions concernant 1’effet aversif de 1’éthanol et de 1’acétaldéhyde,
puisque nous avons mis en évidence que le NaCl n’était pas un stimulus neutre et que son

utilisation dans ce protocole semble problématique.

Cette théorie ne rend pas compte toutefois d’un certain nombre de données. Celles-Ci
tendent a donner raison a 1I’hypothése selon laquelle ce protocole révele les effets aversifs des

drogues d’abus, et de 1’éthanol en particulier.

Si les propriétés renfor¢antes des drogues d’abus sous-tendent la CTA, on devrait pouvoir
observer une corrélation entre les phénotypes observés dans le protocole de CTA et les
protocoles de CPP et d’auto-administration. Les souches de souris ou de rats qui présentent un

comportement d’auto-administration élevé devraient monter une aversion gustative robuste.

Il existe une variation genétique de la sensibilité aux effets aversifs de 1’éthanol. Par
exemple, la souris C57BL/6J semble relativement insensible aux effets aversifs d’une dose de
29/kg alors que la DBA/2J développe une aversion tres forte a cette dose (Broadbent et al.,
2002 ; Horrowitz & Whitney, 1975). Parallélement, la C57BL/6J et la DBA/2J sont connues

pour leur forte et faible appétence respectives pour le psychotrope (Crawley et al., 1997).

Il s’agit d’une relation inverse a celle prédite par I’hypothése de comparaison de
renforgateur. Ce constat souligne I’existence de différences individuelles dans les effets
aversifs de I’éthanol qui pourrait jouer un role protecteur dans 1’abus de sa consommation.
Cela suggére aussi que le paradoxe apparent entre la CTA et 1’auto-administration puisse

s’expliquer en termes de propriétés motivationnelles opposées, au moins pour 1’éthanol.

En revanche, une corrélation génétique a été établie entre la CTA induite par 4g/kg
d’éthanol et I’hypothermie ainsi que les symptomes de manque induits par cette dose
(Risinger & Cunnigham, 1998). Cette association souligne le r6le potentiel de ces deux
facteurs dans I’effet aversif de 1’é¢thanol. Méme si les expériences réalisées ici I’ont été chez
des sujets différents, nous constatons une association entre les effets hypothermiques de
I’éthanol et de I’acétaldéhyde et leurs effets aversifs, 1’acétaldéhyde produisant une

hypothermie et une aversion moindre que celles produites par 1’éthanol.
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L’examen de certains facteurs influencant 1’auto-administration devrait nous aider a mieux
comprendre les mécanismes sous-tendant 1’aversion gustative conditionnée des drogues
d’abus. L’historique toxicomaniaque par exemple. Les animaux qui ont ét€¢ exposés a la
cocaine et I’éthanol acquiérent typiquement une auto-administration plus rapidement que les
animaux naifs (Horger et al, 1990 ; Camarini & Hodge, 2004). Selon la théorie de Grigson,
cette expérience de la drogue ne devrait pas atténuer la CTA. Une sensibilisation aux effets
renforgants, sous-tendue par une modification du fonctionnement mésocorticolimbique,
devrait méme potentialiser 1’aversion gustative conditionnée. Les données de la littérature
montrent 1’inverse. Cette préexposition attenue la CTA induite par ces deux substances
(Berman & Cannon, 1974). Apres 35 jours d’administration d’alcool, des rats recevaient 2 ou
5g/kg d’éthanol aprés une solution de saccharine. Les rats contr6les montrent une CTA
dépendante de la dose alors que les animaux pré-exposés a la drogue montrent une aversion
abolit lorsque la dose est de 2g/kg et atténuée pour les animaux recevant une injection de
5g/kg. Cet effet de I’historique pourrait étre li¢ au développement d’une tolérance aux effets

aversifs de 1’éthanol.

L’age affecte également la consommation de drogues. Les adolescents s’auto-administrent
la cocaine et I’éthanol plus rapidement et en plus grande quantité que les adultes (Lynch,
2008 ; Tambour et al., 2008). lls sont donc plus susceptibles de consommer des drogues
pendant cette période de développement. Chez ces adolescents, de plus faibles acquisitions de
CTA sont constatées. C’est vrai aussi pour le LiCl, ce qui suggere qu’ils soient moins

sensibles aux aversions de maniére générale (Scgramm-Sapita et al., 2006).

Un des arguments de la théorie de Grigson réside dans 1’observation que le LiCl et autres
agents émetiques déclenchent des réponses oro-faciales de dégodt, non observées avec les
drogues d’abus. Ce constat ne donne pas forcément raison a la théorie d’une aversion
qualitativement différente entre ces deux types de substances. Elle améne peut-étre

simplement a effectuer une distinction entre 1’aversion et 1’évitement.

Les cocainomanes decrivent typiquement deux conséquences hédoniques distinctes apres
une intoxication : une euphorie initiale importante suivie d’un état caractérisé par de I’anxiéte,
de I’agitation, de la dépression et un désir important pour la drogue (Ettenberg, 2004). Ses
effets hédoniques positifs ont été modélisés chez I’animal grace aux protocoles d’auto-
administration et de préférence de lieu conditionnée. 1l est possible que ses effets hédoniques

négatifs se manifestent lors d’une CTA, lorsque pour sur base de mécanismes adaptatifs, un
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état interne désagréable soit spontanément associé a un stimulus gustatif et engendre une

réponse de nature protectrice, a savoir un évitement de la substance conditionnelle.

C’est ce que suggere I'idée de Huang & Hsiao. Ces auteurs proposent que les effets
internes aversifs des drogues d’abus ou du LiCl soient principalement associés aux stimuli
gustatifs alors que les effets internes positifs soient plutot associés aux stimuli externes, ce qui
expliquerait pourquoi une méme dose est a la fois auto-administrée, recherchée (CPP) et
induit une CTA.

Les premieres études réalisées sur les aversions gustatives montrent en effet que lorsque
des stimuli gustatifs et audiovisuels (une lumiére et un son) sont présents simultanément lors
d’une exposition au LiCl ou a un choc électrique, on observe une association importante entre
le stimulus gustatif et le LiCl d’une part et entre les stimuli audiovisuels et le choc ¢électrique

d’autre part (Garcia & Koeling, 1966).

Si les effets aversifs des substances testées se manifestent par une CTA, alors nos résultats
indiquent que chez le rongeur naif, une dose élevée d’éthanol induit un effet aversif robuste.
Dans cette perspective 1’acétaldéhyde provoque une aversion moindre lorsqu’il est associé a
la saccharine. Néanmoins, nous disposons encore trop peu d’informations pour clarifier son

réle dans les effets de son précurseur.
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