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RESUME

L’addiction aux drogues est une pathologie psychiatrique chronique qui représente un
probleme de santé publiqgue majeur. Malgré des avancées importantes permettant de mieux
comprendre les modifications cérébrales induites par les drogues d’abus, les thérapies
restent encore limitées. Ainsi, I'’étude des processus cérébraux qui sous-tendent les risques
de rechute a long terme semble étre centrale a |’élaboration de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Une partie de cette thése vise a déterminer les modifications cérébrales
induites a long terme lors du sevrage, suite a une prise chronique de cocaine. Notre
premiere étude a révélé une réduction de la densité vasculaire cérébrale lors du sevrage
précoce, exclusivement localisée dans le cortex cingulaire. Dans la seconde étude, nous
avons mis en évidence des modifications du métabolisme cérébral et étudié leur évolution
lors du sevrage. Aprés un mois de sevrage, période ou l'on trouve le phénoméne
d’incubation du « craving », nous avons mis en évidence une réduction du métabolisme
cortical et striatal alors que I'amygdale se voit hyperactivée témoignant d’une dérégulation
des fonctions cérébrales. Enfin, nous avons caractérisé le mécanisme sous-jacent a I'effet
« anti-craving » de I’environnement enrichi (EE). Nous avons émis I'hypothése que I'EE
agirait comme une récompense alternative pour diminuer la recherche de cocaine, ainsi
nous avons testé les effets de I'exposition au sucrose et a l'exercice physique sur le
comportement de recherche de drogue. Nous avons montré que |'accés a une récompense
alternative pendant le sevrage ne permet pas de réduire la recherche de cocaine suggérant

que I'EE n’agit pas exclusivement comme une récompense alternative.

Mots clés: addiction, cocaine, abstinence, neuro-adaptation, récompense alternative,

rechute
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ABSTRACT

Drugs addiction is a chronic brain disorder representing a major public health problem.
Although important advances allowed a better understanding of the cerebral modifications
induced by chronic exposure to drugs, the therapies still nowadays limited. Therefore the
investigation of cerebral processes that underlie the persistent risks of relapse, seem to be
crucial to offer new therapeutic strategies. A part of this thesis aims at investigating the
cerebral modifications induced in a long term during the withdrawal, due to a chronic
voluntary intake of cocaine. In our first study we found a reduction of the density of cerebral
vessels during the early withdrawal selectively localized in the cingular cortex. In our second
study we found that cocaine intake leads to modifications of cerebral metabolism that
evolve during the withdrawal. After one month of withdrawal, at a time when the
phenomenon of incubation of craving is found, we found a decrease in cortical and striatal
metabolism and a hyperactivation of the amygdala which demonstrates a persistent
disregulation of brain functioning. Finally, in our third study, we tried to dissect the
mechanism underlying the anti-craving effect of the enriched environment (EE). We
hypothesized that the EE acts as an alternative reward to decrease the cocaine seeking
behavior. Thus we tested the effects of exposure to sucrose or the physical exercise on
relapse to cocaine. We demonstrated that the access to an alternative reward during the
withdrawal does not allow reducing cocaine seeking which suggests that the EE does not act

exclusively as an alternative reward.

Key words: addiction, cocaine, withdrawal, neuroadaptation, alternative reward, relapse
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Introduction

Chapitre 1 : L’Addiction

I. Un probléme de santé publique

L’addiction aux drogues est un probléeme de santé publique dans les pays
industrialisés de par l'augmentation de la disponibilité de ces drogues et de leur
expérimentation par la population. En France, une étude de 2010, menée sur une cohorte
d’individus agés de 18 a 44 ans, montre que la prévalence de la consommation de drogues
illicites n’a cessé d’augmenter depuis les années 2000. En effet, 45% des 18-44 ans ont déja
expérimenté le cannabis, 5,6% la cocaine, 4,8% I'amphétamine (AMPH) et 1,7% |’héroine

(OFDT, www.ofdt.fr).

Aprés le cannabis, la cocaine est la seconde drogue illicite la plus consommée en
France. En effet, sa circulation au sein du territoire a nettement augmenté permettant ainsi
une démocratisation de son usage alors qu’elle était, jusqu’alors, principalement
consommée par les classes sociales aisées (OFDT, www.ofdt.fr). De plus, la prévalence de la
consommation de cocaine chez les 18-44 ans a doublé entre les années 2000 et 2010,
passant de 2,5% a 5,6% (OFDT, www.ofdt.fr). De surcroit, une évolution des tranches d’age
des personnes ayant déja expérimenté la cocaine a également pu étre démontrée
puisqu’elle apparait maximale pour les 26-34 ans. Enfin, en 2010, toutes les tranches d’age

en dessous de 50 ans comptaient de nouveaux expérimentateurs (Tendance n°76, OFDT).

L’'ensemble de ces données épidémiologiques mettent en évidence I'augmentation
du nombre de personnes consommant de la cocaine mais également du nombre
d’hospitalisations pour des problémes de consommation de drogues (Drogues, Chiffres clés,
Janvier 2012, Drogues et addictions, données essentielles, OFDT). Cette constatation met
I'accent sur la nécessité de mieux comprendre les mécanismes cérébraux sous-jacent aux
comportements additifs afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour

palier a cette pathologie qu’est I'addiction a la cocaine.
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Introduction

Il. Définition

L’addiction est une pathologie cérébrale chronique caractérisée par une recherche et
une prise compulsive de drogue, une perte de contréle sur la prise en dépit des
conséquences négatives et I'’émergence d’un état affectif négatif lorsque la drogue n’est plus
disponible (Leshner, 1997; Koob et al., 1998; Hyman and Malenka, 2001; Kreek et al., 2002).
De plus, I'addiction est également marquée par un tres fort taux de rechute qui persiste
méme aprés une longue période d’abstinence lorsque les symptomes de sevrage ont disparu

(Hyman and Malenka, 2001).

D’un point de vue clinique, la définition et le diagnostic de la dépendance aux
drogues d’abus se basent sur deux manuels : le DSM-V (Diagnostic and Statistical manual of
Mental disorders - 5°™ édition) (Tableau 1) et la CIM-10 (Classification statistique
Internationale des Maladies et des problémes de santé connexes - 10°™  édition ;
Organisation Mondiale de la Santé, 1992) (Tableau 2). Le DSM-V, édité en 2013, a fait débat
au sein de la sphére médicale et scientifique. En effet, dans ce nouveau manuel, il n’y a plus
de distinction entre I'abus et la dépendance mais une nouvelle catégorie apparait sous le
nom de « Substance-Related and Addictive Disorders » englobant I’ensemble des troubles
addictifs liés a I'utilisation d’'une substance. Les critéres de diagnostic ont vu évoluer leur
nombre d’items, passant de 7 pour le diagnostic de la dépendance selon le DSM-IV, a 11
pour le DSM-V. Ces nouveaux items mettent 'accent sur les problemes psychosociaux
associés a l'utilisation de la substance et introduisent un item dédié au « craving », ce désir
irrépressible pour la substance utilisée. Enfin, I'autre changement au sein du DSM-V est la
diminution du seuil d’entrée dans le diagnostic qui n’exige plus que la présence d’au moins 2
des 11 critéres au cours des 12 derniers mois, alors que le DSM-IV en nécessitait 3 (Tableau

3).
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A. A pattern of substance use leading to clinically significant impairment or distress, as manifested
by at least two of the following, occurring within a 12-month period:

1- The substance is often taken in larger amounts or over a longer period than was intended.

2- There is a persistent desire or unsuccessful efforts to cut down or control substance use.

3- A great deal of time is spent in activities necessary to obtain the substance, use the
substance, or recover from its effects.

4- Craving, or a strong desire or urge to use the substance.

5- Recurrent substance use resulting in a failure to fulfill major role obligations at work,
school, or home.

6- Continued substance use despite having persistent or recurrent social or interpersonal
problems caused or exacerbated by the effects of the substance.

7- Important social, occupational, or recreational activities are given up or reduced because
of substance use.

8- Recurrent substance use in situations in which it is physically hazardous.

9- Substance use is continued despite knowledge of having a persistent or recurrent physical
or psychological problem that is likely to have been caused or exacerbated by the substance.

10- Tolerance, as defined by either of the following:

a. A need for markedly increased amounts of the substance to achieve intoxication or
desired effect.

b. A markedly diminished effect with continued use of the same amount of the substance.
Note: This criterion is not considered to be met for those taking substance medications solely under
appropriate medical supervision, such as medications for attention- deficit/hyperactivity disorder or
narcolepsy.

11- Withdrawal, as manifested by either of the following:

a. The characteristic withdrawal syndrome for the substance

b. The substance is taken to relieve or avoid withdrawal symptoms.

DSM-V : Diagnostic and Statistical manual of Mental disorders - 5éme édition ; American
Psychiatric Association, 2013

Tableau 1 : Critéres de la dépendance d’apres le DSM-V.
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Le diagnostic d’'une dépendance nécessite I'apparition d’au moins trois des manifestations
suivantes, en méme temps, au cours de la derniére année :

1- Désir puissant ou compulsif d’utiliser une substance psychoactive

2- Difficultés a controler I'utilisation de la substance (début ou interruption de la
consommation au niveau de I'utilisation)

3- Emergence d’un syndrome de sevrage physiologique quand le sujet diminue ou
arréte la consommation d’une substance psychoactive, comme en témoignent la survenue
d’un syndrome de sevrage caractéristique de la substance, ou l'utilisation de la méme
substance (ou d’une substance apparentée) pour soulager ou éviter les symptomes de
sevrage

4- Mise en évidence d’une tolérance aux effets de la substance psychoactive : le
sujet a besoin d’'une quantité plus importante de la substance pour obtenir I'effet désiré

5- Désintérét progressif pour toute autre activité au profit de l'utilisation de la
substance psychoactive, et augmentation du temps passé a se la procurer, la consommer ou
récupérer ses effets

6- Poursuite de la consommation de la substance malgré ses conséquences nocives.

CIM-10 : Classification statistique Internationale des Maladies et des problémes de santé connexes —
10eme édition ; Organisation Mondiale de la Santé, 1992

Tableau 2 : Critéres de la dépendance selon la CIM-10
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DSM-IV DSM-V
Diagnostic Criteria

Dependence Substance use disorder

Using more or over a longer
X X
period than was intended

Persistent desire/unsuccessful

X X
efforts to cut down
Great deal of time spent in

X X

activities to obtain substance
Craving _ X
Failure to fulfill obligations _ X
Social/interpersonal problems _ X
Neglect of important activities X X
Hazardous use _ X

Psychological/Physical
X X
problems
Tolerance X X
Withdrawal X X
Diagnostic Threshold 2 3 Criteria 2 2 Criteria

Tableau 3 : Résumé des différences de diagnostic de la dépendance entre le DSM-IV et le
DSM-V

Bien que les nouveaux criteres de diagnostic du DSM-V aient fait débat au sein de la
communauté meédicale, ces manuels de diagnostic sont des outils indispensables et

couramment utilisés pour le diagnostic de dépendance liée a I'usage d’une substance.

lll. Le cycle de I’addiction

Le phénomene d’addiction peut étre décomposé en différentes phases successives

qui constituent un cycle (Figure 1).
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La premiére, la phase d’acquisition, correspond a la premiéere exposition de I'individu
a la drogue. Par la suite, I'individu va augmenter sa fréquence de consommation, passant
progressivement d’une prise intermittente a une prise réguliére appelée phase de maintien
ou d’intoxication. Cette phase est largement associée aux effets récompensants de la
drogue, l'individu est alors soumis aux effets physiques et psychiques de la drogue (Koob
and Le Moal, 2001a). L'individu bascule ensuite d’'un usage régulier a une consommation
non controlée qui, progressivement, aboutira a I'addiction. Par la suite, le sujet peut entrer
dans une phase d’abstinence qui est volontaire ou non, et qui se conclut, dans plus de 80%
des cas lors d’'une addiction a la cocaine, par une rechute. Le sujet replonge alors dans la

phase précédente de consommation non controlée de la substance et donc, dans I'addiction.

Relapse to addiction
(with no medications)

1 "

>80%

N
. .
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.
» .
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Initial use Sporadic Regular use Addiction Early Protracted
of drug intermittent withdrawal abstinence
use (abstinence) o
]
.
A .
.
L]
.
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.
’
 Short-acting opiates: 1in 3 to 1 in 4 individuals who ever | 4
self-administer progress to addiction
® Cocaine: 1in 10 to 1 in 20 individuals who ever self-administer . Sustained abstinence
progress to addiction <20% (with no medications)
¢ Alcohol: 1in 10 to 1 in 20 individuals who ever self-administer
progress to addiction

Figure 1 : Représentation schématique du cycle de I’addiction (d’aprés Kreek et al., 2002)

T4

IV. Différences interindividuelles et facteurs de vulnérabilité

Bien que le nombre de personnes expérimentant des drogues d’abus pendant leur
vie soit important, seul un faible pourcentage (15 a 20%) de ces individus développe une

addiction (Hyman and Malenka, 2001). En effet, la transition entre une prise contrélée de
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drogue et la mise en place d’'un comportement compulsif de la consommation est la
résultante de linteraction entre des facteurs de vulnérabilité, rendant l'individu plus
sensible aux effets renforcants des drogues. Ces facteurs de vulnérabilité englobent la
composante génétique, mais aussi environnementale et la drogue elle-méme (Kreek et al.,
2002) (Figure 2). Chacun de ces trois facteurs représente individuellement un facteur de
risque de vulnérabilité a développer une addiction, mais ce risque est potentialisé lorsque

plusieurs de ces facteurs sont associés.

——_ Environnement

Drogue

Figure 2: Implication du patrimoine génétique, des facteurs environnementaux et des
effets de la drogue sur la vulnérabilité a I’addiction. Chacun de ces facteurs présente un
risque de vulnérabilité a I'addiction qui sera augmenté lorsque plusieurs de ces facteurs
sont combinés (D’apres Kreek et al., 2002).

A. Les facteurs génétiques

Parmi I’ensemble des individus consommant de facon occasionnelle et récréative des
drogues d’abus, seule une faible proportion développe une addiction pour la substance
consommée. Partant de ce constat, I'hypothése de I'existence d’une vulnérabilité
intrinseque a l'individu a été avancée. Il existerait donc des facteurs de vulnérabilité

génétique chez certains individus les rendant plus vulnérables a développer une addiction.
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Ces différences génétiques pourraient expliquer, en partie, pourquoi certains individus
consomment toute leur vie des drogues de facon contrblée alors que d’autres perdent le

contréle sur leur consommation et plongent dans un comportement addictif.

Les premiéres études sur I'influence de la composante génétique dans la vulnérabilité
a développer une addiction ont montré I'implication du géne codant pour le récepteur a la
dopamine D2. Ces études ont été menées majoritairement sur des cohortes de patients
alcooliques. Plus particulierement, Blum et ses collaborateurs ont montré que des individus
exprimant un allele spécifique (A1) du gene codant pour le récepteur dopaminergique D2
avaient une vulnérabilité accrue pour I'alcoolisme (Blum et al., 1990; Noble, 2000). Par la
suite, des études épidémiologiques ont étendu l'influence de I'alléle A1 du gene codant le
récepteur dopaminergique D2 a l'addiction a d’autres classes de drogues comme les
psychostimulants (cocaine et AMPH), les opiacés (héroine) et la nicotine (Comings and Blum,
2000; Noble, 2000). Par ailleurs, afin de mieux évaluer I'influence de la carte génétique dans
la vulnérabilité a I'addiction, de nombreuses études cliniques ont été réalisées sur des
jumeaux et des enfants adoptés (Koob and Le Moal, 2001a). Les études sur des jumeaux ont
mis en avant I'importance de l'influence génétique dans la mise en place d’une addiction a
I'alcool (Heath et al., 1997). Ainsi, les jumeaux monozygotes montrent un plus fort taux
d’alcoolisme que les jumeaux dizygotes (Koob and Le Moal, 2001a). Parallelement, des
études épidémiologiques effectuées chez des enfants adoptés montrent que des enfants de
parents biologiques alcooliques et placés dans une famille d’adoption, développent eux-
mémes plus souvent une addiction a I'alcool que des enfants adoptés « contrbles » nés de
parents biologiques non alcooliques (Koob and Le Moal, 2001a). Des conclusions similaires
ont été amenées pour I'addiction au tabac (Koob and Le Moal, 2001a).

De plus, des études en neuro-imagerie, effectuées chez des sujets issus de familles
avec une prévalence importante pour l'alcoolisme mais n’ayant, eux-mémes, pas développé
cette pathologie, montrent un niveau d’expression élevé des récepteurs dopaminergiques
D2 dans le striatum (Volkow et al., 2009). Des données similaires ont été obtenues pour la
réponse aux psychostimulants. En effet, les individus ayant un niveau élevé de récepteurs
dopaminergiques D2 dans le striatum ont un effet aversif aux psychostimulants par rapport

aux individus avec un faible niveau d’expression de ces mémes récepteurs (Volkow et al.,

30



Introduction

1999). La forte expression des récepteurs dopaminergiques D2 semble donc étre protectrice
envers |'addiction aux drogues, et notamment, I'alcool et les psychostimulants. Bien que le
géne codant le récepteur dopaminergique D2 soit considéré comme le géne candidat majeur
dans la vulnérabilité a I'addiction, d’autres genes ont pu étre identifiés comme jouant un
role dans la susceptibilité a cette psychopathologie. Il s’agit, entre autres, des genes codant
pour les enzymes de type monoamine oxydase (MAQ), et catéchol-oxy-méthyltransférase
(COMT) ainsi que pour le transporteur de la dopamine (DAT) (Blum et al., 1990; Comings and
Blum, 2000).

B. Les facteurs environnementaux

Le terme « environnement » englobe une variété de facteurs divers tels que le niveau
socio-économique, les conditions de vie familiale, les relations sociales auxquelles un
individu va étre exposé pendant sa vie pré- et post-natale et qui pourront influencer les
réponses cérébrales et comportementales de sa vie future. De fagon générale, les facteurs
environnementaux négatifs (niveau socio-économique faible, maltraitance, faibles relations
sociales, faible niveau d’éducation) vont rendre les individus plus vulnérables au
développement d’une addiction (De Bellis, 2002). Chez des modeéles animaux d’addiction, il a
largement été décrit que diverses conditions stressantes, telles qu’une agression sociale, un
stress physique ou chimique et méme un stress prénatal, augmentent la vulnérabilité
individuelle face a I'acquisition d’'un comportement d’auto-administration de drogue, ou
encore, accroit la rechute lors de la période d’abstinence (Piazza and Le Moal, 1996; De

Bellis, 2002).

A I'opposé, des conditions de vie positives et stimulantes (bonnes relations familiales
et sociales, haut niveau d’éducation, pratique d’activités stimulantes) sont protectrices
envers I'addiction aux drogues. En laboratoire, des conditions de vie positives peuvent étre
modélisées par un EE (Voir Chapitre 4 « Influence de I’exposition a un environnement positif
sur les comportements addictifs »). L’hébergement de rongeurs dans un tel environnement a
permis de démontrer que I'EE possede a la fois des effets préventifs et curatifs sur des

modeles animaux d’addiction (Solinas et al.,, 2010a). En effet, de nombreuses études ont
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montré que I'exposition de souris a un EE permet de diminuer la réponse comportementale
face a diverses drogues d’abus. Ainsi, des souris élevées en EE présentent une diminution de
la sensibilisation comportementale a I’AMPH (Bardo et al., 1995b), a la nicotine (Adams et
al., ; Green et al., 2003), a la morphine (Bardo et al., 1995a) et a la cocaine (Solinas et al.,
2009). L'effet préventif de I'EE a également été démontré dans des modeéles d’auto-
administration ; des rats élevés en EE s’auto-administrent moins d’AMPH (Bardo et al., 2001;
Green et al., 2002) et de cocaine (Gipson et al., ; Puhl et al., 2012) que des rats contréles. De
plus, les rats hébergés en EE ont une motivation diminuée pour la prise d’AMPH (Bardo et
al., 2001; Green et al., 2002) et montrent un niveau de rechute également abaissé (Stairs et
al., 2006). Les vertus positives de I'EE ont pu, par la suite, étre élargies vers un effet
« curatif » dans I'addiction. En effet, I'exposition des animaux a I'EE aprés I'exposition a la
drogue a permis de montrer une diminution de la sensibilisation comportementale induite
par la cocaine dans un modele de souris (Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2011a). De plus,
I’exposition de rats a un EE pendant une période de sevrage consécutive a une procédure
d’auto-administration de cocaine permet de diminuer le comportement de recherche de

drogue.

Parallelement aux études effectuées sur I'EE, plusieurs travaux rapportent un effet
bénéfique d’une stimulation environnementale via des récompenses alternatives sur les
comportements addictifs. Par exemple, Vendruscolo et ses collaborateurs ont montré que la
consommation de sucrose chez le rat, pendant la période d’adolescence, diminue la réponse
comportementale aux drogues a l'age adulte, notamment la consommation d’alcool
(Vendruscolo et al., 2010a) . De plus, dans des procédures d’auto-administration, ou le rat
doit choisir entre la cocaine et une solution sucrée, I’'animal montre une nette préférence
pour la solution sucrée (Lenoir et al., 2007; Ahmed, 2012). Ainsi, I'acces a des stimulations
environnementales moins complexes que I'EE, comme par exemple une solution sucrée qui
est une récompense pour les rongeurs, conduit a des effets bénéfiques envers les

comportements addictifs.

Par ailleurs, I'influence de I'’environnement sur la vulnérabilité aux drogues a pu étre
mise en évidence dans des études de dominance chez le singe. En effet, des singes élevés

individuellement puis assignés par la suite dans des groupes sociaux de quatre individus
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montrent une modification de la fonction dopaminergique en fonction du rang social. Les
singes dominants présentent une augmentation du niveau d’expression des récepteurs
dopaminergiques D2 par rapport aux singes subordonnés et cet effet est associé a une
diminution de la prise de cocaine (Morgan et al., 2002). Cette étude met donc en avant
I'implication des modifications environnementales dans la génese de modifications
cérébrales, avec, pour conséquences, des changements comportementaux majeurs comme

par exemple la vulnérabilité a la cocaine.

L'effet protecteur d’une stimulation environnementale sur I'addiction aux drogues
est développé dans le chapitre 4 « Influence de I’'exposition a un environnement positif sur les
comportements addictifs » et le chapitre 5 « Effet de I'exposition a une récompense

alternative sur les comportements addictifs ».

C. Linfluence de la drogue

La mise en place d’une addiction résulte du passage d’une prise occasionnelle de
drogue a une prise chronique, compulsive, par l'individu. La prise chronique de drogue va
engendrer des neuro-adaptations durables au niveau du cerveau (Leshner, 1997; Hyman and
Malenka, 2001) qui vont rendre l'individu vulnérable aux effets renforgants des drogues et
ainsi jouer un role prépondérant dans le maintien de la consommation. Plus spécifiquement,
les neuro-adaptations moléculaires et cellulaires induites par les drogues sont observées au
niveau du circuit de la récompense qui a un réle physiologique dans la motivation et
I'appétence pour les récompenses naturelles (Robinson and Berridge, 2003). Le modele de la
sensibilisation comportementale a été un modele instrumental de référence pour mettre en
évidence les changements durables induits par la prise chronique de drogue. En effet,
I’'administration répétée de drogue provoque une sensibilisation du circuit neuronal de la
récompense induisant alors une augmentation des effets des drogues au fil du temps
(Robinson and Berridge, 2003). De facon générale, I'utilisation chronique de cocaine altere le
fonctionnement cérébral, notamment en ciblant le systéme dopaminergique dans le noyau
accumbens (NAc), qui entraine le renforcement positif de la drogue. En effet, une diminution

significative du niveau basal de dopamine (DA), ainsi qu’une diminution de I’élévation de DA
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suite a chaque injection de cocaine, est mesurée dans le NAc et le striatum dorsal (Str D)
aprés une administration en « binge » de cocaine (Maisonneuve et al., 1995). A l'inverse,
suite a une administration chronique de cocaine, une augmentation de la libération de DA
induite par la cocaine est observée dans ces mémes régions (Kalivas and Duffy, 1993; Pierce
and Kalivas, 1997). Dans les modéles animaux, les effets de la prise chronique de drogue
semblent donc étre modulés par le mode d’administration de la drogue. De surcroit, la prise
répétée de drogue permettrait de conférer a un stimulus initialement neutre, une valeur
motivationnelle et incitative de type Pavlovien. Ce processus conditionné joue un role
important dans I'’émergence d’un état de manque et de désir irrépressible de consommer la
substance (le « craving »), augmentant alors la vulnérabilité a la rechute (Dackis and O'Brien,

2001; Robinson and Berridge, 2003).

Par ailleurs, des études réalisées sur des modéles animaux d’auto-administration de
drogue et chez ’'Homme ont mis en avant une diminution de I'activité cérébrale suite a la
prise chronique de drogue. En effet, il a été mis en évidence que I'effet récompensant d’une
stimulation électrique intracérébrale est diminué suite a une administration chronique de
cocaine (Ahmed et al., 2002b). De plus, I'accés répété et sur de longues périodes a la cocaine
induit une escalade de la prise par les rats au fil des sessions (Ahmed and Koob, 1998)
mettant en avant une augmentation du seuil hédonique. De surcroit, une étude récente,
menée par Willuhn et ses collaborateurs, montre que la libération phasique de dopamine
dans le striatum diminue au fil des sessions d’auto-administration de cocaine (Willuhn et al.).
Ainsi, il semblerait que les modifications comportementales dues a la consommation
répétée de cocaine soient liées, au moins en partie, a une diminution fonctionnelle du
systeme de la récompense et plus particulierement du systéme dopaminergique.
L’hypofonctionnalité de ce systéme a été également mis en évidence chez des sujets addicts
a la cocaine grace a des études de neuro-imagerie (Volkow et al., 1990a; Volkow et al., 1993;
Volkow et al., 1997b; Goldstein and Volkow, 2002; Parvaz et al., 2011). La mise en place des
phénoménes neuro-adaptatifs induits par la prise chronique de cocaine sera développée

plus en détails dans le chapitre suivant, Chapitre 2 « La Cocaine ».
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Chapitre 2 : La Cocaine

I. Historique

La cocaine est un alcaloide extrait des feuilles du cocaier « Erythroxylon coca »,
plante originaire d’Amérique du Sud, dans la cordillere des Andes. La transformation de la
feuille de coca amene a différents modes de consommation. L’utilisation du cocaier remonte
a plus de 5000 ans ou il était utilisé comme plante sacrée lors des cérémonies religieuses.
Par la suite, les feuilles de coca ont été fumées ou utilisées dans des tisanes afin de bloquer
la faim et la fatigue. A partir des feuilles de coca, une pate masticatoire de coca est obtenue
mais peu consommeée. Cette pate permet la fabrication du chlorhydrate de cocaine, poudre
blanche, qui est la forme de cocaine la plus consommée par injection, inhalation ou
ingestion. L'utilisation premiére de la cocaine a été réalisée pour ses vertus médicinales. En
effet, la cocaine possede des propriétés d’anesthésique local et a également été employée
dans le traitement des troubles respiratoires comme |'asthme, la tuberculose ou les
insuffisances respiratoires. De plus, la cocaine a également été utilisée, a Vienne par
Sigmung Freud a la fin du 19° siécle, pour ses vertus euphorisantes et comme substitut dans

I’addiction a I'alcool, la morphine et I'opium.

A la fin du 19° siécle, la cocaine est introduite dans des produits du quotidien comme
par exemple, le chewing-gum, les cigares et cigarettes, ainsi que dans le coca-cola et le vin
Mariani (A brief history of cocaine. Steven B. Karch, 2006). Ainsi au début du 20° siécle, les
doses de cocaine consommeées étaient trés élevées, précipitant de nombreux cas
d’addiction. Suite a ce constat, les Etats-Unis ont mis en place une réglementation de la
distribution et de l'utilisation de cocaine par I'adoption en 1914 du « Harrison Act » qui
interdit 'usage non médical de la cocaine et son importation afin également de diminuer la

criminalité liée a I'usage de cette drogue.

En France, il a fallu attendre le début du 20° siécle pour qu’un texte de loi interdise la
consommation de drogue et qu’une liste des stupéfiants soit publiée. Bien que la cocaine ait
longtemps été consommée dans le cercle fermé des classes aisées, son utilisation est

maintenant démocratisée, notamment suite a la baisse de son prix et 'augmentation de sa
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disponibilité, avec un record historique des saisies en 2011 de 11 tonnes (OFDT).
Aujourd’hui la cocaine, sous sa forme chlorhydrate, est la drogue illicite la plus consommée

apres le cannabis, ce qui en fait un probleme de santé publique majeur.

Il. Effets neurobiologiques

A. Mode d’action, cibles moléculaires

La cocaine est un psychostimulant possédant des effets anti-fatigue, euphorisants et
stimulants. Comme la majorité des psychostimulants, la cible pharmacologique premiére de
la cocaine est le systeme monoaminergique. La cocaine agit en bloquant les transporteurs
aux monoamines situés au niveau des terminaisons synaptiques monoaminergiques. Ainsi la
cocaine va bloquer la recapture des trois principaux neurotransmetteurs a monoamines que
sont la dopamine (DA), la sérotonine (5-HT) et la norépinéphrine (NE), et par conséquent,
augmenter la transmission monoaminergique sera augmentée (Rothman et al., 2001;

Broderick et al., 2003).

Bien que la cible pharmacologique principale de la cocaine englobe le systeme
monoaminergique de facon générale, les effets locomoteurs stimulants et les propriétés
renforcantes de la cocaine semblent étre attribués a son action sur le systéme
dopaminergique mésocorticolimbique (Ritz et al., 1987). Au niveau des terminaisons
neuronales dopaminergiques, la cocaine va se fixer sur le DAT, bloquant alors la recapture de
la DA et provoquant une augmentation du taux de ce neurotransmetteur dans la synapse
(Figure 3) (Kuhar et al., 1991). Cette accumulation synaptique de DA va accroitre la
transmission dopaminergique, mécanisme crucial pour la mise en place des effets
locomoteurs et renforcants de la cocaine. Des études de microdialyse ont mis en évidence
une augmentation rapide et dose-dépendante du taux de DA extracellulaire suite a une
injection aiglie de cocaine, notamment dans le noyau accumbens (NAc), le noyau caudé
putamen (CPu) et le cortex préfrontal (PFC) (Church et al., 1987; Ritz et al.,, 1987;

Maisonneuve and Kreek, 1994). De plus, des études, réalisées sur des souris Knock-Out pour
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le DAT, ont mis en avant lI'implication de ce transporteur dans les effets, notamment
locomoteurs, de la cocaine puisque ces souris ne montrent pas d’augmentation locomotrice
suite a I'injection de cocaine (Giros et al., 1996). Enfin, 'importance de la DA dans les effets
renforgants de la cocaine a été mise en évidence dans des modeles animaux suite a la Iésion
des terminaisons dopaminergiques dans le NAc ou a l'inhibition, par des antagonistes, des
récepteurs dopaminergiques, qui abolissent le comportement d’auto-administration de

cocaine (De Wit and Wise, 1977, Pettit et al., 1984, Zito et al., 1985; Giros et al., 1996).

Q Cocaine

Dopamine

Figure 3: La cocaine induit une augmentation de la dopamine synaptique. La cocaine
bloque le transporteur de recapture de la dopamine (DAT) localisé au niveau de la
membrane pré-synaptique provoquant alors une augmentation accrue de dopamine dans
la synapse (Hyman et al., 2006b)
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B. Les circuits neuronaux impliqués dans I’addiction aux drogues : le

systéeme mésocorticolimbique

La cocaine, comme les autres drogues d’abus, agit principalement au niveau cérébral
sur le circuit de la récompense qui, dans des conditions physiologiques, est impliqué dans les
effets récompensants et renforgants de stimuli naturels (nourriture, eau, sexe) (Salamone et
al.,, 2005). Ce circuit, appelé le systeme mésocorticolimbique, est constitué de neurones
dopaminergiques dont les corps cellulaires sont situés au niveau de l'aire tegmentale
ventrale (VTA) (Figure 4). Ces neurones émettent des projections vers deux grands types de
structures : limbiques (circuit mésolimbique) et corticales (circuit mésocortical). Les régions
de projections limbiques comptentle noyau accumbens (NAc), I'amygdale (AMY),
I'hippocampe (HP) et le pallidum ventral (VP) (Feltenstein and See, 2008). Les régions
corticales quant a elles comprennent le cortex préfrontal (PFC), le cortex orbitofrontal (OFC)

et le cortex cingulaire antérieur (ACC).

f prp:;:ambuh -

Figure 4 : lllustration schématique et simplifiée du systeme mésocorticolimbique dans le cerveau
de rat mettant en avant les principales efférences du noyau accumbens (NAc) et de l'aire
tegmentale ventrale (VTA). Les neurones dopaminergiques issus de la VTA (en rouge) projettent
vers le NAc et le cortex préfrontal (PFC). Ces neurones sont controlés par les systémes
GABAergiques (en orange) et glutamatergiques (en bleu). Les neurones glutamatergiques
proviennent du PFC, de I'amygdale, de I’hippocampe et du Bed Nucleus of the Stria Terminalis
(BNST), et projettent notamment vers la VTA et le NAc. Les neurones GABAergiques issus du NAc
projettent vers la VTA. PFC : cortex préfrontal ; NAc : noyau accumbens ; VP : pallidum ventral ;
BNST : bed nucleus of the stria terminalis ; LH : hypothalamus latéral ; VTA : aire tegmentale
ventrale. (Kauer and Malenka, 2007).
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1. Circuits neuronaux impliqués dans les effets renforcants de la

cocaine.
a. L’Aire Tegmentale Ventrale (VTA)

La VTA est majoritairement composée de neurones dopaminergiques qui sont la cible
pharmacologique des drogues d’abus. Ces neurones sont régulés par a) les neurones
GABAergiques, seconde population neuronale présente au sein de la VTA, b) les afférences
GABAergiques inhibitrices provenant du NAc et c) les afférences excitatrices
glutamatergiques émises par le PFC (White, 1996) (Figure 4). Au niveau fonctionnel, par ses
efférences dopaminergiques sur le NAc, la VTA est responsable des effets récompensants
des facteurs naturels mais également des drogues d’abus (Koob and Le Moal, 1997). En
effet, une lésion de la VTA par une injection de 6-OHDA induit une sévere réduction du
comportement d’auto-administration de cocaine (Roberts and Koob, 1982), démontrant le
role critique du systeme dopaminergique de la VTA dans les effets récompensants de la

cocaine.

b. Le Noyau Accumbens (NAc)

Le NAc est la région cible de lI'action pharmacologique des drogues car c’est au
niveau de cette région que les drogues vont induire une augmentation du taux de DA
extracellulaire (Bradberry and Roth, 1989; Dackis and O'Brien, 2001), conséquence
pharmacologique premiére des drogues d’abus. Le NAc est une structure cérébrale située
dans la partie ventrale du striatum. D’un point de vue anatomique et fonctionnelle, le NAc
peut étre subdivisé en deux sous-régions, le Core et le Shell (lkemoto and Panksepp, 1999;
Zahm, 1999; Di Chiara, 2002). Le NAc envoie des projections inhibitrices GABAergiques vers
la substance noire (SN), la VTA et le VP (White, 1996) (Figure 4). En retour, le NAc recoit
principalement des afférences dopaminergiques de la VTA, ainsi que des afférences
excitatrices glutamatergiques corticales du PFC et de I’ACC, et sous-corticales en provenance
de I'amygdale et de I'hippocampe. Le NAc a un rdole d’intégrateur des informations

sensorielles, cognitives et affectives lors de la prise de drogue, permettant alors I’évaluation
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des effets récompensants et renforgants des drogues entrainant par la suite les réponses
locomotrices. L'implication du NAc dans les effets renforgants des drogues a été mis en
évidence grace a des modeles animaux de lésions du systeme dopaminergique du NAc
induisant une diminution, voire une interruption complete, du comportement d’auto-
administration de cocaine (Roberts and Koob, 1982; Zito et al., 1985; Ikemoto and Panksepp,
1999; Salamone et al., 2005). De plus, la diminution du comportement d’auto-administration
de cocaine est en corrélation avec le niveau de perte neuronale dopaminergique dans le NAc
(Roberts and Koob, 1982; Zito et al., 1985). Enfin, I'injection d’agonistes ou d’antagonistes
dopaminergiques dans le NAc facilite ou abolit respectivement I'auto-administration de
psychostimulants comme la cocaine (McGregor and Roberts, 1993; Ikemoto and Panksepp,
1999). Plus spécifiquement, les effets récompensants ont pu étre attribués au Shell du NAc,
alors que les effets locomoteurs sont modulés par le Core du NAc (Alcaro et al., 2007). En
effet, Rodd-Henricks et ses collaborateurs ont montré que les rats, lors d’'une procédure
d’auto-administration intracérébrale, s’auto-administrent la cocaine dans le Shell, mais pas
dans le Core du NAc (Rodd-Henricks et al., 2002). Toutes ces études mettent en avant le role
fondamental du NAc dans la perception des effets renforgants et récompensants de la

cocaine.

c. L’amygdale (Amy)

L'amygdale est une structure limbique complexe composée d’'un ensemble de noyaux
possédant des caractéristiques anatomiques et histochimiques différentes. Sur le plan de ses
interactions, I'amygdale recoit principalement des afférences glutamatergiques d’origine
corticale (Alheid, 2003) et envoie majoritairement des efférences pour connecter le PFC, le
NAc et le Bed Nucleus of the Stria Terminalis (BNST), ceci de facon dépendante de chaque
noyau amygdalien. Les premieres études réalisées sur l'influence de I'amygdale dans la
réponse aux drogues d’abus ont été effectuées sur des rats ayant subi une lésion
neurotoxique de I'amygdale. Ces animaux montrent une augmentation du comportement
d’auto-administration de cocaine ou d’AMPH, notamment pour des doses qui ne sont pas
renforgantes pour les rats contrdles ; ceci de fagon concomitante a une augmentation de
I'activité dopaminergique dans le NAc, mis en évidence par l'accroissement du ratio
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DOPAC/DA (Deminiere et al., 1988; McGregor et al., 1994). Des résultats similaires ont été
démontrés par Whitelaw et ses collaborateurs dans une étude ou des rats |ésés au niveau de
I’'amygdale baso-latérale (BLA) montrent un accroissement de la réponse comportementale
d’auto-administration (Whitelaw et al., 1996). Une lésion de I'amygdale induit donc une
hypersensibilité a la cocaine et ’AMPH, démontrant I'implication de cette structure dans
'augmentation des effets renforcants de ces drogues. Parallelement aux techniques
lésionnelles, linjection d’antagonistes dopaminergiques dans [|'amygdale provoque
également un accroissement de la prise de cocaine dans des procédures d’auto-
administration (McGregor and Roberts, 1993). Ceci montre donc que I'amygdale semble
jouer un réle de relais dans lintégration des effets renforcants des drogues via la
neurotransmission dopaminergique afférente de la VTA. A noter que I'amygdale semble
également moduler les effets récompensants des drogues via le NAc puisque ce dernier est
suractivé lorsque l'amygdale est lésée ou inhibée (63). Pour résumer, la réponse
comportementale face aux drogues d’abus comme la cocaine semble donc étre modulée par

le systeme dopaminergique amygdalien qui joue un role régulateur sur le NAc.

d. Le cortex préfrontal (PFC)

Le cortex préfrontal est l'une des régions corticales cibles du systeme
dopaminergique mésocortical. En effet, il recoit des afférences dopaminergiques provenant
de la VTA et émet en retour des efférences excitatrices glutamatergiques vers la VTA et
le NAc (Figure 4). L'influence de la composante dopaminergique du PFC dans les effets
renforcants de la cocaine a pu étre mise en évidence grace a des études de microdialyse qui
ont montré une libération de DA dans le PFC médian immédiatement aprées une injection de
cocaine (Maisonneuve et al.,, 1990). Par ailleurs, des études d’auto-administration
intracérébrale ont montré que les rats s’auto-administrent directement la cocaine dans le
PFC et maintiennent un comportement stable, qui est aboli par I'injection d’antagonistes des
récepteurs dopaminergiques D2 (Goeders and Smith, 1983). De plus, le PFC, par son
innervation dopaminergique, joue un role dans l'initiation des processus récompensants de
la cocaine. Enfin, des rats |ésés a la 6-OHDA dans le PFC ne montrent pas de modification de

leur comportement d’auto-administration de cocaine bien qu’une diminution
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dopaminergique soit observée au niveau de la région lésée (Martin-lverson et al., 1986;
Schenk et al., 1991; McGregor et al., 1996). Le systeme dopaminergique du PFC ne semble
donc pas influencer le maintien des effets renforcants de la cocaine. Cependant, au sein de
ces mémes études, les différents auteurs ont mis en évidence que la Iésion du PFC induit une
augmentation de la réponse comportementale des rats pour des faibles doses de cocaine
pour lesquelles les animaux controles ne répondent pas (Martin-lverson et al., 1986; Schenk
et al., 1991; McGregor et al., 1996). Le PFC joue un role de modulateur au sein du systéeme
mésocorticolimbique dans I'appréciation des effets renforcants de la cocaine. Cette
structure serait donc une interface entre les régions corticales et limbiques dans la réponse
aux drogues. Plus précisément, de par ses projections glutamatergiques vers des régions
sous-corticales, comme la VTA et le NAc jouant un réle majeur dans I'intégration des effets

renforcants des drogues et notamment de la cocaine.

e. Le cortex orbitofrontal (OFC)

Le cortex orbitofrontal est une région du PFC. Il recoit des afférences en provenance
de la VTA, de 'amygdale et du thalamus et émet en retour des projections principalement
vers le NAc (Schoenbaum et al., 2006). Des études effectuées sur des modeéles de lésion de
I'OFC ont mis en évidence un défaut de prise de décision dans des exercices cognitifs
nécessitant une modulation de la réponse en fonction des éléments environnementaux pour
obtenir une récompense dans des modeles animaux, mais également chez I’'Homme (Perry
et al., 2010). Des études pré-cliniques ont mis en avant que la prise chronique de cocaine
induit des déficits cognitifs chez des modeéles animaux semblables a une lésion de I'OFC, et
gue ces déficits persistent lors du sevrage (Lucantonio et al., 2012). Ainsi il semblerait que la
prise de cocaine induise des modifications dans 'OFC qui perturberaient la capacité des
circuits associés a utiliser les informations environnantes pour émettre une réponse
adéquate (Lucantonio et al., 2012). Par ailleurs, I'implication de I'OFC dans le comportement
de prise de drogue a été évaluée grace a des modeles animaux d’auto-administration lésés
dans cette région corticale. Plusieurs études ont montré que la Iésion de I'OFC chez le rat
induit une acquisition plus rapide et irréguliere du comportement d’auto-administration de

cocaine en comparaison a des rats « sham » contrdles (Hutcheson and Everitt, 2003; Grakalic
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et al., 2010). L’'ensemble de ces données montre le réle majeur de I’OFC dans la capacité a
ajuster la réponse comportementale émise en fonction des associations et des modulations

environnementales.

2. Circuits neuronaux impliqués dans la phase d’abstinence a la

cocaine.

Le role des différentes régions du systeme mésocorticolimbique dans les effets
renforcants de la cocaine a largement été étudié comme nous venons de le décrire. A
I'inverse, I'implication neuroanatomique et neurofonctionnelle de ce circuit dans la phase de

sevrage est nettement moins riche en littérature.

De facon générale et similaire aux données obtenues chez 'Homme, les études chez
des modeles animaux de rongeurs ont mis en évidence une forte dérégulation du systéeme
dopaminergique pendant une période d’abstinence. Par exemple, Samuvel et ses
collaborateurs ont montré une augmentation importante de la capture de DA dans le CPu et
le NAc ainsi qu’une augmentation de I'expression du DAT apreés 3 semaines de sevrage a la
cocaine chez le rat (Samuvel et al., 2008). De facon similaire, il a été montré que, suite a 7
jours de sevrage de cocaine, le niveau basal de DA est diminué dans le NAc (Mateo et al.,
2005). Ces résultats suggerent une dérégulation importante du systéeme dopaminergique
dans les phases précoces de sevrage. De plus, les modulations du systéeme dopaminergique
pendant le sevrage sont proposées comme sous-jacentes a une augmentation de la
sensibilité aux drogues d’abus au détriment de la motivation pour les récompenses
naturelles. En effet, il est proposé que I'addiction aux drogues résulte d’'une dérégulation du
systeme de la récompense et plus spécifiquement d’une réduction de I'activité de ce
systéeme. Chez le rat, par exemple, le seuil de stimulation intracranienne est augmenté apres
une courte, mais pas une longue, période d’abstinence a la cocaine (Ahmed et al., 2002b).
D’autre part, il a également été mis en évidence chez 'Homme une hypofonctionnalité du
systeme dopaminergique mise en évidence par une diminution de |’expression des
récepteurs a la dopamine D2 ainsi qu’une diminution de la libération de ce méme
neurotransmetteur dans le striatum chez des patients addicts a la cocaine, en sevrage depuis

plusieurs semaines (Volkow et al., 1997b; Koob and Volkow, 2010).
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Parallelement a ces modifications de la neurotransmission dopaminergique, des
études ont également mis l'accent sur les modulations a long terme du systéeme
glutamatergique. Chez le rat, 90 jours de sevrage suite a une prise chronique de cocaine
induisent une sur-régulation de I'expression des récepteurs au glutamate dans la VTA et le
NAc (Lu et al., 2003). De plus, la modulation du systeme glutamatergique est aussi observée
dans I"'amygdale. Lu et ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation du niveau
d’expression des récepteurs GIuR1 dés le 1°" jour de sevrage et qui perdure a long terme (30

jours) a la fois dans la BLA et 'amygdale centrale (CeA) (Bossert et al., 2005; Lu et al., 2005a).

Enfin, plusieurs études effectuées chez le primate non-humain ont également permis
de mieux caractériser les modifications cérébrales et notamment métaboliques qui ont lieu
pendant le sevrage. Tout d’abord, des modulations du systéme dopaminergique ont, la
encore, pu étre mises en évidence suite au sevrage d’une prise chronique de cocaine. En
effet, apres 30 jours de sevrage, le « binding » des récepteurs D1 dopaminergiques et du
DAT est diminué au niveau du striatum puis retourne a un niveau basal aprés 90 jours de
sevrage (Beveridge et al., 2009). L'exposition chronique a la cocaine produit donc une
dérégulation du systéme dopaminergique apres 30 jours de sevrage qui semble retourner a
un niveau basal a long terme (apres 90 jours). De plus, I'activité métabolique mesurée par
I'utilisation locale de glucose est diminuée dans le cortex frontal, I’ACC, le CPu, le NAc et la
BLA, lors du sevrage aigu, 48h apres la derniere prise de cocaine (Calipari et al., 2013). Cette
réduction du métabolisme cérébral a également pu étre démontré lors de la ré-exposition a
la cocaine suite a un sevrage prolongé de 30 jours dans des régions similaires que sont le
PFC, le CPu, le NAc et I'amygdale (Porrino et al., 2007; Beveridge et al., 2014). La
dérégulation du métabolisme cérébral, suite a la ré-exposition a la cocaine, semble perdurer
a long terme (apres 90 jours de sevrage) dans les aires corticales et les ganglions de la base
mais retrouve un niveau basal dans des aires limbiques comme I'amygdale (Porrino et al.,
2007; Beveridge et al., 2014). Le sevrage a la cocaine induit donc un déréglement des
fonctions dopaminergiques qui sont rétablies a long terme ainsi qu'une diminution du
métabolisme cérébral dans des régions corticales comme I'ACC et le PFC ainsi que le

striatum, le NAc et 'amygdale.
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Les techniques d’imagerie ont permis, principalement chez 'Homme, une étude
longitudinale des modulations neurofonctionnelles mises en place lors du sevrage a la
cocaine. Cette partie sera développée plus en détails dans le chapitre 3 « Influence d’une
prise chronique de cocaine sur les modifications cérébrales a long terme : approche
vasculaire et métabolique ». De facon générale, il a été montré que le métabolisme cérébral
du glucose, utilisé comme marqueur de |'activité neuronale, est augmenté lors d’un sevrage
aigu a la cocaine et se voit par la suite diminué a long terme lors d’un sevrage prolongé
(Parvaz et al., 2011). Ces modulations de I'activité cérébrale lors du sevrage sont
principalement observées au niveau des régions du cortex frontal comme par exemple,

I’OFC, le PFC et I'ACC.

3. Circuits neuronaux impliqués dans la recherche de drogue et la

rechute a la cocaine

Les principales régions impliquées dans la rechute sont le PFC, le NAc, la VTA ainsi
gue I'amygdale. Le rble de ces régions sera évoqué plus en détail dans la suite de ce

paragraphe.

a. L’Aire Tegmentale Ventrale (VTA)

Le systéme glutamatergique projetant sur la VTA semble jouer un réle dans le
phénoméne de rechute. En effet, You et ses collaborateurs ont montré que I'administration
d’antagonistes des récepteurs ionotropiques dans la VTA bloque le comportement de
recherche de drogue (You et al., 2007). De plus, l'inactivation de la VTA atténue la rechute
induite par la cocaine (McFarland and Kalivas, 2001). Tout comme le NAc, l'intégrité de la
VTA est nécessaire et indispensable dans le processus de recherche de drogue, et donc, dans

la rechute.
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b. Le Noyau Accumbens (NAc)

Le NAc est une région largement impliquée dans le phénomene de rechute. En effet,
il a été mis en évidence que linactivation de cette région chez le rat provoque une
diminution de la rechute a la cocaine induite par les signaux de rappel (Fuchs et al., 2004;
Fuchs et al., 2008). De plus, la présentation de signaux préalablement associés a la cocaine
produit une augmentation de DA extracellulaire dans le NAc (Weiss et al., 2000).
Parallelement, des études ont également mis en avant le réle du systeme glutamatergique
du NAc dans la rechute a la cocaine. En effet, I'activation des récepteurs AMPA induit un
comportement de recherche de drogue (Cornish et al., 1999), alors que le blocage de ces
récepteurs par des antagonistes diminue la rechute induite par les signaux de rappel
(Cornish et al., 1999). De plus, 'administration de DA ou de glutamate directement dans le
NAc induit un comportement de recherche de drogue (Cornish et al.,, 1999). Cette
observation est en concordance avec les études de microdialyse montrant une
augmentation de DA et de glutamate dans le NAc pendant la rechute induite par la cocaine
(McFarland et al., 2003). Le NAc, par les composantes dopaminergique et glutamatergique, a
un role central dans le comportement de recherche de drogue et dans la réponse

comportementale face aux stimuli préalablement associés a la drogue.

c. L’Amygdale Basolatérale (BLA)

L'amygdale basolatérale est un noyau composant I'amygdale, elle émet des
projections glutamatergiques majoritairement vers le PFC médian, le NAc et le striatum ; en
retour elle recoit des afférences dopaminergiques de la VTA et glutamatergiques de
nombreuses régions corticales sensorielles ainsi que du PFC médian (Loughlin and Fallon,
1983; Sah and Lopez De Armentia, 2003). Les études sur la BLA se sont centrées sur le role
de cette région dans I'association contingente entre un stimulus et une récompense, qu’elle
soit naturelle ou d’abus. Plus précisément, Everitt et ses collaborateurs ont montré qu’une

Iésion bilatérale de la BLA abolit la préférence de place conditionnée préalablement établie
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pour le sucrose (Everitt et al., 1991). Parallélement, la Iésion ou I'inhibition de la BLA abolit la
recherche de drogue induite par les signaux préalablement associés a la drogue (Meil and
See, 1996; Stefanik and Kalivas, 2013). De plus, le réle de la BLA dans l'association
contingente entre des stimuli environnementaux et la drogue a été mis en avant grace a une
étude de Ciccocioppo et ses collaborateurs. En effet, ils montrent, au sein de leur étude, une
activation significative de la BLA, mesurée par I'expression de la protéine c-fos, suite a la
présentation de signaux préalablement associés a la drogue a des rats ayant un historique
avec la drogue en comparaison a des rats controles. Cet effet est également évalué dans le
PFC (Ciccocioppo et al., 2001). De surcroit, I'inhibition spécifique du réseau BLA-NAc Core
par optogénétique induit également une inhibition comportementale de recherche de
cocaine induite par les signaux préalablement associés a la drogue (Stefanik and Kalivas,
2013). Il est donc démontré que la BLA joue un réle prépondérant dans l|’association
contingente d’un stimulus a une récompense, en I'occurrence une drogue d’abus, et que,
par conséquent, elle joue un role crucial dans la recherche de drogue précipitée par les
signaux et/ou le contexte préalablement associés a la substance. Mais de fagon plus
spécifique, il semblerait que ce soit le circuit BLA-NAc qui soit majoritairement impliqué dans

ce phénomene (Everitt et al., 1991; Stefanik and Kalivas, 2013)

d. L’amygdale centrale (CeA)

L'amygdale centrale est un autre noyau qui constitue I'amygdale, il présente une
forme arrondie et est situé a co6té de la BLA. Plus précisément, elle est localisée dans la
partie rostrale de 'amygdale en position dorsomédiale. La CeA, envoie majoritairement des
projections GABAergiques vers le BNST et I’hypothalamus, et recoit en retour des afférences
corticales glutamatergiques notamment du PFC médian tout comme la BLA (Alheid, 2003;
Sah and Lopez De Armentia, 2003). L'une des caractéristiques de la CeA est qu’elle est
considérée comme le noyau de sortie de 'amygdale. Elle est donc en relation directe avec
les autres noyaux de I'amygdale comme par exemple la BLA. L'amygdale centrale est
majoritairement composée de neurones GABAergiques et d’'une minorité de neurones

glutamatergiques. Le rbéle premier de ce noyau est son implication dans la réponse
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comportementale a la peur. En effet, plusieurs études ont montré que la lésion de la CeA
bloque I'expression d’'une réponse comportementale conditionnée a la peur (Sah and Lopez
De Armentia, 2003). Par ailleurs, 'amygdale centrale joue un réle dans la recherche de
drogue a long terme. En effet, le niveau de recherche de drogue induit par les signaux,
préalablement associés a la cocaine, augmente au cours du temps ; on parle d’incubation du
« craving » (Grimm et al.,, 2001). Ce phénomeéne est conjoint a une augmentation de la
phosphorylation de la protéine ERK dans la CeA méme apres 30 jours de sevrage. Cet effet
qui, une fois bloqué par un inhibiteur de phosphorylation, provoque une diminution de la
recherche de cocaine (Lu et al., 2005b). De plus, l'injection d’antagonistes dopaminergiques
ou glutamatergiques dans la CeA diminue le comportement de recherche de drogue induit
par les signaux préalablement associés a la drogue sur le long terme mais pas sur le court
terme (Lu et al., 2007; Xi et al., 2012). Pour résumer, I'amygdale centrale joue donc un réle
important dans le phénomene de recherche de drogue induit par les signaux de rappel et
ceci a long terme, témoignant d’'un réle important dans le phénoméne d’incubation du
« craving ». Par ailleurs, la CeA est connue pour jouer un réle important dans la réponse au
stress. En effet, la |ésion de la CeA chez le rat, atténue la réponse comportementale face au
stress. De plus, lintégrité de cette région est nécessaire pour établir une réponse
comportementale anxieuse face a un stress mais n’influence pas I'anxiété en elle-méme
(Ventura-Silva et al., 2013). La cocaine est connue pour induire une libération de CRF par la
CeA, effet qui est potentialisé par des injections répétées (Richter et al., 1995). Les neurones
de la CeA exprimant le CRF projettent majoritairement vers le BNST. De plus, l'inhibition
pharmacologique des récepteurs au CRF exprimés dans le BNST diminue la réponse de
recherche de cocaine induite par le stress (Erb et al., 2001). L’amygdale centrale joue donc
un role clé dans la recherche de drogue a long terme induite par les signaux de rappel et, de
par son expression du CRF, dans la réponse comportementale au stress et donc dans la

recherche de drogue induite par un stress.

e. Le cortex cingulaire antérieur (ACC)
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Le cortex cingulaire antérieur fait partie intégrante du PFC. De facon similaire, il est
majoritairement constitué de neurones glutamatergiques dont il émet des projections vers
le striatum, I'hippocampe et I'amygdale. En retour, il recoit majoritairement des afférences
dopaminergiques du NAc (Perry et al., 2010). L'implication de I’ACC dans les comportements
addictifs a tout d’abord été évaluée dans un modele animal d’auto-administration de
cocaine suite a la lésion excitotoxique de cette région. Des auteurs ont montré que la lésion
de I'ACC dans un modele de rat ne modifie ni I'acquisition ni le comportement d’auto-
administration en comparaison a des rats « sham » contréles, mais elle bloque le
comportement de recherche de cocaine induit par les signaux préalablement associés a la
dogue (Weissenborn et al., 1997). D’autres études ont également montré I'implication de
I’ACC dans la recherche de drogue induite par les signaux de rappel. Tout d’abord, Thomas et
ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation de I’activité de I’ACC chez des rats
préalablement conditionnés et mis en présence de signaux préalablement associés a la
drogue (Thomas et al., 2003). De plus, l'inactivation de I’ACC provoque une diminution de la
recherche de cocaine induite par les signaux de rappel (Perry et al.,, 2010) témoignant de
I'implication de cette région dans le comportement de recherche de drogue. L’ACC joue
donc un roéle important dans |‘apprentissage conditionné et notamment dans le
conditionnement entre des signaux environnementaux et la drogue. Ce type d’apprentissage
participe de facon accrue a la mise en place du comportement de recherche de drogue
lorsque ces stimuli sont représentés pendant une période d’abstinence. L'ACC est donc une
région clé dans le phénomene de rechute précipité par les stimuli associés préalablement a

la drogue.

f. Le cortex orbitofrontal (OFC)

Le cortex orbitofrontal joue un role important dans le processus de recherche de
cocaine et de rechute aprés une ré-exposition des animaux aux signaux préalablement
associés a la drogue (Lucantonio et al., 2012). En effet, la présentation de signaux associés a
la prise de cocaine aux animaux préalablement conditionnés induit une activation de I'OFC

(Thomas et al., 2003; Everitt et al., 2007). Ces données montrent le réle majeur de I'OFC
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dans la capacité a ajuster la réponse comportementale émise en fonction des associations et
des modulations environnementales. De plus, 'OFC joue un réle important dans I’association
contingente entre la prise de cocaine et les différents signaux associés, et, par conséquent,

dans le processus de recherche de drogue induit par les signaux de rappel.

g. Les cortex prélimbic et infralimbique

Les cortex prélimbique et infralimbique sont localisés respectivement dans la partie
dorsale et ventrale du PFC médian. Ills émettent tous les deux des efférences
glutamatergiques vers le NAc, cependant, le cortex prélimbique envoie spécifiquement des
projections vers le Core du NAc alors que le cortex infralimbique connecte le Shell du NAc.

Ces deux régions corticales sont connues pour avoir un rbéle majeur dans le
comportement de recherche de drogue. En effet, plusieurs études rapportent que
I'inhibition du cortex prélimbique réduit le comportement de recherche de drogue qu’il soit
induit par les signaux associés a la drogue, le stress ou la drogue elle-méme (McFarland and
Kalivas, 2001; Capriles et al., 2003; McLaughlin and See, 2003; McFarland et al., 2004). A
I'opposé, l'inhibition du cortex infralimbique induit le comportement de recherche de
cocaine (Peters et al., 2008) alors que son activation réduit ce comportement (LaLumiere et
al.,, 2012). De plus, le cortex infralimbique semble jouer un réle dans la consolidation et
I'expression de I'extinction du comportement de recherche de drogue (LaLumiere et al.,
2010). L'ensemble de ces données suggerent que les cortex prélimbique et infralimbique ont
des roles dissociables dans le comportement de recherche de drogue. En effet, le cortex
prélimbique semble jouer un rbéle majeur dans I'établissement du comportement de
recherche de drogue alors que le cortex infralimbique semble plutét impliqué dans

I’extinction du comportement et donc dans I'effet modulateur de la recherche de drogue.
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Chapitre 3 : Influence d’une prise chronique de
cocaine sur les modifications cérébrales a long terme :
approche vasculaire et métabolique

La nature chronique et récurrente de I'addiction a permis d’avancer I’"hypothése que
I'administration répétée de drogues produit des neuro-adaptations a long terme et un
« recablage » du cerveau provoquant une réactivité accrue a la drogue elle-méme ainsi
gu’aux signaux associés a cette drogue (Nestler, 2001; Hyman et al., 2006a; Thomas et al.,
2008; Koob and Volkow, 2010). Les neuro-adaptations induites par la prise de cocaine sont
aujourd’hui bien documentées, cependant I'étude de I’évolution a long terme de ces
modifications lors de I'arrét de la consommation, et ce pendant le sevrage, reste peu décrite.
Par conséquent, I'étude des processus cérébraux qui sous-tendent I'établissement de ces
neuro-adaptations, semble étre centrale pour proposer de nouvelles stratégies afin de
traiter cette pathologie. Dans ce chapitre, je me concentrerai sur deux aspects de ces
modifications a long terme induites par la cocaine. Le premier aspect est centré sur
I'influence de la consommation de cocaine sur le systéme vasculaire cérébral et le second,
sur les modifications de I'activité métabolique cérébrale consécutives a une prise de cocaine,

tous deux en relation avec mon travail de thése.

I. Le systeme vasculaire cérébral

De facon générale, le tissu nerveux est composé d’éléments neuronaux et gliaux
associés a des vaisseaux sanguins, en particulier des capillaires. Le systéme vasculaire, par
son rOle premier de transporteur du sang, détient une importance majeure dans la
physiologie du systeme nerveux central (SNC) car il est la source de nutriments (glucose et
acides aminés par exemple) et d’oxygéne nécessaires a la survie et au fonctionnement

cellulaire.
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A. Le systeme artériel

1. Le systéme circulatoire carotidien

L’artere carotide primitive monte dans le cou et se divise pour donner naissance aux
arteéres carotides externe et interne. La partie externe vascularise la face alors que la
branche interne s’insére dans le crane pour alimenter le cerveau. L’artére carotide interne
est composée de quatre segments : cervical, intra-pétreux, caverneux et cérébral. Ce dernier
donne naissance a trois collatérales principales que sont: I'artére ophtalmique, I'artére
communicante postérieure et l'artére choroidienne antérieure. L’artére ophtalmique
vascularise le nerf optique, la rétine, ainsi que les sinus de chaque c6té du nez. L’artere
choroidienne antérieure quant a elle pénétre la corne inférieure du ventricule latéral par la
fenétre choroidienne et alimente les plexus choroides, le globus pallidus, la formation
hippocampique et une partie de la capsule interne de I'amygdale et de la queue du noyau
caudé. L'artere communicante postérieure permet de connecter |'artére carotide interne a
la circulation postérieure provenant des artéres vertébrales (NEUROSCIENCES MEDICALES.

Les bases neuroanatomiques et neurophysiologiques. Pritchard TC, Allowau KD., 2002)

L'artere cérébrale antérieure (ACA) prend son origine de l'artére carotidienne
interne, elle croise le nerf optique et pénétre dans la scissure inter-hémisphérique. Les deux
branches de I'ACA que sont les arteres fronto-polaire et orbitaire vascularisent le pole
frontal et les faces orbitaire et médiale du cortex frontal (NEUROSCIENCES MEDICALES. Les

bases neuroanatomiques et neurophysiologiques. Pritchard TC, Allowau KD., 2002).

L’artére cérébrale moyenne (ACM), qui est la continuité de I'artere carotide interne,
présente la distribution la plus large et la plus complexe des artéres cérébrales principales.
L'ACM passe latéralement entre l'insula et le pdéle antérieur du lobe temporal. Sur son
passage, des petites branches perforantes alimentent la grande partie des bras antérieur et
postérieur de la capsule interne ainsi qu’une partie du globus pallidus et du putamen
(NEUROSCIENCES MEDICALES. Les bases neuroanatomiques et neurophysiologiques.
Pritchard TC, Allowau KD., 2002).

52



Introduction

2. Le systéme circulatoire vertébral

Les artéres vertébrales proviennent des artéres sous-clavieres et montent vers le
cerveau en traversant les six vertébres cervicales supérieures. Aprés leur entrée dans la
boite cranienne, les deux artéres vertébrales fusionnent pour former I'artére basilaire dont
quatre artéres principales émergent : I'artére méningée postérieure, 'artére cérébelleuse
postéro-inférieure et les artéeres spinales antérieure et postérieure. Les deux arteres
vertébrales perfusent le tronc cérébral et le cervelet ainsi qu’une partie de la moelle épiniere
(NEUROSCIENCES MEDICALES. Les bases neuroanatomiques et neurophysiologiques.
Pritchard TC, Allowau KD., 2002).

B. Le systéeme veineux

Le drainage veineux du cerveau est effectué via un systeme élaboré de veines qui
dérivent le sang vers les sinus, puis le déversent dans la veine jugulaire interne pour

retourner dans la circulation générale.

1. Lesveines superficielles

Les veines superficielles comptent les veines cérébrales supérieures et inférieures, la
veine supérieure moyenne et deux grandes veines anastomotiques (Figure 5). Les veines
cérébrales supérieures drainent les régions médiales des lobes frontal et pariétal. Les veines
cérébrales inférieures drainent la face ventrale du cerveau et la veine cérébrale superficielle
moyenne draine le lobe temporal, frontal et pariétal adjacent (NEUROSCIENCES MEDICALES.

Les bases neuroanatomiques et neurophysiologiques. Pritchard TC, Allowau KD., 2002).
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Figure 5: Représentation schématique des veines superficielles du cerveau. Sont
représentées, les veines cérébrales supérieures et inférieures, la veine cérébrale moyenne
et les veines anastomotiques. D’aprés Neurosciences Meédicale, Les bases
neuroanatomiques et neurophysiologiques. Thomas C Pritchart, Kevin D Alloway. DeBoeck
Université, 2002.

2. Les veines cérébrales profondes

Les deux veines cérébrales profondes principales sont la veine cérébrale interne et Ia
veine basilaire de Rosenthal (Figure 6). Les veines cérébrales internes collectent le sang
veineux du striatum, du thalamus, de I'hippocampe et des plexus choroides du ventricule
latéral et se dirigent en arriére le long du thalamus. A la limite postérieure du thalamus, les
veines cérébrales droite et gauche fusionnent pour donner naissance a la grande veine de

Galien (Figure 6).

La veine basilaire de Rosenthal collecte le sang veineux de la face médiale du lobe
temporal, du lobe frontal et du cortex insulaire avant de se jeter dans la grande veine de
Galien (NEUROSCIENCES MEDICALES. Les bases neuroanatomiques et neurophysiologiques.
Pritchard TC, Allowau KD., 2002).

54



Introduction

Veine
céreébrale interne _____

Grande — __
veine de Galien

——— \Vgine basale
de Rosenthal

~ " Thalamus

Veine —
Jugulaire
interne

Figure 6 : Représentation schématique des veines cérébrales profondes. Sont représentées
sur le schéma les veines cérébrales interne et basilaire de Rosenthal ainsi que la grande
veine de Galien. D’aprés Neurosciences Médicale, Les bases neuroanatomiques et
neurophysiologiques. Thomas C Pritchart, Kevin D Alloway. DeBoeck Université, 2002.

C. La microvasculature cérébrale

La microvasculature du SNC est spécialisée puisque les capillaires qui la constituent
sont composés de cellules endothéliales non fenétrées et liées entre elles par des jonctions
serrées étanches contrairement au reste de I'organisme (HISTOLOGIE, L’essentiel. Fawcett
DW et Jensh RP., 2002). Cette caractéristique anatomique crée une résistance au passage
des ions et des petites molécules protégeant alors le cerveau des variations brutales de
concentration ionique du liquide extracellulaire ou de toutes autres molécules de la
circulation pouvant interférer avec le fonctionnement cérébral physiologique (HISTOLOGIE,
L’essentiel. Fawcett DW et Jensh RP., 2002). Ainsi, I'ensemble des composés métaboliques
nécessaires au fonctionnement cellulaire cérébral passent du sang vers le cerveau par

diffusion facilitée ou transport actif (HISTOLOGIE, L'essentiel. Fawcett DW et Jensh RP.,
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2002, HISTOLOGIE HUMAINE, Stevens A et Lowe J., 2009). D’un point de vue anatomique,
I’endothélium des capillaires repose sur une lame basale, elle-méme cernée vers |'extérieur
par des expansions astrocytaires servant d’interface entre la lame basale et les neurones.
Cet ensemble, épithélium capillaire, lame basale, et pieds astrocytaires, forme la barriére
hémato-encéphalique (BHE), véritable barriere protectrice entre le sang et le tissu cérébral

(Figure 7).

Parmi I'ensemble du réseau vasculaire cérébral, la microvasculature est le type
vasculaire qui, via les astrocytes, est en relation la plus étroite avec les neurones. Ainsi, dans
notre étude, ayant pour objectif d’évaluer les modifications vasculaires a long terme induites
par la prise chronique de cocaine, nous nous sommes focalisés sur les modifications induites
par la cocaine sur la microvasculature, étant donné que ces modifications sont les plus

importantes pour déterminer les changements du fonctionnement neuronal.
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Figure 7 : Représentation schématique des relations cellulaires dans le systeme nerveux
central (SNC). Ce schéma représente différents composants du tissu nerveux dans le SNC
et leurs relations pour constituer le parenchyme cérébral. A noter en particulier, les
relations des astrocytes avec les capillaires pour former la barriére hémato-encéphalique.
D’apres HISTOLOGIE - Bases fondamentales. Bertrand Macé. Omnisciences 2008.
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Il. Influence d’une prise chronique de cocaine sur le systéme

vasculaire

A. Etudes de cas cliniques

Chez I'Homme, de nombreuses études de cas cliniques ont mis en évidence
I'influence de l'usage de cocaine, passé ou actif, dans la vulnérabilité a développer des

atteintes vasculaires qu’elles soient d’origine centrale ou périphérique.

1. Atteintes cardiovasculaires

Au niveau cardiaque, diverses études rapportent que des patients hospitalisés pour
de fortes douleurs de poitrine aboutissant a un diagnostic séveére de dissection aortique
(Kloner et al., 1992; Jaffe et al., 1994; Chang and Rossi, 1995; Rashid et al., 1996; RP, 2002;
Palmiere et al., 2004; Nusair et al., 2008), infarctus du myocarde (Lange and Hillis, 2001;
Vasica and Tennant, 2002) ou encore de rupture d’anévrisme (Marella et al., 2011) sont
souvent détectés positifs lors des analyses toxicologiques ciblant notamment I'usage de
drogues telles que la cocaine. Ainsi, le suivi plus approfondi de ces patients a suscité de
nombreuses études afin d’évaluer l'influence de la consommation de cocaine sur le
développement de pathologies cardiovasculaires. Dans la majorité des cas, le dialogue avec
les patients montre qu’ils consommaient de la cocaine, sous forme fumée, inhalée ou
injectée, tres peu de temps avant le début des symptomes qui émergent souvent par de
fortes douleurs dans la poitrine (Jaffe et al., 1994; Rashid et al., 1996; Palmiere et al., 2004;
Daniel et al.,, 2007). Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre le mode de
consommation et le développement ou la sévérité des atteintes cardiovasculaires (Rashid et
al., 1996). Dans la majorité des cas, les déficiences cardiovasculaires surviennent quelques
minutes (Jaffe et al., 1994; Rashid et al., 1996), voire quelques heures (Vasica and Tennant,
2002; Marella et al., 2011), apres la consommation de cocaine. Cependant, certains cas
rapportent une utilisation plus antérieure d’un a plusieurs jours (Palmiere et al., 2004; Daniel

et al., 2007). Bien que la fenétre temporelle critique dans le développement d’un probléme
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cardiovasculaire se situe quelques heures aprées la consommation de cocaine, les atteintes
peuvent également survenir a plus long terme apres la derniere utilisation de la drogue,
démontrant ainsi le fort pouvoir toxique de la cocaine sur le systéme vasculaire. Par ailleurs,
les cas cliniques rapportés comme ayant développé un probléme vasculaire cardiaque
consécutif a I'utilisation de cocaine touchent des patients d’origine ethnique, de sexe, et
d’age variable démontrant bien l'influence de la consommation de cocaine sur I'atteinte
vasculaire et non d’une vulnérabilité génétique. Plusieurs hypothéses sont avancées pour
tenter de comprendre les mécanismes liés a la consommation de cocaine et provoquant ces
troubles cardiaques. Tout d’abord, d’un point de vue pharmacologique, la cocaine bloque la
recapture pré-synaptique des catécholamines entrainant une augmentation de |Ia
concentration synaptique au niveau du systéme nerveux central mais aussi périphérique. Au
niveau périphérique, cette augmentation de neurotransmetteurs provoquerait une
stimulation sympathique via les récepteurs alpha-adrénergiques et beta-adrénergiques qui,
respectivement, augmentent la vasoconstriction et la fréquence cardiaque. De plus, la
stimulation des récepteurs alpha-adrénergiques des cellules musculaires lisses endothéliales
provoquerait une entrée de calcium et une vasoconstriction a I'origine de I’hypertension
artérielle (Kloner et al., 1992). Ainsi, la consommation de cocaine provoque une triade de
symptomes qui sont, 1) 'augmentation de la fréquence cardiaque, 2) la vasoconstriction et
3) I'hypertension qui accroit la charge de travail du myocarde ainsi que sa demande en
oxygene. Ce phénomeéne d’hypertension va, de plus, provoquer un affaiblissement du
systéme vasculaire et entrainer une déchirure aortique (Chang and Rossi, 1995; Lange and
Hillis, 2001; Nusair et al., 2008). Une autre hypothése expliquant les troubles cardiaques
provoqués par la consommation de cocaine est celle soutenue par Dabbouseh et Ardell
présentant que la cocaine engendrerait I'entrée en apoptose des cellules endothéliales
vasculaires, affaiblissant la paroi artérielle et induisant alors une prédisposition accrue de
I'individu a développer une atteinte cardiovasculaire telle que la dissection aortique

(Dabbouseh and Ardelt, 2011).
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2. Atteintes neurovasculaires

Le rapport de plusieurs études relatant de cas cliniques a également permis de
démontrer que la prise de cocaine entraine de nombreux désordres neuro-vasculaires.
L'admission de patients souffrant de troubles neurologiques, et étant positifs a la cocaine
lors des analyses toxicologiques, a permis de mettre en avant que la consommation de
cocaine induit des dommages neuro-vasculaires tels que des hémorragies cérébrales, des
accidents vasculaires cérébraux ou encore des ruptures d’anévrismes cérébraux (Cregler and
Mark, 1986; Wojak and Flamm, 1987; Daras et al., 1991; Nolte et al., 1996; Neiman et al.,
2000; Toossi et al., 2010).

Dans la majorité des cas, les patients viennent consulter pour de forts maux de téte
(Wojak and Flamm, 1987; Daras et al., 1991) et I’évaluation des antécédents des patients
révele qu’ils ont consommé, plus ou moins longtemps avant I'apparition des symptomes, de
la cocaine. En effet, les divers cas clinigues montrant une atteinte neuro-vasculaire
consécutive a l'usage de cocaine sont assez hétérogénes quant a leur consommation.
Certains patients sont des consommateurs actifs et présentent des troubles neurologiques
seulement quelques minutes (Cregler and Mark, 1986; Levine et al., 1990) a quelques heures
apres leur derniere prise (Levine et al., 1987b; Levine et al., 1987a; Wojak and Flamm, 1987;
Levine et al.,, 1990; Daras et al., 1991; Toossi et al., 2010). D’autres, déclarent avoir
consommé de la cocaine plusieurs mois, voire méme plusieurs années avant |'apparition de
ces troubles (Wojak and Flamm, 1987; Levine et al., 1990; Toossi et al., 2010). Ces
observations mettent en avant le fort risque d’atteinte vasculaire causé par la cocaine,
méme longtemps apres l'arrét de la consommation de la drogue. Par ailleurs, il ne semble
pas y avoir de lien entre le mode de consommation (que la cocaine soit inhalée, fumée ou
injectée) et le type d’atteinte vasculaire cérébrale développée (hémorragie, ischémie,
anévrisme) (Nolte et al.,, 1996). De facon similaire aux atteintes cardiaques, le
développement de troubles neuro-vasculaires concomitant a I'utilisation de cocaine touche
des individus d’origine, d’age et de sexe variés ce qui démontre bien que les pathologies
vasculaires cérébrales diagnostiquées sont la conséquence de la consommation de cocaine
et non pas d’une variabilité génétique. De plus, la cocaine est connue pour avoir un effet

vasoconstricteur. En effet l'injection aiglie de cocaine chez des sujets naifs induit une
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vasoconstriction cérébrale de facon dose-dépendante en comparaison a l'injection d’un
placebo (Kaufman et al., 1998). Ainsi, les causes des atteintes neuro-vasculaires induites par
la cocaine semblent passer par son action vasoconstrictrice sur le systéme vasculaire en
induisant une faiblesse du vaisseau provoquant alors la rupture de ce vaisseau et conduisant

a ’lhémorragie ou I'ischémie (Nolte et al., 1996).

B. Etudes pré-cliniques

Bien que la littérature soit tres abondante pour relater de I'influence de I'usage de
cocaine dans le développement de pathologies vasculaires, qu’elles soient cardiaques ou

centrales, peu d’études pré-cliniques se sont intéressées a cette question.

1. In vivo

Une étude menée par Barroso Moguel et ses collaborateurs a évalué I'effet d’un
traitement aigu par la cocaine, chez le rat, sur les modifications vasculaires cérébrales a long
terme. Leur étude montre qu’une injection aigle, a trés forte dose de cocaine (30mg/kg),
provoque la Iésion des capillaires cérébraux observables a 7, 15 et 30 jours post-traitement,
donnant lieu a une hémorragie cérébrale aprés 90 jours post-traitement. Les atteintes
vasculaires décrites dans cette étude touchent diverses régions du cerveau connues comme
ayant un réle dans I'addiction. C’est le cas du striatum, du cortex frontal et de I"hippocampe
(Barroso-Moguel et al., 1997). Néanmoins, I'intérét de cette étude est limité a cause de la

dose utilisée et le fait que la cocaine soit administrée par I'expérimentateur.

Parallelement, une étude plus récente, utilisant des techniques combinées d’imagerie
et de microscopie, a mis en évidence qu’un traitement aigu de cocaine (2,5mg/kg) chez la
souris interrompt le flux sanguin au niveau cortical, phénomeéne accentué par une
administration chronique de cocaine et aboutissant a une micro-ischémie corticale (Ren et
al., 2012). Ces deux études sont les seules a relater, dans des modeles animaux, le role de la

consommation de cocaine dans la mise en place de dommages neuro-vasculaires qu’ils
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soient hémorragiques, suite a des lésions vasculaires (Barroso-Moguel et al., 1997), ou
ischémiques, suite a I'interruption de l'irrigation du réseau vasculaire (Ren et al., 2012). De
plus, il semblerait que les effets soient dose-dépendants puisque les ischémies corticales
observées chez la souris traitée en aiglie avec de la cocaine sont exacerbées en cas de

traitement chronique (Ren et al., 2012).
2. Invitro

L’effet neurotoxique de la cocaine a été évalué sur des cellules en cultures. Une
étude réalisée sur des cellules endothéliales coronariennes artérielles bovines (BCAEC) a mis
en évidence qu’un traitement par la cocaine provoque une diminution de la viabilité
cellulaire et une augmentation de I'apoptose cellulaire de facon dépendante du temps. La
viabilité cellulaire est diminuée aprés 12 heures de traitement par la cocaine et ce paramétre
s’accroit apres 72h. De plus, les auteurs ont décrit que la cocaine accroit I'activité des
caspases 3 et 9 dans ces cellules (He et al., 2000b; He et al., 2001). En effet, le traitement par
la cocaine de ces cellules BCAEC, induit une libération de cytochrome C dans le cytosol par
les mitochondries, activant ainsi les caspases proapoptotiques 9 et 3 jouant un role majeur
dans l'induction de I'apoptose (He et al., 2000b). L’effet toxique de la cocaine au niveau des
cellules endothéliales coronariennes serait dépendant du systéme mitochondrial qui, par
libération de cytochrome C, stimulerait la cascade des caspases proapoptotiques

déclenchant I'entrée en apoptose des cellules.

Une étude similaire a été réalisée sur des cellules vasculaires cérébrales ou un
traitement par la cocaine induit une augmentation de la mort cellulaire par apoptose, ces

effets étant dose-dépendants (Su et al., 2003).

Bien que peu documentées, les études in vitro confirment que la cocaine a un effet
toxique sur les cellules endothéliales, qu’elles soient d’origine cardiaque (He et al., 2000b;
He et al., 2001) ou cérébrale (Su et al., 2003). La toxicité, dose-dépendante, de la cocaine
semble passer par I'entrée en apoptose des cellules endothéliales consécutive a la libération

mitochondriale du cytochrome C.
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C. Résumé

L'ensemble de ces études cliniques et pré-cliniques mettent en avant que la
consommation de cocaine peut avoir un effet toxique délétére sur le systéme vasculaire.
Chez 'Homme, la consommation de cocaine peut engendrer de nombreux troubles
vasculaires, qu’ils soient cardiaques ou cérébraux. En effet, par son action vasoconstrictrice,
la cocaine induit un affaiblissement du réseau vasculaire aboutissant alors, dans certains cas,
a la déchirure des vaisseaux. Bien que moins documentées, quelques études pré-cliniques in
vivo chez des rongeurs ont également pu confirmer que la cocaine provoque des |ésions
vasculaires au niveau cérébral et induit également des micro-ischémies dans des régions
corticales. Enfin, des analyses post-mortem et des études in vitro sur des cellules
endothéliales montrent que I'affaiblissement du réseau vasculaire par la cocaine passerait
par I'entrée en apoptose des cellules endothéliales. Cependant, aucune donnée n’est
disponible aujourd’hui sur I'évolution des effets de la prise a long terme sur le systeme
vasculaire cérébral en recherche pré-clinique. De plus, aucune étude n’a été menée chez des
animaux ayant recu de la cocaine de fagon volontaire dans des procédures d’auto-
administration. Nous avons donc mis en place, a travers I'étude 2, une procédure
expérimentale pour évaluer l'impact de la prise chronique de cocaine sur le systéme

vasculaire cérébral d’un point de vue anatomique chez le rat.

Ill. Addiction et imagerie cérébrale : données répertoriées chez

I'Homme

Les diverses techniques d’imagerie utilisées en clinique (IRM, IRMf, TEP), ont permis
une avancée majeure dans la compréhension des neuro-adaptations induites par la
consommation de cocaine. En effet, les techniques d’imagerie ont comme atout principal
I’évaluation de I'activité cérébrale chez le sujet vivant permettant non seulement de pouvoir
réaliser une étude longitudinale sur le cerveau entier, mais également d’avoir une vue
globale des modifications cérébrales. De plus, ces techniques permettent différentes

approches comme par exemple I'étude de la morphologie cérébrale, de I'activité et du

62



Introduction

métabolisme cérébral, de la pharmacocinétique ou encore de I'interaction ligand-récepteur.
Ainsi ces techniques ont permis de mieux comprendre la neurobiologie de I'addiction chez
I'Homme. Dans ce chapitre, je me focaliserai sur les changements cérébraux a long terme

mis en place pendant une période d’abstinence a la cocaine.

A. Etude de I'activité cérébrale, en période de sevrage et en absence de
stimulation

La grande majorité des études réalisées autour des modifications cérébrales
consécutives a la consommation de cocaine ont été effectuées par le groupe du Docteur N.
Volkow aux Etats-Unis. Les premiéres études effectuées par Volkow et ses collaborateurs ont
évalué les modulations de l'activité métabolique cérébrale induite a long terme par la
cocaine via des analyses de TEP-scan utilisant le **FDG, analogue métabolique radioactif du
glucose. De facon générale, lors d’un sevrage aigu (inférieur a 1 semaine), l'activité
métabolique cérébrale globale est augmentée en comparaison a des sujets naifs (Volkow et
al., 1991; Volkow et al., 1997a; Goldstein and Volkow, 2002; Parvaz et al., 2011). L'analyse
plus spécifique des régions cibles montre une activation métabolique dans des régions
corticales frontales comme I'OFC et le PFC et des régions limbiques comme le striatum
(Volkow et al., 1991; Goldstein and Volkow, 2002; Parvaz et al.,, 2011). De plus,
I'accroissement du métabolisme cérébral lors du sevrage aigu est corrélé au nombre de jours
depuis I'arrét de la consommation (Volkow et al., 1997a). A l'inverse, lors d’un sevrage a long
terme (de plusieurs semaines a plusieurs mois) aprés la derniere prise de cocaine, I'activité
métabolique cérébrale diminue en comparaison a des sujets sains ou des individus en
sevrage aigu. La diminution du métabolisme cérébral apres une période prolongée de
sevrage cible principalement des régions corticales frontales comme I'OFC, le PFC et 'ACC
(Volkow et al., 1992; Volkow et al., 1993; Volkow et al., 1997a; Goldstein and Volkow, 2002;
Parvaz et al., 2011). La réduction du métabolisme cérébral a été observée chez des patients
sevrés depuis 1 a 6 semaines. Cet effet perdure aprés 3 a 4 mois d’abstinence (Figure 8)

(Volkow et al., 1992; Volkow et al., 1993; Volkow et al., 1997a), suggérant que certaines
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altérations fonctionnelles persistent a long terme suite a I'arrét de la consommation de la

cocaine.

Figure 8 : Métabolisme cérébral chez des sujets normaux et des sujets addicts a la cocaine.
La technique de TEP a été utilisée pour mesurer le métabolisme du glucose cérébral en
utilisant le ®FDG chez des sujets normaux (en haut) et chez des patients, addicts a la
cocaine, abstinents depuis 2 semaines (au milieu) et 4 mois (en bas). Les patients
abstinents montrent une diminution de I'activité métabolique cérébrale 2 semaines et 4
mois aprés la derniére consommation de cocaine. L’échelle est représentée avec un
gradient de couleurs, I'activité métabolique la plus élevée étant le rouge et la plus faible le
bleu (rouge < jaune < vert < bleu). (D’aprés Volkow et al., 1997, pour revue).

L'analyse par imagerie TEP a également permis de mettre en évidence des
modulations du systéme dopaminergique et notamment des récepteurs a la dopamine lors
du sevrage a la cocaine en utilisant des ligands radiomarqués des récepteurs a la dopamine,
principalement les récepteurs dopaminergiques D2 ( [18F]N—methylspiroperidol). La capture
de ce ligand par les récepteurs dopaminergiques D2 est diminuée chez les patients en
sevrage aigu (inférieure a 1 semaine) mais également chez des patients en sevrage prolongé
(supérieur a un mois). Cet effet est principalement localisé au niveau du striatum et des
régions corticales comme I'OFC et I’ACC (Volkow et al., 1990b; Volkow et al., 1993; Volkow
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et al.,, 1997a; Goldstein and Volkow, 2002; Parvaz et al., 2011). Ces résultats mettent en
avant la diminution du niveau des récepteurs dopaminergiques D2, dans le striatum et le
cortex frontal, et témoignent donc d’une neuroplasticité cérébrale lors du sevrage a la

cocaine, notamment au niveau du systéme dopaminergique.

En résumé, les études réalisées montrent une évolution de I'activité métabolique
cérébrale au cours de la période de sevrage. L'activité métabolique cérébrale est augmentée
lors d’un sevrage précoce a la cocaine puis progressivement s’hypoactive lors d’un sevrage a
long terme. Parallelement, des modulations du systeme dopaminergique démontrant une

hypofonctionnalité sont observées a la fois lors d’un sevrage a court mais aussi long terme.

B. Etude de l’activité cérébrale en période de sevrage et suite a une
stimulation par des signaux associés a la drogue

Parallelement aux études préalablement exposées évaluant les changements
cérébraux lors d’une période de sevrage a la cocaine, des études d’imageries cérébrales ont
également permis d’étudier les modulations de la réponse cérébrale de patients addicts a la
cocaine lors de la présentation de signaux préalablement associés a la drogue. Pour cela,
plusieurs procédures sont possibles : soit la visualisation de vidéos montrant des personnes
utilisant de la drogue, soit en demandant au patient de raconter une scéne passée qu’il a
vécu et qui est associée a la consommation de la drogue, soit par une stimulation
pharmacologique (Wexler et al., 2001). La majorité des études sont effectuées sur des
patients addicts a la cocaine depuis plusieurs années et inclus dans un protocole de sevrage
au sein d’un cadre médical. Les patients sont dans la majorité des cas en sevrage aigu (de 24
heures a plus ou moins 14 jours), de sexe, d’age et d’origine différents (Grant et al., 1996;
Childress et al., 1999; Kilts et al., 2001; Wexler et al., 2001; Volkow et al., 2006; Fotros et al.,
2013). U'ensemble de ces études font le constat que le visionnage d’une vidéo avec des
scénes relatives a la prise de cocaine ou I'’énumération par le patient d’une scéne passée en
lien avec la prise de cette drogue provoque une augmentation du « craving » chez les
patients contrairement aux sujets naifs (Grant et al., 1996; Childress et al., 1999; Garavan et

al., 2000; Kilts et al., 2001). D’un point de vue fonctionnel, le cortex cingulaire se trouve
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activé chez les patients addicts comparés aux sujets naifs, quelque soit le type de stimulation
et la technique utilisée (TEP, IRMf) (Grant et al., 1996; Maas et al., 1998; Childress et al.,
1999; Garavan et al., 2000; Wexler et al., 2001). De plus, le visionnage d’un film associé a la
prise de cocaine par des patients addicts induit une activation d’autres régions corticales
comme le PFC dorsolatéral et 'OFC (Grant et al., 1996; Maas et al., 1998) mais également
I’'amygdale, une région limbique largement impliquée dans I'association stimuli et drogue
ainsi que dans la recherche de drogue induite par les signaux de rappel (Childress et al.,

1999; Kilts et al., 2001).

De plus, les techniques d’imagerie permettent d’évaluer les changements
fonctionnels liés au systeme de neurotransmission. Dans le cas de I'addiction a la cocaine, les
études ont ciblé le systeme dopaminergique via I'utilisation de ligands radiomarqués
spécifiques des récepteurs dopaminergiques D2. Selon les mémes procédures que celles
citées précédemment, le visionnage de vidéos présentant des individus utilisant de la
cocaine ou le souvenir d’'une scene associée a la prise de cocaine par des patients addicts en
sevrage précoce, induit une libération de DA dans plusieurs régions limbiques telles que le
striatum, I'amygdale et I'hippocampe en comparaison a I'association a des signaux neutres
(Volkow et al., 2006; Volkow et al., 2011b; Fotros et al., 2013). La présentation ou le souvenir
de signaux associés a la prise de cocaine a des patients en sevrage aigu semble donc induire
une augmentation de la neurotransmission dopaminergique similaire a celle observée lors
de la prise de drogue elle-méme, phénomeéne pouvant étre a 'origine du développement

d’un désir intense chez I'individu de prendre de la drogue et précipitant alors la rechute.

IV. Addiction et imagerie cérébrale : études réalisées chez des

modeles animaux

Toutes les techniques d’imageries cérébrales utilisées chez I’'Homme sont aujourd’hui
disponibles et performantes chez les modeéles animaux d’addiction que sont les primates
non-humains et les rongeurs. L'avantage majeur de ces techniques est de pouvoir réaliser
des études longitudinales et d’avoir un apercu des modulations de I'activité cérébrale sur le

cerveau entier. De plus, la capacité de conduire en parallele des études de neuro-imagerie
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dans des modeles animaux et chez I’'Homme fournit une approche translationnelle puissante
permettant de faire le lien entre la recherche clinique et pré-clinique. Cependant, malgré la
disponibilité et la faisabilité de ces techniques de neuro-imagerie chez le petit animal, peu
d’études chez les rongeurs et notamment chez le rat ont évalué les modifications de

I'activité et du métabolisme cérébral consécutives a I'administration chronique de cocaine.

A. Modulation de l’activité cérébrale induite par la prise de cocaine

La majorité des études de neuro-imagerie effectuées en pré-clinique se sont tout
d’abord intéressées a I'effet de la prise de cocaine, aigiie ou chronique, sur les modulations
de l'activité et du métabolisme cérébral. De facon générale, les études ont montré que
I’'administration aiglie de cocaine, quelque soit le mode d’injection (intra-veineux ou
intracérébral), produit une augmentation de I'activité cérébrale de facon dose-dépendante
chez le primate non-humain (Howell and Wilcox, 2001; Murnane and Howell, 2011) et le rat
(Stein and Fuller, 1992; Febo et al., 2004). L'augmentation de cette activité cérébrale est
généralement localisée au niveau de régions du cortex frontal comme le PFC (Stein and
Fuller, 1992; Howell and Wilcox, 2001; Febo et al., 2004) puis s’étend vers des régions
limbiques telles que le CPu et le NAc pour des concentrations de cocaine plus élevées (0,75 a
1mg/kg) (Stein and Fuller, 1992). En ce qui concerne I'administration chronique de cocaine,
les effets sur l'activité cérébrale sont plus variables que ceux observés suite a une
administration aiglie. Ces variations étant probablement dues en partie a des différences de
protocoles. En effet, 'administration intra-péritonéale quotidienne de cocaine (8 jours,
15mg/kg/inj) chez le rat induit une augmentation du métabolisme du glucose cérébral dans
le NAc (Pontieri et al., 1995); alors que celui-ci est diminué chez le rat suite a 5 ou 30 jours
d’auto-administration de cocaine (0,75mg/kg/inj) (Macey et al., 2004). Ces deux études
utilisent la méme technique d’autoradiographie via le 2-[14C]déoxyglucose pour évaluer les
changements dans le métabolisme cérébral, cependant, la voie d’administration de la
cocaine est différente entre les deux études, 'une se fait en intra-péritonéal, I'autre en
intraveineux, ce qui pourrait expliquer les différences de résultats. De facon générale,

I'administration de cocaine chez le rat semble induire un profil d’activité cérébrale similaire,
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gu’elle soit injectée par voie intra-péritonéale ou intra-veineuse, avec une activation du
métabolisme cérébral ciblée dans des régions corticales frontales et des régions limbiques

comme le NAc et le CPu.

B. Effet du sevrage a la cocaine sur l’activité cérébrale

L'étude, par des techniques de neuro-imagerie, des modulations de [l'activité
cérébrale a long terme suite a une exposition prolongée a la cocaine dans des modeles
animaux reste peu documentée. Seules quelques études se sont intéressées a cette
problématique dans des modéles animaux de primates non-humains et de rongeurs chez le

rat.

1. Etudes chez le primate non-humain

La modulation de I'activité cérébrale a été évaluée dans plusieurs études suite a la ré-
exposition a la cocaine aprés une période de sevrage. Aprés une période prolongée d’auto-
administration de cocaine (60 a 100 jours) suivie d’'un mois de sevrage, la ré-exposition a la
cocaine ne produit pas d’activation du métabolisme cérébral global observé suite a la phase
d’auto-administration (Henry et al., 2010; Murnane and Howell, 2011). Cependant, I'analyse
régionale montre une augmentation du métabolisme du glucose cérébral localisée
spécifiguement au niveau des aires corticales frontales (Henry et al., 2010). D’autres études
ont également évalué l'effet de la ré-exposition a la cocaine sur le métabolisme cérébral.
Ainsi, I"évaluation de l'activité cérébrale en autoradiographie par le 2-[14C]déoxyglucose
montre une réduction du métabolisme cérébral dans des régions telles que le PFC, le CPu, le
NAc et I'amygdale (Porrino et al., 2007; Beveridge et al., 2014). La dérégulation du
métabolisme cérébral suite a la ré-exposition a la cocaine semble perdurer a long terme
(apres 90 jours de sevrage) pour les régions corticales et les ganglions de la base mais
retourne a un niveau basal pour les aires limbiques, comme par exemple I'amygdale
(Beveridge et al., 2014). La différence de réponse dans |'activité métabolique dans ces
études, suite a la ré-exposition a la cocaine, peut s’expliquer, entre autre, par une différence

de procédure pour mesurer l'utilisation cérébrale du glucose. En effet, Henry et ses
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collaborateurs utilisent la technique de TEP via le ®FDG qui permet une évaluation sur
animal éveillé du cerveau entier alors que les études menées par Beveridge et ses
collaborateurs utilisent I'autoradiographie nécessitant le sacrifice de I'animal et donc une

analyse sur coupe pouvant potentiellement expliquer les différences de résultats.

Parallelement, la modulation fonctionnelle du systeme dopaminergique lors d’une
phase de sevrage a été évaluée plus spécifiguement dans le méme modeéle animal. La
disponibilité des récepteurs dopaminergiques D2 retrouve un niveau basal aprés 3 semaines
de sevrage qui font suite a 1 semaine d’auto-administration, alors que suite a une exposition
prolongée de 12 mois d’auto-administration, la récupération fonctionnelle de la disponibilité
des récepteurs dopaminergiques D2 est plus variable (Murnane and Howell, 2011). En effet,
une partie des animaux présente une récupération compléte de la disponibilité de ces
récepteurs aprés 3 mois de sevrage alors que |'autre partie ne montre aucune récupération
méme aprés 1 an de sevrage (Murnane and Howell, 2011). De plus, suite a 30 jours de
sevrage consécutifs a une prise chronique de cocaine, le « binding » du DAT et des
récepteurs dopaminergiques D1 est réduit dans le striatum puis revient a un niveau basal
apres 90 jours de sevrage (Beveridge et al., 2009). La modulation du systéme
dopaminergique lors du sevrage a la cocaine semble donc dépendre de la durée d’accés ainsi
gue de la dose de cocaine préalablement administrée. Le sevrage a la cocaine, suite a une
administration chronique, induit d’une part, la dérégulation des fonctions dopaminergiques,
qui seront majoritairement rétablies a long terme, et d’autre part, d’'une modulation du
métabolisme cérébral dans des régions corticales comme I'ACC et le PFC ainsi que dans le

striatum, le NAc et 'amygdale.

2. Etudeschezle rat

L'une des premieres études réalisée chez le rat a évalué I'effet d’'une réponse a la
cocaine suite a 1 semaine de sevrage consécutive a 7 jours de traitement (i.p) par la cocaine.
La réponse cérébrale a été évaluée par IRMf, et les résultats montrent une diminution du
niveau d’oxygeéne sanguin chez les rats préalablement traités par la cocaine en comparaison

des rats contréles (Febo et al., 2004). De plus, deux études récentes ont évalué les
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modulations du métabolisme cérébral aprés une procédure d’auto-administration de
cocaine chez le rat. De fagon générale, ces études mettent en avant une diminution du
métabolisme cérébral basal suite a une période de sevrage a la cocaine. Plus spécifiquement,
Gozzi et ses collaborateurs ont montré une réduction du volume sanguin cérébral aprés 10
jours d’abstinence consécutifs a 32 sessions d’auto-administration de cocaine (Gozzi et al.,
2011). Cette diminution est plus spécifiquement localisée dans des aires corticales frontales
telles que le PFC, I'OFC et I’ACC ainsi que des régions limbiques comme le Core du NAc. De
surcroit, les auteurs ont testé la réponse fonctionnelle a 'AMPH chez les mémes animaux; il
apparait que les rats en sevrage a la cocaine ont une diminution de la réponse fonctionnelle
a 'AMPH dans le striatum en comparaison a des rats contrbles (Gozzi et al., 2011). Il
semblerait donc que le systeme dopaminergique soit hypofonctionnel lors d’un sevrage aigu
consécutif a une exposition prolongée de cocaine. Enfin, dans une procédure semblable mais
en utilisant une technique de quantification de l'utilisation du glucose cérébral, Calipari et
ses collaborateurs ont montré que des rats en sevrage depuis 48 heures suite a 5 jours
d’auto administration de cocaine montrent une diminution de la consommation du glucose
en comparaison a des animaux controles, réduction observée dans I’ACC, le CPu et le NAc
ainsi que la BLA (Calipari et al., 2013). Bien que peu nombreuses, I'ensemble de ces études
effectuées vont dans le sens d’une diminution du métabolisme cérébral lors du sevrage aigu
a la cocaine ainsi qu’une diminution de la réponse fonctionnelle du systeme

dopaminergique.

V. Résumé

L'utilisation des techniques de neuro-imagerie a permis une avancée majeure dans la
compréhension des modulations de I'activité métabolique et fonctionnelle chez 'Homme,
lors de l'arrét de la consommation de cocaine, pendant le sevrage. En condition dite
« basale », le sevrage aigu a la cocaine induit une augmentation du métabolisme cérébral et
une hypofonctionnalité du systeme dopaminergique. A long terme, le métabolisme cérébral
devient hypoactif. Ces données mettent en avant une évolution de la neuro-modulation lors
de la période de sevrage en fonction du temps. De plus, I'étude de la réactivité cérébrale par

la présentation de signaux associés a la drogue a des individus en sevrage montre une
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activation métabolique majoritairement au niveau des aires corticales frontales ainsi qu’une
neurotransmission dopaminergique exacerbée. Ces données démontrent donc que le
sevrage a la cocaine induit des changements de l'activité cérébrale qui pourraient sous-
tendre a la réactivité accrue a la drogue et aux signaux associés. Parallelement, les données
pré-cliniques, notamment chez le rat, restent peu documentées et sont majoritairement
décrites dans le cas d’un sevrage aigu. En effet, les seules études sur ce sujet montrent une
diminution du métabolisme cérébral lors d’un sevrage aigu consécutif a une période
prolongée d’auto-administration de cocaine mais n‘ont pas évalué I'évolution de ces
changements a long terme. L'utilisation de modéles animaux reste pourtant d’un intérét
majeur afin d’étudier les neuro-adaptations a long terme induites par la prise de drogue car
I’expérimentation animale permet d’isoler et controler de nombreux facteurs, comme par
exemple la carte génétique, I'environnement, le contexte historique et social, le type de
drogues consommées, parametres qui sont difficilement controlables chez I’'Homme. Nous
avons donc choisi de réaliser une étude longitudinale, dans un modele d’addiction chez le
rat, visant a évaluer les modifications de I’activité métabolique cérébrale a long terme suite

a une exposition chronique a la cocaine.
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Chapitre 4 : Influence de I’exposition a un
environnement positif sur les comportements
addictifs

Comme nous l'avons exposé dans le chapitre 1 « I’Addiction », 'un des facteurs
jouant un role prépondérant dans la vulnérabilité ou la résistance a I'addiction aux drogues
est I'’environnement. On entend par « environnement » tous les facteurs extrinseques qui
ponctuent la vie d’un individu comme par exemple le niveau socio-économique, le niveau
d’étude, les relations sociales ou encore toutes autres expériences de la vie. Il a largement
été décrit que des facteurs environnementaux négatifs augmentent la vulnérabilité a
I'addiction aux drogues (Sinha, 2001) alors que les facteurs environnementaux dits
« positifs » ont des propriétés protectrices vis-a-vis de I'addiction aux drogues (Solinas et al.,
2010a). Dans la suite de ce chapitre, j’ai choisi de me concentrer sur l'influence d’une
stimulation environnementale positive sur I'addiction aux drogues qui est en lien avec mes

travaux de recherche.

I.  Lenvironnement enrichi (EE)

A. Description

Lamarque et Darwin ont été les premiers a avancer 'idée du role de I'environnement
dans la modulation comportementale et physiologique des individus et plus spécifiqguement
de linteraction entre les organismes vivants et leur environnement. Par la suite, I'influence
d’une stimulation environnementale positive sur le comportement des animaux de
laboratoire a été développée par Hebb. En effet, dans une étude pionniére, il a pu
démontrer que des rats, élevés librement a son domicile, développaient de meilleures
capacités d’apprentissage et d’exploration que des rats élevés dans des cages en laboratoire

(Hebb, 1947). Par la suite, le concept d’enrichissement de I’environnement f(t avancé grace
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aux travaux de Rosenzweig qui fut le premier a réaliser des études permettant d’évaluer
qualitativement et quantitativement les changements cérébraux et comportementaux
induits par un environnement positif. En effet, a travers d’élégants travaux, Rosenzweig et
ses collaborateurs ont démontré que I'exposition a un EE induit des modifications cérébrales
et comportementales majeures chez les rongeurs. En effet, 'exposition a I'EE augmente le
poids et la taille du cerveau, le nombre d’épines dendritiques et accroit la complexité
synaptique. D’un point de vue comportemental, 'EE améliore les capacités d’apprentissage
et d’accomplissement de taches complexes chez les rats (Rosenzweig and Bennett, 1996).
Ses observations ont ouvert un nouveau champ d’étude sur les effets positifs d’un EE sur le
cerveau. Par la suite, I'EE a donc été défini comme un ensemble d’interactions sociales et
inanimées permettant des stimulations sociales, cognitives et motrices des animaux
(Rosenzweig et al., 1978) (Figure 9), définition toujours valable et utilisée aujourd’hui dans

les travaux de recherche réalisés sur cette thématique.

Motor Cognitive

Somatosensory

Figure 9: Représentation schématique d’un environnement enrichi constitué d’un
ensemble de stimulations visuelles, somatosensorielles, cognitives et motrices
(Nithianantharajah and Hannan, 2006).

Dans notre laboratoire, I'EE est constitué d’une grande cage (cage de 180 X L50 X
H100 cm pour les rats et cage de 160 X L38 X H20 cm pour les souris), ou les animaux peuvent

évoluer en groupes, et contenant une roue, une maison ainsi que plusieurs jouets de forme,
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taille et couleur différentes afin de stimuler les animaux sur le plan social, physique, cognitif
et visuel (Figure 10). Les animaux hébergés en EE sont 3 a 4 par cage (Solinas et al., 2008;
Chauvet et al., 2009; Solinas et al., 2009; Chauvet et al., 2011a; Chauvet et al., 2012) mais
suivant les études, les groupes peuvent étre constitués de plus de 10 animaux (Bowling et
al.,, 1993; Bardo and Valone, 1994; Green et al.,, 2002; Green et al., 2010). L'une des
caractéristiques importantes de I'EE est la nouveauté. En conséquence, les jouets des
animaux sont changés toutes les semaines, stimulant ainsi le comportement exploratoire et
la curiosité des rongeurs (Nithianantharajah and Hannan, 2006; Laviola et al., 2008). Par
ailleurs, plusieurs modeéles d’enrichissement sont utilisés suivant les laboratoires. Certains
I'utilisent comme une condition d’hébergement (Chauvet et al., 2009), c’est le choix que
nous avons fait au sein de notre laboratoire, alors que d’autres préférent exposer les
animaux uniquement quelques heures par jour ou par semaine (Rampon et al.,, 2000).
Malgré le fait que les conditions d’exposition a I'EE puissent étre différentes selon les études
et les laboratoires, il est clairement établi que I'EE a des effets bénéfiques au niveau
neuroanatomique, neurofonctionnel et comportemental. Bien que ces effets soient décrits
dans diverses pathologies cérébrales, comme, entre autres, la maladie d’Alzheimer ou la
maladie de Parkinson (Laviola et al., 2008), dans la suite de ce chapitre, je me consacrerai a

I’étude de I'exposition de rongeurs a un EE sur I'addiction aux drogues.
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Figure 10 : Photographies illustrant I’environnement enrichi au sein de notre laboratoire.
A- Rats hébergés en environnement standard (a gauche) servant de groupe contrdle et en
environnement enrichi (a droite). B- Souris hébergées en environnement standard servant
de contréle (a gauche) et en environnement enrichi (a droite).

B. Effets préventifs de I’EE sur I’addiction aux drogues

Parmi les études pionniéres s’intéressant a I'effet de I'EE sur I'addiction aux drogues
d’abus, une grande majorité a été effectuée dans le laboratoire de Michael Bardo, aux Etats-
Unis. Ces études ont été réalisées principalement chez des rats hébergés dans un EE en

comparaison a des rats hébergés en condition isolée (IE).

Leurs premiers travaux ont mis en évidence que des rats élevés en EE montrent une
réponse locomotrice plus élevée que des rats isolés suite a I'injection aigiie d’AMPH ou de

cocaine

(Bowling et al., 1993; Bowling and Bardo, 1994). Cependant, des résultats opposés ont été

décrits pour la morphine (Bardo et al., 1995a), et la nicotine (Green et al., 2003) ou les rats
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préalablement exposés a I'EE montrent une réduction des effets locomoteurs de ces drogues
en comparaison aux rats isolés. L'utilisation du modele de sensibilisation comportementale a
permis de mettre en évidence que la sensibilisation a ’AMPH (Bardo et al., 1995b), la
nicotine (Green et al., 2003; Adams et al., 2013) et la morphine (Bardo et al., 1995a) était
diminuée chez les rats exposés a I'EE. Parallelement, et de facon surprenante, il a été
démontré que I'exposition a I'EE ne diminue pas les effets récompensants de ’AMPH (Bardo
et al., 1995a) et de la morphine (Bardo and Valone, 1994) dans un modele de préférence de
place conditionnée (CPP). En effet, les rats élevés en EE et |IE présentent tous une préférence

de place pour le compartiment préalablement associé a la drogue.

Au sein de notre équipe, plusieurs études se sont intéressées aux effets de I'EE dans
des modeles de sensibilisation comportementale et de CPP chez la souris. Nos travaux
montrent que, les souris exposées a I'EE ont une diminution de la sensibilisation
comportementale induite par la cocaine, ainsi qu’une diminution de la préférence de place
pour le compartiment associé a cette méme drogue (Solinas et al., 2009). La réduction de la
réponse comportementale des souris élevées en EE face a la cocaine a été associée a des
modifications d’expression de marqueurs d’activité neuronale comme une diminution
striatale de I'expression des protéines delta-fosB, et Zif-268 (Solinas et al., 2009). La
protection apportée par l'exposition a I'EE semble donc passer par une réduction de

I'activité neuronale dans le striatum.

Nous avons pu également démontrer que I'exposition des animaux a I'EE a des effets
différents suivant I'évaluation des effets récompensants, locomoteurs ou de sensibilisation
comportementale induits par une drogue. En effet, contrairement aux effets observés sur la
cocaine, I'EE protége uniquement contre les effets récompensants de I'héroine démontrés
dans un modele de CPP, alors qu’il n’a pas d’effet sur la locomotion et la sensibilisation
comportementale induite par cette méme drogue (El Rawas et al., 2009). Enfin, dans un
modele de CPP a la méthamphétamine (METH), nous avons pu démontrer que |’exposition a
I'EE ne protege pas contre les effets récompensants, locomoteurs et neurotoxiques de cette

drogue (Thiriet et al., 2011).

Par ailleurs, dans des procédures d’auto-administration de drogue chez le rat, il a été

démontré que les effets renforcants de ’AMPH (Bardo et al., 2001; Green et al., 2002) et de
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la cocaine (Gipson et al., 2011; Puhl et al., 2012) sont réduits chez les rats élevés en EE. De
plus, grace a des procédures de ratio progressif, il a été mis en évidence que la motivation
des rats pour '’AMPH est réduite par I'EE (Bardo et al., 2001; Green et al., 2002). Enfin, la
résistance a I'extinction et a la rechute induite par ’AMPH (Stairs et al., 2006) ou la cocaine

(Green et al., 2010) est également diminuée chez les rats EE.

A travers I'ensemble de ces travaux, il a clairement été établi que I’exposition a un
environnement positif et stimulant, modélisé par I'EE en laboratoire, a des effets positifs sur
I’addiction aux drogues d’abus. En effet, ’hébergement en EE permet de diminuer les effets
pharmacologiques et renforgants des drogues, et également de réduire la motivation et la

recherche de drogue démontrant son effet préventif sur I'addiction aux drogues d’abus.

C. Effets curatifs de I’EE sur I’addiction aux drogues

L'EE ayant un effet préventif sur I'addiction, nous nous sommes questionnés sur
I’éventuel pouvoir curatif de cet environnement. Autrement dit, I'exposition a un EE
pourrait-il permettre de traiter I'addiction aux drogues d’abus? En effet, I'une des phases
critiques de I'addiction étant la rechute, qui peut survenir méme aprés de longues périodes
d’abstinence, nous nous sommes demandés si I'exposition des animaux a I'EE pendant la

période de sevrage pouvait diminuer, voire contre-carrer, cette recherche de drogue.

Les premieres études ont été réalisées sur des modeles de sensibilisation
comportementale et de CPP a la cocaine chez la souris. Nous avons pu démontrer que
I'exposition a I'EE pendant 30 jours de sevrage permet d’abolir la sensibilisation
comportementale et la préférence de place conditionnée induite par la cocaine (Solinas et
al., 2008; Chauvet et al., 2011a). Cet effet est associé a une diminution de I'expression de la
protéine c-fos dans des régions corticales (I’ACC, I'OFC et le cortex infralimbique) mais
également dans des régions motrices et limbiques telles que le CPu, le NAc, la VTA, le BNST,
la BLA et le CeA (Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2011a). L'étude des effets curatifs de I'EE
sur les comportements addictifs a été étendue a des modeéles d’auto-administration de

cocaine chez le rat. Il a alors été démontré que des rats exposés a I'EE pendant le sevrage
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ont un comportement de recherche de cocaine significativement diminué (Chauvet et al.,
2009; Thiel et al., 2009; Thiel et al., 2010; Chauvet et al., 2012). Cet effet est observable suite
a l'induction de la recherche de drogue par les signaux environnementaux et le stress mais il
n’a pas été identifié lors de I'induction par la drogue elle-méme (Chauvet et al., 2009; Thiel
et al., 2009). La diminution comportementale de la recherche de cocaine suite a I’exposition
des animaux a I'EE est associée a la diminution de I'expression de la protéine c-fos dans des
régions cérébrales impliquées dans la rechute (par exemple I’ACC, le NAc, la VTA...) (Thiel et

al., 2010; Chauvet et al., 2011a).

Ces études sont en accord avec des observations pré-cliniques et cliniques mettant
en évidence qu’un environnement positif et stimulant peut étre déterminant dans le
traitement de I'addiction aux drogues d’abus (Setlow, 2008 ; Schnabel, 2009). De plus, ces
études ont permis de démontrer qu’en plus de ses effets préventifs sur le développement
des comportements addictifs, I'EE permet de diminuer les risques de rechute, mettant en

avant son fort potentiel thérapeutique.

II. Comment I'EE diminue-t-il la vulnérabilité a I’addiction ?

Hypothése d’une récompense alternative

Comme nous venons de |'exposer, I'EE présente a la fois des effets préventifs mais
également curatifs sur I'addiction aux drogues et notamment 'addiction a la cocaine. Plus
spécifiguement, I'exposition a I'EE permet de diminuer le comportement de recherche de
cocaine dans des modeles animaux de rechute (Chauvet et al., 2009; Chauvet et al., 2012).
Ainsi, au travers de I'étude de I'EE, il est primordial de comprendre comment, et par quels
mécanismes, |'exposition a un EE permet de diminuer le comportement de recherche de
drogue et donc de diminuer la rechute a la cocaine. Dans une revue récente, mon équipe a
émis des hypothéses sur différents mécanismes qui pourraient permettre d’expliquer les
processus psychobiologiques qui sous-tendent les effets positifs de I'EE sur la rechute
(Solinas et al., 2010a). L'une des hypothéses émises est que I'EE agirait comme une
récompense alternative. En effet, I'ensemble des composants de I'EE que sont les

interactions sociales (Panksepp et al., 1997a; Vanderschuren et al., 1997a; Panksepp and
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Lahvis, 2007; Thiel et al., 2008b), la nouveauté (Bevins and Bardo, 1999b; Bevins and
Besheer, 2005; Pelloux et al., 2006a), et I'activité physique volontaire (lversen, 1993; Lett et
al., 2000) sont connus comme étant récompensants chez I'animal. Ainsi, il est possible
d’envisager que I'exposition exclusive a I'une de ces récompenses, qui font partie intégrante
de I'EE, pourrait, tout comme I'EE, permettre de diminuer le comportement de recherche de
drogue. Dans le chapitre suivant « Effet de I’exposition a une récompense alternative sur les
comportements addictifs», je développerai en détails I'effet de I’exposition a une

récompense alternative sur les comportements addictifs.
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Chapitre 5 : Effet de I’exposition a une récompense
alternative sur les comportements addictifs

I. Qu’est-ce qu’une récompense alternative chez les rongeurs ?

Une récompense naturelle alternative regroupe, de facon générale, I'’ensemble des
stimuli possédant une valeur incitative et renforgante pour un individu. Ainsi, la nourriture,
notamment sucrée (Ahmed, 2012), I'activité physique (lversen, 1993; Lett et al., 2000), les
interactions sociales (Panksepp et al., 1997a; Vanderschuren et al., 1997a; Panksepp and
Lahvis, 2007; Thiel et al., 2008b) (Panksepp et al., 1997a; Vanderschuren et al., 1997a;
Panksepp and Lahvis, 2007; Thiel et al., 2008b) et la nouveauté (Bevins and Bardo, 1999b;
Bevins and Besheer, 2005; Pelloux et al., 2006a) peuvent étre considérées comme des
récompenses naturelles alternatives renforcantes pour les rongeurs. En effet, les rats sont
capables d’effectuer un nombre élevé de réponses opérantes pour avoir accés a une solution
sucrée (Grimm et al., 2002b; Goeders et al., 2009) ou une roue d’activité (Ilversen, 1993). De
plus, les rats consomment de trés grandes quantités de solution sucrée (Avena et al., 2008b)
et montrent une préférence accrue pour le sucrose lorsqu’ils ont le choix entre de I'eau ou
du sucrose (Avena et al., 2008b; Vendruscolo et al., 2010a; Vendruscolo et al., 2010b). Ces
études mettent en exergue la valeur renforcante d’une solution sucrée et de la pratique
d’une activité physique pour les rongeurs et donc valident I'utilisation de ce type de stimuli

comme récompense alternative naturelle.

D’un point de vue neurobiologique, les récompenses alternatives comme le sucrose
et I'activité physique activent le systéme de la récompense (Werme et al., 2002; Carelli,
2004) et augmentent le niveau de dopamine dans le NAc, tout comme les drogues d’abus
(Bassareo and Di Chiara, 1997; Bassareo et al., 2002). De plus, I'exposition chronique a une
solution sucrée ou une roue d’activité induit des neuro-adaptations dans le circuit de Ila
récompense qui peuvent moduler la réactivité aux drogues (Liu and Grigson, 2005; Bocarsly

et al., 2012b; Zlebnik et al., 2014).
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De surcroit, en ce qui concerne les solutions sucrées, les modifications
neurobiologiques semblent dépendantes du type d’accés a la solution. En effet, Avena et ses
collaborateurs ont mis en évidence que l'accés intermittent au sucrose induit des effets
identiques aux drogues d’abus (Avena et al.,, 2008b). Effectivement, une exposition
intermittente, mais répétée, au sucrose produit des modifications cérébrales telles qu’une
sensibilisation du circuit de la récompense et des comportements typiques des
comportements addictifs comme par exemple une consommation en « binge » et des signes

de sevrage (Colantuoni et al., 2002; Avena et al., 2008b).

L’ensemble de ces données suggérent que I'exposition a une récompense alternative
pourrait induire des modulations cérébrales et modifier la réponse comportementale face
aux drogues d’abus. Dans la suite de ce chapitre, je me consacrerai a I'impact de I'acces a
une récompense alternative, et plus spécifiqguement I'exercice physique et les solutions

sucrées, sur I'addiction aux drogues.

Il. Effets de I’exposition a une récompense alternative naturelle sur

I’addiction aux drogues

Parmi l'ensemble des études réalisées sur linfluence de I'exposition a une
récompense alternative sur les comportements addictifs, de nombreux travaux ont évalué si
I’acces préalable a une telle stimulation pouvait moduler la récompense comportementale
face aux drogues d’abus. Dans ce chapitre, je me consacrerai spécifiquement a l'influence de
deux types de récompenses alternatives que sont les solutions sucrées et I'activité physique.
De facon générale, la littérature montre que l'accés a une récompense alternative
préalablement a la drogue permet de réduire la vulnérabilité a I'addiction et donc entraine
une diminution de la prise de drogue. La majorité de ces études a été réalisée grace au
modele d’auto-administration de drogue. Par exemple, dans une étude menée par
Vendruscolo et ses collaborateurs, les auteurs ont montré que la consommation de sucrose,
a I'adolescence, chez le rat, induit, a ’age adulte, une diminution de la préférence et de la
consommation d’éthanol (Vendruscolo et al.,, 2010b) ainsi qu’une réduction de la

consommation de sucrose bien qu’aucune modification n’ait été observée sur l'auto-
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administration de cocaine (Vendruscolo et al., 2010a). Parallélement, dans des études
traitant de I'impact de I'exercice physique sur le comportement addictif, il a été mis en
évidence que la pratique d’une activité physique chez le rat, du sevrage jusqu'a I'dge adulte,
permet de diminuer le comportement d’acquisition d’auto-administration de cocaine et
également de réduire les effets locomoteurs induits par cette méme drogue (Smith and
Witte, 2012) (Smith and Pitts, 2011). De plus, grace a une procédure de ratio progressif,
utilisée pour mesurer la motivation de I'animal, des études ont mis en avant I'action
protectrice de I'activité physique envers les effets renforcants de la cocaine. En effet, les rats
pratiquant une activité physique montrent un seuil de rupture (« breakpoint ») inférieur a
des rats sédentaires, ceci permet donc de démontrer une diminution de leur motivation
pour la drogue (Smith et al., 2008). L’'ensemble de ces données a permis de démontrer que
I’exposition a une récompense alternative, comme une solution sucrée ou Iactivité
physique, protége les animaux contre les effets renforcants des drogues d’abus, et semble

ainsi diminuer la vulnérabilité a I’addiction.

Par ailleurs, plusieurs études ont pu mettre en évidence que l'accés a une
récompense alternative, pendant les sessions d’auto-administration, réduit la préférence et
la prise de drogue. En effet, de fagon intéressante, Carroll et ses collaborateurs ont pu
montrer que I'accés concomitant au sucrose et a la cocaine, pendant les sessions d’auto-
administration, diminue la proportion de rats qui apprennent a s’auto-administrer de la
drogue (Carroll et al., 1989; Carroll and Lac, 1993a). De plus, lorsque les rats ont acquis le
comportement d’auto-administration, I'accés simultané au sucrose et a la cocaine permet de
diminuer la prise et la préférence pour la drogue (Carroll and Stotz, 1983; Carroll and Lac,
1993a). En outre, dans des procédures de choix, ou I'on oblige le rat a choisir entre une
solution sucrée, la saccharine (solution sucrée ne contenant pas d’apport calorique), et la
drogue dans des cages opérantes, les rats préferent largement la saccharine et ignorent la
cocaine (Lenoir et al., 2007; Cantin et al., 2010; Ahmed et al., 2013d; Ahmed et al., 2013c;
Lenoir et al., 2013a; Madsen and Ahmed, 2014). Cette préférence se voit aboli dans le cas
d’une exposition a long terme a une drogue hautement addictive comme I’héroine, sans
pour autant montrer une préférence pour la drogue (Lenoir et al., 2013a). L’accés au sucrose
simultanément a une drogue d’abus semble donc diminuer 'effet récompensant de celle-ci.

De facon encore plus surprenante, dans des procédures de choix, I'effet récompensant du
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sucrose semble surpasser celui de la drogue. Parallelement, concernant I’activité physique, il
a été démontré, tout comme pour une solution sucrée, que I'accés a une roue d’activité
pendant les sessions d’auto-administration de cocaine permet de diminuer la prise de
drogue et également de prévenir I'escalade donc la perte de contréle sur la consommation
(Cosgrove et al., 2002b; Zlebnik et al., 2012). Par ailleurs, quelques études ont également
démontré |'effet protecteur de I'exercice physique pour les AMPH et I’héroine. En effet, un
acces concomitant a une roue d’activité et a une solution d’AMPH permet de diminuer la
consommation orale de cette drogue par rapport a des rats sédentaires (Kanarek et al.,
1995). De plus, la possibilité de faire de I'exercice physique pendant des sessions d’auto-
administration de drogue induit également la baisse de la prise de METH (Miller et al., 2012)
et d’héroine (Smith and Pitts, 2012). L'accés simultané a une drogue d’abus et a une
récompense alternative semble pouvoir diminuer la consommation de drogue, et également
protéger contre la perte de contréle de la prise de drogue. De plus, dans des procédures de
choix, I'effet renforcant de la récompense alternative, en I'occurrence une solution sucrée,

semble dépasser celui de la drogue et donc permettre d’en réduire la consommation.

Enfin, plusieurs laboratoires se sont intéressés a l'effet de I|’exposition a une
récompense alternative, principalement I'exercice physique, pendant le sevrage sur le
comportement de recherche de drogue et sur la rechute. De nouveau, I'ensemble de ces
études a été réalisé sur un modeéle d’auto-administration chez le rat. Ainsi, il a été démontré
gue I'exposition a une roue d’activité pendant une période de sevrage diminue la rechute a
la cocaine, que le comportement soit induit par la drogue elle-méme ou par le contexte
(Lynch et al.,, 2010; Smith et al.,, 2012). D’un point de vue moléculaire, I'effet
comportemental protecteur de I'exercice physique sur la rechute a la cocaine est associé a
une diminution de I'expression de la protéine ERK phosphorylée dans le PFC des rats ayant
recu la drogue et pratiquant une activité physique (Lynch et al., 2010). Il semblerait donc que
la pratique de I'exercice physique pendant une période d’abstinence permette de palier a
I'augmentation de I'activité neuronale du PFC, région impliquée dans la mise en place du
« craving » et de la rechute, lors du test de recherche de drogue. Par la suite, Peterson et ses
collaborateurs ont approfondi I’hypothese que I'activité physique diminuerait de facon dose-
dépendante la recherche de cocaine (Peterson et al., 2014a; Peterson et al., 2014b). Pour

cela, suite a une période d’auto-administration de cocaine, les rats sont placés en sevrage
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avec une période d’acces a une roue d’activité variant entre 1, 2, 6 et 24 heures par jour en
fonction des groupes. A I'issue de 14 jours de sevrage dans ces conditions, les rats subissent
un test de rechute qui débute par une procédure d’extinction puis de rétablissement du
comportement de recherche de drogue par les signaux préalablement associés a la prise de
cocaine. Une heure de course par jour pendant la phase de sevrage ne réduit pas le
comportement de recherche de cocaine alors que 2, 6 et 24 heures de course permettent de
diminuer significativement la recherche de cocaine induite par les signaux et ceci de fagon
dose-dépendante (Peterson et al., 2014a; Peterson et al., 2014b). A noter que, l'activité
physique diminue la recherche de drogue induite par les signaux mais n’a pas d’effet sur
I’extinction en comparaison a des rats contréles ayant eu accés a une roue bloquée. L'effet
bénéfique de I'exercice physique sur la rechute semble passer par une atténuation de
I'augmentation du niveau d’expression de I’exon IV du BDNF observé pendant le sevrage a la
cocaine (Peterson et al., 2014a). En plus de I'effet préventif préalablement décrit, I'exercice
physique semble également avoir un potentiel curatif envers I'addiction a la cocaine et donc
permettre de diminuer la rechute. Contrairement a I'exercice physique, peu d’études ont
évalué l'influence de la consommation de solution sucrée pendant le sevrage sur la rechute.
Seule une étude a mis en avant qu’un bref accés de 5 minutes a une solution sucrée, suite a
3 mois de sevrage, permet de réduire la résistance a I'extinction et le rétablissement du
comportement de recherche de drogue induit par une injection de cocaine, en comparaison
a des rats ayant eu acces uniqguement a de I'eau (Liu and Grigson, 2005). L'acces a une
récompense alternative pendant le sevrage consécutif a une prise chronique de drogue

permet de réduire la recherche de drogue et donc de diminuer la rechute.

L'ensemble des études décrites sont en accord pour dire que lI'exposition a une

récompense alternative chez les rongeurs permet de réduire la réponse comportementale

face aux drogues et principalement la cocaine.
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Ill. Effet de la consommation de drogue sur la réponse

comportementale aux récompenses alternatives naturelles

En laboratoire, le sucrose étant considéré comme une récompense naturelle, il est
souvent utilisé pour mesurer I'anhédonie, qui est définie comme l'incapacité a éprouver une
sensation positive. L’anhédonie est un symptome majeur des comportements dépressifs. En
effet, des animaux exposés a un stress chronique modéré montrent une diminution de la
préférence et de la consommation de sucrose en comparaison a des animaux contrdles
(Willner et al., 1987) mais également une réduction de la préférence de place pour le

compartiment associé a la solution sucrée (Cryan et al., 2002a).

Dans le cas de I'addiction aux drogues, un symptome important est le désintérét pour
toutes autres activités récréationnelles que celles centrées sur la recherche ou la prise de
drogue. Ainsi, des hypotheses suggérent qu’il existe une dérégulation du circuit de la
récompense conduisant a une dévaluation des récompenses naturelles. Ceci a notamment
été démontré par I'augmentation du seuil de stimulation intracérébrale chez des rats placés
en abstinence suite a une exposition prolongée a la cocaine (Ahmed et al., 2002b). En effet,
suite a I'arrét de la prise de drogue, un syndrome de sevrage caractérisé, entre autre, par
une diminution de I'effet renforcant des facteurs autres que la drogue, pouvant étre définie

comme anhédonie, peut étre observé.

Ainsi, la mesure de la réponse comportementale a une récompense alternative
naturelle chez des modeéles animaux d’addiction pourrait étre considérée comme une
évaluation de I'anhédonie suite a la prise chronique de drogue. En effet, il a été démontré
gue des rats ayant un acces simultané a une roue d’activité et a I'auto-administration de
METH (Miller et al., 2012), ou de cocaine (Cosgrove et al., 2002b), courent moins que des
rats ayant uniquement acces a la roue. De fagon similaire, Smith et ses collaborateurs ont
montré que la distance de course parcourue, aprés des séances de prise de cocaine en
« binge », est réduite et ne retrouve jamais un niveau basal bien qu’elle augmente entre
chaque séance (Smith and Pitts, 2011). Les animaux ayant expérimenté la drogue semblent
avoir une diminution de la valeur récompensante de I’activité physique. De plus, la chute du

niveau de course observée aprées chaque séance de prise de cocaine en « binge » (Smith and
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Pitts, 2011) pourrait s’apparenter a un syndrome de sevrage aigu réduisant ainsi la

motivation des animaux pour les récompenses alternatives naturelles.

La prise de drogue semble donc moduler la réponse comportementale face aux
récompenses alternatives chez le rongeur. La mesure de la réponse comportementale face a
une récompense alternative suite a la prise de drogue semble donc étre un indicateur de la

mise en place d’'un syndrome de sevrage caractérisé par une anhédonie.

IV. Lexposition a une activité récréationnelle peut-elle étre envisagée

comme stratégie thérapeutique dans le cas d’une addiction chez

'Homme ?

L’exposition a une activité stimulante récréationnelle est une stratégie thérapeutique
aujourd’hui envisagée dans le cas d’'une addiction chez I'Homme. Les premiéres études chez
'Homme ont majoritairement été réalisées en utilisant comme récompense des bons
monétaires qui facilitent le maintien de I'abstinence et diminuent donc significativement la
rechute dans le cas de plusieurs drogues d’abus comme par exemple, I'alcool, la nicotine et
la cocaine (Lussier et al., 2006). Depuis quelques années, un autre type d’activité
récompensante et facilement quantifiable est proposé a I’'Homme, il s’agit de l'activité
physique. A ce jour, quelques études cliniques, réalisées dans le cas d’'une addiction au
tabac, mettent en évidence le fait qu’une pratique réguliere d’activité physique pendant
plusieurs semaines (en moyenne 12 semaines) est a l'origine d’une diminution de la
consommation de cigarettes ainsi que du « craving » et les symptomes de sevrage (Everson
et al., 2006; Taylor et al., 2007). La pratique de I'exercice par des patients dépendants au
tabac inclus dans un programme de sevrage médical, permet de réduire la consommation de
tabac a la fois pendant (Prapavessis et al., 2007; Brown et al., 2010), mais aussi apres la
période d’activité physique (Taylor et al., 2007). Le suivi longitudinal des patients apres la
procédure de sevrage par la pratique d’exercice physique permet de montrer un effet a long
terme puisque dans la majorité des cas, nous observons chez ces patients un maintien de

I'abstinence, aprés 3 et 12 mois, supérieur aux patients passifs controles (Marcus et al.,
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1999; Taylor et al., 2007; Brown et al., 2010). Cependant, deux études mettent en avant une
ré-augmentation de la consommation de tabac apres 3 et 12 mois post-traitement
(Prapavessis et al., 2007; Ussher et al., 2007). Par ailleurs, I'association d’une pratique
physigue a un traitement anti-tabagique nicotinique potentialise le maintien de I'abstinence
(Prochaska et al., 2008). De plus, il reste, tout comme chez I'animal, a déterminer si la
guantité d’exercice effectué est liée a I'effet bénéfique sur la diminution du comportement
addictif. Seule une étude a mis en avant le fait que la pratique de vélo a forte intensité
permet de diminuer le « craving » en comparaison a une pratique de faible intensité (Taylor
et al., 2007). Enfin, la littérature reste encore peu documentée et controversée sur |'effet de
la pratique d’une activité physique sur la rechute précipitée par les signaux associés a la
drogue. En effet, seulement deux études se sont intéressées a cette question. Alors que
I'une montre que la pratique d‘une activité physique diminue le « craving » chez les patients
lors de la présentation de signaux de rappel, la seconde a mis en évidence une augmentation

du « craving » (Taylor et al., 2007).

Bien que I'ensemble des études réalisées montrent des effets plus ou moins
importants de |’exercice physique sur la consommation et le maintien de I'abstinence au
tabac, ces variabilités sont peut-étre dues a des divergences de procédure. En effet,
I'ensemble des protocoles ne suggerent pas la méme pratique, la méme intensité et la
méme durée d’activité physique. Néanmoins, il semblerait que la pratique physique
réguliére, associée ou non a un traitement anti-tabagique, permette de diminuer la
consommation de tabac et de faciliter le maintien de I'abstinence a plus ou moins long

terme.

Parallelement aux études menées sur 'effet protecteur de la pratique d’une activité
physique sur I'addiction aux drogues, un autre type de thérapie alternative est aujourd’hui
proposé et développé pour essayer de faciliter le maintien de I'abstinence notamment chez
des patients diagnostiqués pour une dépendance tabagique. Il s’agit de thérapies basées sur
la conscience de soi qui regroupent des activités de méditation ou encore de pratique de
musique comme les percussions. Il a été montré, dans des études cliniques, que la pratique
de la méditation, en groupe et individuellement a domicile, permet de diminuer le

« craving » ainsi que la consommation de cigarettes pendant la période de thérapie et
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jusgu'a 4 mois apreés l'arrét de la procédure (Elwafi et al., 2013; Witkiewitz et al., 2013). De
facon similaire, la pratique d’une activité musicale, et plus spécifiquement des percussions, a
également montré un effet bénéfigue comme thérapie complémentaire dans le traitement
de I'addiction (Winkelman, 2003). En effet, |la pratique de percussions au sein d’un groupe de
thérapie a été démontrée comme a) ayant des propriétés relaxantes et récompensantes, b)
permettant une ouverture vers la conscience de soi et son bien-étre et c) une connexion et
une ouverture sociale, un ensemble de facteurs qui ne sont plus présents mais délaissés
dans le quotidien des patients dépendants a une drogue (Winkelman, 2003). Ainsi, amener
les patients dépendants vers la pratique d’activités stimulantes et |’acceptation du soi et de
leur bien-étre semble étre une stratégie thérapeutique alternative complémentaire et

efficace dans le maintien de I’abstinence.

V. Résumé

Comme nous venons de le présenter, une stimulation environnementale positive,
gu’elle soit plus ou moins complexe, peut avoir des effets bénéfiques sur I'addiction aux
drogues. En effet, 'exposition a une récompense alternative naturelle pendant des sessions
d’auto-administration diminue significativement la prise et la préférence pour la drogue
(Carroll et al., 1989; Carroll, 1993; Carroll and Lac, 1993a; Carroll et al., 1995; Kanarek et al.,
1995; Rodefer and Carroll, 1996; Cosgrove et al., 2002b; Zlebnik et al., 2012). De plus,
plusieurs études ont mis en évidence que l'exposition a une récompense alternative
naturelle comme le sucrose ou l'activité physique a un effet préventif sur I'addiction a la
cocaine (Smith et al., 2008; Vendruscolo et al., 2010a; Smith and Pitts, 2011; Smith et al.,
2012). Enfin, I'exercice physique semble également présenter un pouvoir curatif sur
I’addiction a la cocaine (Lynch et al.,, 2010; Smith et al., 2012; Peterson et al., 2014b).
Cependant, par rapport a ces résultats pré-cliniques, il est important de noter une différence
majeure entre ces diverses études et celles démontrant un effet curatif de I'EE. En effet, I'EE
est considéré comme une condition d’hébergement a part entiére, sur des périodes plus ou
moins longues (jour, semaines, mois...) physiqguement séparé des cages d’auto-

administration (Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2009; Thiel et al., 2009; Thiel et al., 2010;
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Chauvet et al., 2012; Thiel et al., 2012b), alors que, pour la plupart des études sur les
récompenses alternatives, ces derniéres sont accessibles a l'intérieur des cages d’auto-
administration (Carroll et al., 1989; Cosgrove et al., 2002b; Lenoir et al., 2007; Smith et al.,
2012; Zlebnik et al., 2012).

Ainsi afin de répondre a notre hypothése de travail basée sur I'idée que I'EE pourrait
avoir un effet curatif sur I'addiction aux drogues d’abus en agissant comme une récompense
alternative (Solinas et al., 2010a); nous avons choisi de tester deux récompenses
alternatives différentes que sont I'exercice physique volontaire, faisant partie intégrante de
I'EE, et le sucrose, suivant le méme design expérimental que celui utilisé pour I'EE, c'est-a-
dire avec un accés libre 24h/24 pendant un mois de sevrage. Ceci a fait I'objet du deuxieme
projet de ma thése traitant de l'influence de I'exposition a une récompense alternative

pendant une période de sevrage sur le comportement de recherche de cocaine chez le rat.
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L’objectif principal de ma thése s’est articulé autour de la caractérisation des neuro-
adaptations mises en place a long terme, suite a une exposition chronique a la cocaine. En
effet, 'une des caractéristiques majeures de I'addiction a la cocaine est un fort taux de
rechute méme apres de longues périodes d’abstinence. Cependant, les mécanismes
cérébraux, permettant de comprendre les processus sous-jacents a l'addiction pouvant
influencer les risques de rechute, ne sont pas encore bien caractérisés. Ainsi, I'étude des
modulations cérébrales mises en place lors de I'abstinence et sous-jacentes au phénoméne
de rechute est cruciale, non seulement pour mieux comprendre cette pathologie, mais aussi
pour envisager des stratégies thérapeutiques centrées sur la prévention a long terme. En ce
sens, I'un des objectifs de mon travail de theése a consisté en I’évaluation des effets a long
terme d’une prise chronique de cocaine lors d’une période d’abstinence dans un modele
d’addiction chez le rat sur le plan anatomique et fonctionnel. Puis, dans un second temps,
forts des précédents résultats de notre équipe, nous avons mis en place une stratégie
comportementale du traitement de la rechute a la cocaine, également dans un modele

animal d’addiction chez le rat.

Dans le premier projet, intitulé « Etude des modifications vasculaires a long terme

induites par la prise chronique de cocaine : approche anatomique », nous avons étudié si

I'administration chronique de cocaine pouvait induire, a long terme, des modifications au
niveau du systéme vasculaire cérébral. Pour cela, nous avons réalisé une étude anatomique
du réseau vasculaire dans plusieurs régions cérébrales connues pour jouer un réle dans
I'addiction. L'analyse a été effectuée apres 7 et 28 jours de sevrage consécutifs a une prise
chronique de cocaine. Cette étude n’est pas encore terminée, nous la poursuivons

actuellement les analyses des marquages immunohistochimiques.

Parallelement, nous nous sommes demandés si le sevrage prolongé a la cocaine,
suite a une prise chronique de cette drogue, pouvait induire des modulations du

métabolisme cérébral. Ce qui améne la deuxieme étude, intitulée « Modifications a long

terme du métabolisme cérébral consécutives a une prise chronique de cocaine», ou nous

avons évalué les changements d’activité métabolique cérébrale chez le rat apres 7 et 28

jours de sevrage consécutifs a une période d’auto-administration de cocaine. Cette étude est

91



Objectifs de la these

terminée, nous complétons I'analyse des données de I'imagerie cérébrale et la rédaction du

manuscrit.

Enfin, 'une des thématiques principales de mon laboratoire est I’étude de I'influence
de I'environnement, et plus particulierement I'EE, sur I'addiction. En effet, dans de récents
travaux, nous avons mis en évidence I'effet curatif de I’exposition a I'EE sur la rechute a la
cocaine, cependant les mécanismes d’action sous-jacents a |'effet « anti-craving » de I'EE
sont aujourd’hui mal connus. Ainsi, le troisitme objectif de ma thése a consisté a
comprendre, au travers de quels processus psychobiologiques, I'exposition a un EE permet
de diminuer la recherche de drogue. Dans une revue récente, mon équipe a émis
I’hypothése que I'EE diminuerait la rechute a la cocaine en agissant comme une récompense
alternative. C’est sur cette hypothése que dans ma troisieme étude, intitulée « Influence de

I’exposition chronique a une récompense alternative, pendant le sevrage, sur le

comportement de recherche de cocaine chez le rat » nous avons cherché a savoir si

I’exposition a une récompense alternative naturelle, telle que le sucrose ou l'activité
physique, pendant la période de sevrage, permet de diminuer le comportement de
recherche de cocaine. La partie concernant le sucrose est terminée et un manuscrit intitulé

« Chronic exposure to an alternative natural reward during periods of withdrawal does not

reduce cocaine-seeking behavior in rats » a été soumis pour publication. La partie

concernant I'activité physique sera terminée dans les prochaines semaines.
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I. L’auto-administration de drogue

Le modele d’auto-administration est le modele de choix pour les études pré-cliniques
sur I'addiction aux drogues. Ce modele est basé sur I'apprentissage des animaux a réaliser un
comportement opérant, par I'appui sur un levier ou l'insertion de leur museau dans un
orifice appelé « nose-poke », afin de recevoir une injection de drogue. De plus, ce modele
tire parti du fait que les animaux peuvent s’auto-administrer les mémes drogues d’abus que
les Hommes, comme par exemple la cocaine, 'AMPH, les opiacés, la nicotine, ou encore
I'alcool. La drogue peut étre délivrée typiquement par voie intraveineuse via un cathéter,
mais peut également étre regue par voie orale ou directement en intracérébral dans des
régions précises du cerveau. Dans les études réalisées lors de ma thése, nous avons utilisé le
modele d’auto-administration intraveineuse qui nécessite I'insertion d’un cathéter dans la
veine jugulaire de I'animal. Ce cathéter permet de relier I'animal au dispositif de la cage de
comportement et lui permet de recevoir des injections de la drogue. Ainsi lorsque I'animal
effectue une réponse opérante, sur I'operandum dit « actif », il recoit une dose unitaire de
drogue directement dans la circulation sanguine. De plus, dans la majorité des cas, I'injection
de drogue est associée, de fagcon contingente, a des signaux visuels et sonores, comme par
exemple des signaux lumineux et le bruit du pousse-seringue, représentants des indices
environnementaux pour I'animal. Au fil des sessions, ces signaux acquiérent une valeur
motivationnelle incitative, leur conférant alors la capacité de maintenir le comportement de
recherche et de prise de drogue ainsi que de précipiter la rechute. Un operandum dit
« inactif » est également présent dans la cage, son actionnement par I'animal n’a aucune
conséquence. Cet operandum permet de controler I'apprentissage de I'animal a effectuer
une réponse opérante spécifiquement et préférentiellement sur 'operandum associé a la
récompense et donc associer celui-ci a la drogue.

Dans mes projets de thése, nous avons surtout utilisé le modeéle d’auto-administration
développé par Ahmed et Koob, qui est le modéle d’escalade (Ahmed and Koob, 1998). Dans
ce modele, les rats ont soit un acces court, de 1 heure par jour (Groupe Short Access, ShA),
soit prolongé, de 6 heures par jour (Groupe Long Access, LgA), a I'auto-administration de
cocaine pendant plusieurs semaines. Dans cette configuration, les rats ShA maintiennent

une prise stable et contr6lée de drogue alors que les rats LgA augmentent progressivement
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leur prise au fil des séances. Ces caractéristiques comportementales permettent de mimer
respectivement une prise récréationnelle (ShA) et addictive (LgA) de la drogue. Outre la mise
en place d’une escalade de la prise de drogue, les rats LgA développent un certain nombre
de comportements anormaux qui révelent une dépendance excessive comme par exemple
une motivation accrue pour la drogue, une résistance a la punition, et a long terme, un
risque élevé de rechute (Ahmed, 2005, 2012). Il faut noter que dans les expériences évaluant
I'impact de I’exposition a une récompense alternative, pendant le sevrage, sur la recherche
de cocaine, nous avons utilisé un protocole ou les rats ont accés a la cocaine pendant des
sessions de 6h des le début de I'expérience, sans phase préalable d’apprentissage et sans
groupe contrdéle ayant un court accés a la drogue. Cette procédure permet d’induire un
comportement de prise de drogue aussi intense que dans une procédure d’escalade typique
(comme les données illustrées dans la suite du manuscrit le montrent clairement) mais ne
permet pas de quantifier directement 'augmentation de la prise de cocaine par rapport au
groupe contréle. Cette procédure a été choisie sur la base des expériences réalisées par le
groupe de Y. Shaham (Lu et al., 2004b) et au sein de notre laboratoire (Chauvet et al., 2009;
Chauvet et al., 2012).

II. Modéle de rechute

Notre laboratoire s’intéresse en particulier au phénoméne de rechute a long terme qui
représente un probléme majeur dans la prise en charge de I'addiction. Pour étudier ce
phénomeéne dans des modeles animaux, le protocole de « reinstatement », qui correspond a
la réinstallation du comportement de recherche de drogue, a été mis en place. Pendant la
phase d’extinction, le comportement de recherche de drogue, qui est mesuré par le nombre
de réponses opérantes effectuées sur I'operandum préalablement associé a la prise de
drogue, n’est pas renforcé et va donc s’éteindre au cours des sessions. Lorsque le
comportement de recherche de drogue est éteint, le rétablissement du comportement peut
étre ré-induit par une injection non-contingente de drogue, par les signaux

environnementaux ou par le stress.
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Dans les études réalisées dans mon projet de thése, nous avons utilisé une variante
de cette procédure expérimentale. Elle consiste a placer 'animal dans le méme contexte que
celui dans lequel il s’est administré la drogue lors de la période d’auto-administration avec la
présentation des signaux préalablement associés mais, cette fois-ci, les réponses opérantes
ne lui permettent pas d’avoir acces a la drogue. La recherche de drogue est alors évaluée par
le nombre de réponses opérantes réalisées sur I'operandum préalablement associé a la prise
de drogue (levier ou nose-poke) et ceci pendant plusieurs sessions consécutives. Ainsi la
recherche de drogue est évaluée sans extinction du comportement au préalable. Nous avons
préféré ce modele car nous considérons que cette procédure s’apparente plus a la rechute
chez 'Homme. En effet, il est préconisé aux patients dépendants en période d’abstinence
d’éviter le contact avec I'ensemble des stimuli environnementaux qui pourraient provoquer
un « craving » et précipiter la rechute. En ce sens, les patients addicts ne sont pas confrontés
dans leur quotidien, pendant I'abstinence, a une extinction aux stimuli et au contexte dans
lequel ils ont consommé la drogue. De plus, cette procédure est plus adaptée pour étudier
I'influence de I’exposition a des variables environnementales pendant la période
d’abstinence. Ainsi, nous considérons que I'évaluation de la recherche de drogue sans phase
préalable d’extinction, en replacant les animaux dans le contexte associé a la drogue est plus

proche et transposable aux conditions de rechute chez I’'Homme.

Ill. La stéréologie non biaisée

Afin d’étudier I'effet de la prise chronique de cocaine sur le systéme vasculaire
cérébral, nous avons choisi d’utiliser comme méthode la stéréologie non biaisée permettant

de déterminer la longueur totale d’un objet linéaire au sein d’une région entiére.

En effet, la technique de stéréologie non biaisée est une méthode d’analyse
permettant de réaliser, dans notre cas, une quantification de la longueur totale de vaisseaux
contenus dans une région cérébrale entiere. D’un point de vue technique, la stéréologie
utilise des sphéres virtuelles 3D, appelées « sondes », et permet |’estimation de la longueur

totale d’un objet linéaire, basée sur les intersections randomisées entre |'objet d’intérét et
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les sondes (Mouton et al., 2002). Chaque sphére est visualisée comme une série de cercles
concentriques dont le diametre varie en fonction de I'axe Z, de la coupe et du focus (Figure
11). Ainsi, les intersections entre le diameétre de chaque sphére et I'objet sont sondées pour
chaque plan focal, par I'expérimentateur. La longueur totale des vaisseaux est calculée par le

logiciel a partir de I'équation suivante :
L=2-3Q(v/a)F1-F2-F3

Ou L = longueur totale linéaire des vaisseaux (um), £ Q= somme des intersections entre les
vaisseaux et les sphéres, F1= 1/section d’échantillonnage, F2= 1/aire de la région
d’échantillonnage, F3= 1/épaisseur de la coupe d’échantillonnage, v/a = volume d’une
région d’échantillonnage/surface d’une sonde. Les valeurs sont exprimées sous forme de

moyenne = SEM.

Ainsi, nous avons estimé que cette technique était plus appropriée que les
techniques conventionnelles de quantification qui consistent a choisir une partie de la région
d’intérét dans un plan antéro-postérieur donné pour la quantification des effets produits par

I’exposition aux drogues.
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Figure 11 : lllustration schématique de la procédure de quantification par stéréologie 3-D
non biaisée. A- Processus en 3 étapes du sondage d’un objet linéaire dans un tissu avec
une sphére 3D. B- Représentation schématique d’une sphére de sondage 3-D au sein d’un
tissu. La sphére 3-D est numérisée sur le plan focal suivant I'axe Z du tissu, et est alors
visualisée sur huit plans focaux 2-D. Le nombre total d’intersections (ZI=8) est
proportionnel a la longueur totale de I'objet linéaire dans le tissu. Le premier et le dernier
plan focal sont au-dessus et au-dessous de la sphére de sondage suivant I'axe Z et par
conséquent ne montre aucune intersection (1=0). (D’aprés Mouton et al., 2002).
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IV. La Tomographie par Emission de Positons (TEP)

Pour I'étude de I'activité métabolique cérébrale consécutive a la prise chronique de
cocaine, nous avons choisi d’utiliser la technique d’imagerie de Tomographie par Emission

de Positons (TEP).

La TEP est une technique d’imagerie cérébrale qui nécessite I'utilisation d’un
radiotraceur et permet une quantification non invasive et longitudinale, notamment des
modulations du métabolisme cérébral chez 'THomme, mais également chez le petit animal,
grace a une caméra spécifique microTEP. Dans notre étude nous avons souhaité étudier les
modifications du métabolisme cérébral induites a long terme suite a la prise chronique de
cocaine chez le rat. Nous avons donc choisi d’effectuer une analyse par microTEP avec un
radiomarqueur analogue du glucose, le 2-deoxy-2-(*®F)fluoro-d-glucose (**FDG). Le glucose
étant la source d’énergie principale des neurones, I'évaluation de la fluctuation de captation
de FDG par les neurones permet d’évaluer les variations d’activité du métabolisme
cérébral. Le ®FDG va &tre capté par la cellule via les transporteurs Glutl, mais son
métabolisme est bloqué a un stade précoce de la glycolyse (Figure 12). Le radiotraceur va
donc s’accumuler dans la cellule ou il peut étre quantifié grace a son rayonnement ce qui

reflete le taux de glucose métabolique cérébral local.

Ainsi, cette technique permet de réaliser une analyse des variations du métabolisme
cérébral chez I'animal éveillé et d’avoir une analyse sur le cerveau entier. De plus, cette
approche permet un suivi longitudinal des effets produits par I'exposition a la drogue chez

["animal.
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Figure 12 : Représentation schématique d’une cellule illustrant le métabolisme du glucose
et du *®FDG. Le glucose et le 8eDG sont tous deux captés par la cellule via le transporteur
Glutl puis sont phosphorylés par I’hexokinase respectivement en glucose-6-phosphate et
13EpG-6-phosphate. Le glucose-6-phosphate continue alors dans la voie de la glycolyse. Le
8epG-6-phosphate, de par sa structure, ne peut pas étre métabolisé et s’accumule dans la

cellule.
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I. Procédure expérimentale comportementale utilisée pour

I’ensemble des études réalisées

A. Modéle animal et condition d’hébergement

Les expériences sont réalisées sur des rats males Sprague Dawley adultes (11
semaines, environ 350g ; Janvier, France). Les rats, naifs au début de I'expérience, ont un
acces libre a I'eau et a la nourriture et sont hébergés dans des conditions de température et
d’humidité contrélées pendant toute la durée de I'expérience. lls sont maintenus dans un
cycle jour/nuit de 12 heures (le cycle jour débutant a 7 heures), toutes les expériences sont
conduites pendant la phase jour du cycle, en accord avec la Directive Européenne du Conseil
des Communautés du 22 SEPTEMBRE 2010 (2010/63/EU) pour le soin des animaux de
laboratoire. A leur arrivée, et pendant environ 5 jours, les animaux sont hébergés par deux
dans des cages ventilées en plexiglas (Tecniplast, www.tecniplast.fr, 39.5 x 34.6 x 21.3 cm)
jusqu'a la chirurgie de cathétérisation de la veine jugulaire. Aprés la chirurgie, les rats sont
hébergés dans ces mémes cages mais individuellement pour le reste de I'expérience afin

gu’ils ne puissent pas endommager réciproquement leur cathéter.

B. Cathétérisation de la veine jugulaire

Afin que les rats puissent suivre une procédure d’auto-administration, il est
nécessaire de procéder a une chirurgie permettant une cathétérisation de la veine jugulaire.
Pour cela, les rats sont anesthésiés a I'isoflurane (2%) (ISOFLURANE BELAMONT®, Piramal,
London) puis un cathéter est implanté dans la veine jugulaire droite en conditions
aseptiques. Le cathéter (Figure 13), assemblé au laboratoire, est composé d’un tube souple
en silastic (Fischer, France) d’environ 12 cm connecté a une canule guide en acier inoxydable
de calibre 22 (PlasticsOne, USA) courbée a 90°. Le tube souple silastic est fixé et sécurisé sur
la canule avec du tube en polyéthylene thermorétractable (Conrad, France). L'ensemble est
fixé avec du ciment acrylique dentaire a une partie grillagée souple et bio-compatible qui
servira d’encrage sous-cutané lorsque le cathéter sera inséré au niveau de I'arriere du cou de

I'animal. L'autre extrémité du tube en silastic sera insérée dans la veine jugulaire. Pour
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permettre la ligature et le maintien du cathéter dans la veine, deux boules en silicone sont

réalisées sur le tube silastic, respectivement a 3,5 et 4cm de I'extrémité du tube.

]
| Canule Acrylique dentaire

_ Tube rétractable Tube souple en silastic

\]

Boules en silicone

Figure 13: Photographie représentant le cathéter utilisé pour la chirurgie de
cathétérisation de la veine jugulaire. La canule guide courbée a 90° est connectée a une
extrémité a un tube souple en silastic. L’ensemble est solidarisé a un support grillagé
servant d’ancrage sous la peau. Enfin deux boules de silicone a I'extrémité du tube de
silastic permettent la ligature du cathéter dans la veine.

Dans un premier temps, une incision cutanée est réalisée au niveau sous-claviculaire
pour avoir acces a la veine jugulaire droite. L'extrémité du cathéter, composée de la canule
cimentée sur la partie grillagée, est insérée dans le dos a 'arriére du cou de I'animal puis le
tube silastic est passé en sous-cutané jusqu'a l'incision sous-claviculaire. La veine jugulaire
droite est exposée par dissection et I'extrémité du cathéter est insérée dans la veine puis
suturée en place. Un bouchon est placé a I'extrémité de la canule pour éviter qu’elle ne
s’obstrue notamment par le sang qui peut remonter. Les incisions sont suturées avec du fil
de suture chirurgical. Aprés la chirurgie, les animaux sont placés individuellement dans leur
cage d’hébergement pour une semaine de récupération avant de commencer la procédure
d’auto-administration. Pendant la phase de récupération, les cathéters sont
guotidiennement nettoyés par l'injection de 0,1 ml de solution saline (NaCl 0,9%) et
d’héparine (0,6 mg/ml), afin d’éviter la coagulation du sang dans le cathéter, supplémentée

de gentamicine (40 mg/ml) pour prévenir d’éventuelles infections.
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C. Procédure d’auto-administration

L'auto-administration de cocaine s’effectue dans des cages expérimentales Imetronic
équipées de 2 nose-pokes et contrélées par une interface Imetronic et un logiciel

informatique (Figure 14) (Imetronic, Pessac, France ; www.imetronic.com). Les nose-pokes

sont des orifices placés sur les deux murs latéraux de la cage d’auto-administration (Figure
14) et sont équipés d’un capteur infra-rouge qui permet de détecter I'insertion du museau
du rat dans l'orifice et ainsi déclencher, via l'interface, la réponse appropriée selon le
programme du test. Les rats sont connectés, par l'intermédiaire de leur cathéter, a un
pousse-seringue, lui-méme relié a l'interface des cages de comportement. Ces connexions
permettent la libération de drogue ou de solution saline en intraveineux chez le rat en
fonction des réponses qu’il émet dans les nose-pokes. Les procédures expérimentales
d’auto-administration utilisent un renforgateur de ratio fixe égal a 1 (Fixed ratio 1, FR1),
ainsi, une seule réponse du rat dans le nose-poke actif induit immédiatement |’activation du
pousse-seringue pour une injection intraveineuse de cocaine et l'activation de signaux
lumineux clignotant pendant 8 secondes suivie par un temps-mort de 5 secondes. Pendant la
période de temps-mort, la lumiere de la cage s’éteint et les actions au sein de la cage n’ont
aucune conséquence. Les réponses dans le nose-poke inactif sont enregistrées mais n’ont

pas de conséquences.

Cocaine ou
saline

//llfl//fll/!’!ﬁ.;i:; ! PR Nosepokes

Figure 14 : Cage d’auto-administration, le rat est relié par son cathéter a un systeme de
connection relié a une seringue placée dans un pousse-seringue lui permettant de recevoir
une injection de cocaine ou de solution saline (a gauche) lorsqu’il effectue un nose-poke
actif. La cage est constituée d’un nose-poke actif qui induira une injection une fois activé
et un nose-poke inactif qui n’a aucune conséquence s’il est activé (a droite).
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D. Drogues

La cocaine hydrocloride est obtenue a la Cooperation Pharmaceutique Francaise
(COOPER, France, www.cooper.fr) et dissoute dans une solution de NaCl stérile a 0,9%. La

solution de NaCl 0,9% est également utilisée pour les injections des rats Saline.

Il. Procédure expérimentale suivie pour I’étude des modifications a
long terme induites par une prise chronique de cocaine : aspect

vasculaire et métabolique

A. Schéma expérimental général

Apreés leur arrivée, les rats ont environ 5 jours d’habituation pendant lesquels ils sont
manipulés quotidiennement. lls subissent ensuite une chirurgie de cathétérisation de la
veine jugulaire, suivie d’'une semaine de récupération (Schémal). Par la suite, ils suivent 7
sessions d’entrainement d’auto-administration de cocaine a raison de 2h/jour. Cette phase
permet a I'ensemble des animaux d’apprendre le comportement opérant de prise de
cocaine. lls sont ensuite divisés en deux groupes, Short Access (ShA) et Long Access (LgA) qui
ont respectivement 1 ou 6 heures de session quotidienne d’auto-administration et ceci
pendant 20 jours. Les groupes sont réalisés en se basant sur leur niveau de prise de cocaine
lors de I'’entrainement pour avoir deux groupes homogenes. A l'issue de cette phase d’auto-
administration, les rats sont placés en sevrage. Il est important de noter que, dans cette
série d’expériences, aucun test de rechute n’a été réalisé. En effet, nous avons souhaité
mettre en évidence des changements neuroplastiques présents a I'état basal et impliqués

dans la rechute sans pour autant les confondre avec les effets liés a la rechute elle-méme.

Aprés 7 ou 28 jours de sevrage, une partie des animaux sont perfusés pour une étude
histologique du systéme vasculaire. Une autre partie des animaux a été envoyée a I’'U930 a
Tours pour une procédure de TEP utilisant un radiotraceur analogue du glucose, le 2-deoxy-
2—(18F)fluoro—d—glucose (18FDG), afin d’évaluer les modifications de leur métabolisme

cérébral. Dans ce cas, I'analyse est effectuée sur les mémes animaux apres 7 et 28 jours de
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sevrage. Un groupe de rats naifs suit la méme procédure expérimentale et servira de

controles.
Withdrawal
Self administration Self administration i Grun .
i Perfusion N=8 at each time point
& Short Access (ShA)
Surgery 1h/day

(0.3mg/ inj) PET Scan ShA Group

N=8 at each time point
Cocaine

2h/day _ LgA Group

(0.3mg/ inj) PEFUSIBRH N=8 at each time point

Long Access (LgA)

6h/day
(0.3mg/ inj) PET Scan LgA Group
P SHH - N=8 at each time point
i 23 46 867 ays = T Y
Days 7 Days -

Control Group
N=8 at each time point

B Perfusion
Naive rats

A
v

Control Group
N=8 at each time point

PET Scan
Schéma 1 : Représentation schématique du procédé expérimental utilisé. Aprés 7 jours
d’entrainement d’auto-administration de cocaine (2h/j), les rats sont divisés en deux
groupes, Short Access (ShA, 1h/j) et Long Access (LgA, 6h/j) pour 20 jours d’auto-
administration. A l'issue de cette période les rats sont placés en sevrage. Une partie des
animaux est perfusé aprés 7 (n=8) ou 28 jours (n=8) de sevrage pour une étude
histologique de la vascularisation cérébrale. L'autre partie des rats (n=16) subit une
procédure de TEP-scan a 7 et 28 jours de sevrage pour une évaluation des modifications du
métabolisme cérébral.

B. Procédure d’auto-administration

La procédure d’auto-administration de cocaine (0,3mg/injection) débute par des
sessions d’entrainement de 2 heures par jour pendant 7 jours pour 'ensemble des rats, afin
d’assurer un apprentissage de la réponse opérante identique pour tous les animaux. A l'issue
de cette phase d’entrainement, les rats sont randomisés en deux groupes, en s’assurant d’un
niveau de prise de cocaine équivalent : a) un groupe Short Access (ShA) qui suit des sessions
journalieres d’1 heure et b) un groupe Long Access (LgA) qui suit des sessions de 6 heures

par jour, et ceci pendant 20 jours.
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C. Sevrage

Suite a la procédure d’auto-administration, tous les rats sont placés en sevrage,
hébergés par 2 ou 3 dans des cages ventilées. Pour I’étude anatomique du réseau vasculaire
cérébral, les animaux sont perfusés aprés 7 (n=8) ou 28 jours (n=8) de sevrage afin de
réaliser des marquages immunohistochimiques. Ces délais de 7 et 28 jours permettent de
réaliser une étude comparative de I'anatomie vasculaire cérébrale a deux temps de sevrage
différents. Pour I'étude du métabolisme cérébral, les rats suivent une procédure de
microTEP scan utilisant un radiotraceur analogue du glucose, le EGD, 3 7 et 28 jours de

sevrage pour chacun des rats afin de réaliser une étude longitudinale.

D. Perfusion et préparation des tissus

Les rats sont perfusés aprés 7 ou 28 jours de sevrage. Aprés une anesthésie létale
(Kétamine 120 mg/kg et Xylazine 20 mg/kg), les animaux subissent une perfusion
intracardiaque avec une solution saline (NaCl 0,9%, 37°C) suivie d’une solution de
paraformaldéhyde a 4% froid (PFA). Les cerveaux sont ensuite prélevés et post-fixés une nuit
dans du PFA 4% a 4°C puis cryoprotégés 24 heures dans une solution de sucrose 30% (PB,
Phosphate Buffer, 0,1M) avant d’étre congelés dans de l'isopentane a environ -40°C puis
conservés a -80°C. Des coupes frontales sériées (1/6) d’'une épaisseur de 40um sont réalisées
au cryostat (CM 30508, Leica) et conservées dans une solution cryoprotectrice (20% glucose,
40% éthyléne glycol, 0,025% sodium azide, 0,05M PB, pH 7,4) a -20°C jusqu’a leur utilisation

pour différentes réactions d’immunohistochimie.

E. Immunohistochimie

Apreés trois rincages dans du PBS (Phosphate Buffer Saline) 0,1M les coupes sont
incubées 1h30 dans une solution de tampon PBS 0,1M contenant 3% de BSA (Bovin Serum
Albumin) et 0,3% de triton X-100 (détergent) a température ambiante afin de saturer les

sites non spécifiques sur la coupe, puis une nuit a 4°C dans cette méme solution dite de
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«blocage», supplémentée avec un anticorps primaire de souris anti RECA-1 (1/200; AbD
Serotec), marqueur des cellules endothéliales. Apres trois lavages de 15 min au PBS 0,1M,
les coupes sont incubées sous agitation pendant 1 heure a température ambiante avec
'anticorps secondaire biotinylé de chévre anti-souris (Eurobio) dilué au 1/200°™ dans la
solution de blocage. Les coupes sont, par la suite, rincées 3 fois au PBS 0,1M puis mises en
contact 1h avec la solution d’amplification du signal, le complexe avidine biotine couplé a la
horseradish peroxidase (Vector Laboratories). Aprés trois rincages de 15 min au PBS 0,1M,
les coupes sont traitées quelques minutes dans une solution de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)
0,03% (Sigma) et 0,01% d’eau oxygénée. La réaction est arrétée par 3 ringages au PBS 0,1M,
les coupes sont ensuite passées successivement dans une solution de PB 0,1M puis une

solution d’eau gélatinée 0,2% avant d’étre montées sur lames gélatinées.

F. Quantification de la longueur du réseau vasculaire par la
méthode de stéréologie non biaisée

Cette technique nous permet de quantifier la longueur totale des vaisseaux compris
dans I'ensemble d’une région d’intérét donnée. Nous avons effectué cette quantification
dans plusieurs régions cérébrales, connues pour avoir un role important dans I'addiction : le
cortex cingulaire antérieur (ACC), le Core (NAc Core) et le Shell (NAc Shell) du noyau
accumbens, l'aire tegmentale ventrale (VTA), I'amygdale centrale (CeA), I'amygdale
basolatérale (BLA) et 'amygdale basomédiane (BMA). Pour I’ensemble des régions étudiées,
n=5 pour les groupes ShA7j, ShA 28] et LgA7j et n=7 pour le groupe LgA28|. Le groupe de rat
contréle compte n=5 pour I'ACC, le NAc Core et Shell et n=4 pour la VTA et les noyaux
amygdaliens. Nous poursuivons actuellement l'analyse quantitative afin de compléter
I'effectif de chaque groupe expérimental. La méthode de stéréologie non biaisée est réalisée
avec un microscope (DM 5500, Leica, Germany) connecté a une caméra (Orca-R2,
Hamamatsu Electronic, Japan), l'ensemble controlé par le logiciel Mercator Pro
(ExploraNova, France). La quantification est effectuée a partir d’'un échantillonnage d’une
coupe sur six. Pour chaque coupe, les limites de chaque région d’intérét sont délimitées a

faible grossissement (x2,5) (Franklin et Paxinos) et la quantification est ensuite réalisée a fort
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grossissement (x 40). Les détails stéréologiques de la technique pour la quantification de la

longueur totale de vaisseaux dans chaque région d’intérét sont résumés dans le tableau 4.

ACC NAc Core NAc Shell VTA CeA BMA BLA
Cadre de 25x25 25x25 25x25  25X25  25x25 25x25 25x25
quantification
Espacement
entre les 250%250 300x350 250x200 200x200 250x200 400x350 350%x350

sondes (um)

Tableau 4 : Parameétres de quantification par stéréologie. ACC, cortex cingulaire antérieur ;
NAc Core, Core du Noyau Accumbens ; NAc Shell, Shell du Noyau Accumbens ; VTA, Aire
Tegmentale Ventrale; CeA, Amygdale Centrale; BMA, Amygdale basomédiale; BLA,
Amygdale Basolatérale.

G. Etude du métabolisme cérébral a long terme suite a la

prise chronique de cocaine par Tomographie par Emission
de Positons (TEP)

L’étude des modifications du métabolisme cérébral est effectuée sur des rats naifs
servant de contréle et des rats ayant suivi la procédure d’auto-administration ShA ou LgA
(n=8 pour chaque groupe). Cette analyse est effectuée chez les deux groupes expérimentaux
ShA et LgA aprés 7 (+1 jour) et 28 (1 jour) jours de sevrage. Les rats contréles (n=8)
subissent parallélement la méme analyse en se calquant sur le méme décours temporel.
Quatre jours avant le début de I'expérimentation, I'animal subit quotidiennement une phase
d’habituation pendant laquelle il est contentionné pour mimer la future injection de ‘*FDG
et déposé dans la cage dans laquelle il sera placé apres 'injection du radio-traceur pendant
45 minutes le jour de I'expérience. Le jour de la procédure, I'animal éveillé est injecté en
intra-péritonéale avec du *®FDG a la dose de 18,5MBq/100g (Cyclopharma, Tours, France).
Cette dose est couramment utilisée pour I'imagerie métabolique chez les rongeurs et
permet une analyse optimale (Schiffer et al, 2007). A la suite de l'injection, I'animal est placé
dans une cage d’hébergement, a laquelle il a été préalablement habitué, lui permettant de
se déplacer librement pendant 45 minutes .La cage est placée dans une enceinte plombée
protégeant contre les rayonnements radioactifs du ¥EDG. De plus, la température a

I'intérieur de la cage est maintenue a 30°C, température a laquelle I'utilisation de *®FDG est
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minimale, pour le maintien de la température corporelle. A I'issue des 45 minutes, le rat est
anesthésié a l'isoflurane (Baxter, Maurepas, France) (de 2% a 1 % en fonction de la
fréquence respiratoire et cardiaque) puis placé sur un lit thermorégulé (Minerve, Esternay,
France) (Figure 5). Pendant toute la durée de |'expérience, le rat est maintenu a température
(37,5 £ 0,5°C) et rythme respiratoire constant (60 10 inspirations par minute). L’animal est
ensuite placé au centre de vue de la caméra et un scan X est réalisé pour la correction de
I'atténuation. Le scan débute exactement 1 heure aprés I'injection de '®FDG et dure 30
minutes ce qui permet I'évaluation de I'activité métabolique relative a la période antérieure
ou le rat était éveillé, et libre de se déplacer dans sa cage. Les scans en « list-mode » ont
ensuite été reconstruits en 6 frames de 5 minutes. Chaque scan a été corrigé des
coincidences aléatoires et diffusées, et a subi une correction d’atténuation. Les images ont
été reconstruites en images de captation de ®FDG a I'aide d'un algorithme 2D OSEM (GE

Healthcare, Velizy, France) en voxels de 0,3875 x 0,3875 x 0,775 mm>.

Figure 15 : Photographie du dispositif de la caméra microTEP utilisée.
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e Analyse d'image

Les images brutes ont été traitées grace aux logiciels PMOD v3.2 (PMOD
Technologies LTD, Zurich, Suisse) et MATLAB (The MathWorks, USA). Comme |'anatomie du
cerveau est tres proche chez les animaux de méme poids, le traitement des images a été
effectué en réalisant une transformation rigide, sans aucune déformation ou mise a I'échelle
(Rubins et al, 2003). Chaque scan a été individuellement lissé a I'aide d'un filtre gaussien afin
de réduire les distorsions et d'améliorer le rapport signal sur bruit de fond. Pour ce lissage,
un noyau de 0,6 x 0,6 x 0,6 mm> FWMH a été utilisé. Les images ont ensuite été recalées en
utilisant une fonction de similarité d’informations mutuelles avec la méthode de
convergence d’optimisation de Powell (Schiffer et al. 2006) vers un référentiel commun qui
est un template TEP-'®FDG. Ce template a été recalé dans les coordonnées de I'atlas de
Paxinos et Watson (Paxinos et Watson, 1986) implémenté dans le logiciel PMOD. La
transformation obtenue pour chaque animal a été sauvegardée et appliquée de nouveau sur
les images sommeées sur les 30 minutes de scan. Un masque du cerveau entier a été créé a
partir des régions d'intéréts (ROI) de Schiffer fusionnées a I'atlas de Paxinos et Watson
(Paxinos et Watson, 1986). Aprés recalage des images individuelles sur le template *FDG qui
est dans le méme espace qu’un template IRM effectué chez le rat adulte, une analyse a été
réalisée a partir des cartes de Z-scores générées pour comparer la moyenne des deux
groupes expérimentaux LgA et ShA au groupe contréle a chaque temps a I'aide d’un test de
Student non apparié bilatéral. Un seuil de significativité a 1% a été appliqué sur les cartes de
Z-scores afin de limiter les erreurs de type | (Genovese et al., 2002). Les valeurs de Z-scores
de chaque région présentant des modifications ont été déterminées via un jeu de 68 régions
d’intéréts dessinées manuellement sur le template IRM sur la base de |'atlas Paxinos et
Watson (Paxinos et Watson, 1986). Les valeurs individuelles de captation de EDG dans les
régions présentant un Z-score ont été obtenues en dessinant manuellement via PMOD un
jeu de régions d’intérét correspondant aux voxels significativement différents afin que les
données ne soient pas impactées par les effets de volumes partiels. Ces données sont
toujours normalisées par la moyenne de la captation de DG du cerveau entier. Pour
normaliser la fixation du *®FDG, I'activité de chaque tissu a été divisée par I'activité cérébrale

totale, représentée comme l'activité moyenne dans le masque du cerveau entier. Les zones
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extracérébrales ont été exclues avant l'analyse statistique par l'application d'un masque du

cerveau sur les scans TEP.

Les manipulations de microTEP ont été réalisées en collaboration avec le Dr Laurent
Galineau et Clovis Tauber du laboratoire, Imagerie et Cerveau, équipe « Imagerie
Moléculaire du Cerveau » dirigé par Dr Sylvie Chalon, INSERM U930, a I'Université de
Francois Rabelais de Tours. L'analyse de ces images a été réalisée par le Dr Laurent Galineau

et Clovis Tauber.

H. Analyses statistiques

Les différences dans le comportement d’auto-administration de drogue ont été
analysées en utilisant un test ANOVA a mesures répétées. Lors de la phase d’entrainement,
pour les réponses dans les nose-poke actif et inactif ainsi que pour la prise de cocaine, nous
avons utilisés le groupe (Futur ShA ou Futur LgA) et le temps (1 a 7 jours) comme facteurs.
Lors de la phase d’auto-administration, pour les réponses dans les nose-poke actif et inactif
ainsi que pour la prise de cocaine, nous avons utilisé le type d’accés a la drogue (ShA et LgA)
et le temps comme facteurs. Les différences sont considérées comme significatives quand

p<0,05.

Pour la densité de vaisseaux, nous avons utilisé le groupe (ShA7j, ShA28j, LgA7j et
LgA28j) comme facteur. Les résultats montrant des changements significatifs ont subi une
analyse par le test post-hoc Student-Newman-Keuls ou Bonferroni-Dunn. Les différences

sont considérées comme significatives quand p<0,05.

Pour I'absorption de '®FDG, les différences entre les groupes traités (ShA et LgA)
apres 7 ou 28 jours de sevrage et le groupe controle a été réalisé a I'aide d’un t-test apparié.

Les différences sont considérées comme significatives quand p<0,05.
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Ill. Procédure expérimentale suivie pour l'étude de I'effet de

I’exposition a une récompense alternative pendant une période de

sevrage sur le comportement de recherche de cocaine

A. Procédure expérimentale générale

Apreés leur arrivée, les rats ont environ 5 jours d’habituation pendant lesquels ils sont
manipulés quotidiennement. Les rats subissent ensuite une chirurgie de cathétérisation de la
veine jugulaire, suivie d’'une semaine de récupération. Une partie des rats est ensuite placée
en procédure d’auto-administration avec la possibilité de s’auto-administrer de la cocaine
tandis que l'autre partie recoit des injections de solution saline en suivant une procédure
« yoked ». Ce dernier groupe servira de groupe contrdle. A la fin de cette phase d’auto-
administration de 10 jours, tous les rats sont randomisés en fonction de leur niveau de prise
de cocaine, pour ceux qui ont suivi I'auto-administration de cocaine, ou de leur poids pour

les rats controles saline (Schéma 2).

Pour la procédure effectuée sur le sucrose 1) un groupe a un acces continu au
sucrose (10%) et a I'’eau (Groupe Sucrose Continu, SC), 2) un groupe a acces au sucrose (10%)
et a I'eau de facon intermittente (Groupe Sucrose Intermittent, Sl) et 3) le troisieme groupe
a acces exclusivement a I'eau (Groupe Eau, WAT). Un total de 6 groupes est obtenu : 1) Coc
WAT (n=9), 2) Coc SC (n=11), 3) Coc Sl (n=11), 4) Sal WAT (n=9), 5) Sal SC (n=8) et 6) Sal SI
(n=11).

Pour plus de détails dans les procédures expérimentales utilisées pour les
expériences réalisées avec le sucrose se référer au manuscrit en préparation « Chronic
exposure to an alternative natural reward during periods of withdrawal does not reduce

cocaine-seeking behavior in rats ».
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Schéma 2 : Représentation schématique de la procédure expérimentale utilisée. Aprés 10
jours d’auto-administration de cocaine ou de solution saline, les rats sont placés en
sevrage pendant 30 jours. Lors de cette période, ils ont accés soit a de I'’eau uniquement
(WAT ; coc WAT n=9, sal WAT n=9), a de I'eau et du sucrose (10%) de fagon continu (SC;
coc SC n=11, sal SC n=8) ou a de I’eau et du sucrose (10%) de facon intermittent (Sl ; coc S|
n=11; sal SI n=11) (A), soit a une roue d’activité fonctionnelle (Exe ; coc exe n=10, sal exe
n=8) ou bloquée (Sed ; coc sed n=10, sal sed n=7) (B). A la fin de la période de sevrage, les
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rats sont testés dans une procédure de recherche de cocaine pendant une session de 6
heures.

B. Procédure d’auto-administration

Toutes les sessions d’auto-administration durent 6 heures, cette procédure est
associée a I'escalade de la prise de drogue et au développement de comportements addictifs
(Ahmed et Koob, 1998) ainsi qu’a un fort taux de rechute a long terme (Chauvet et al., 2009).
Les rats controles « yoked » recoivent une injection de solution saline a chaque fois que leur
rat « master » associé s’auto-administre une injection de cocaine (0,3mg/injection). Les
réponses dans le nose-poke actif et inactif par les rats « yokes » sont enregistrées mais
n’entrainent aucune conséquence. A |'issue de ces 6 heures, les rats sont replacés dans leur

cage d’hébergement.

C. Sevrage et exposition a une roue d’activité

A la fin de la derniére session d’auto-administration, les rats sont anesthésiés a
I'isoflurane (ISOFLURANE BELAMONT®,Piramal, London) afin de couper la partie saillante du
cathéter, a 'arriére du cou, pour éviter qu’ils ne se bloquent ou se blessent dans le tunnel
d’accés a la roue d’activité. Les rats sont ensuite randomisés en deux groupes en s’assurant
d’'un méme niveau de prise globale de cocaine pendant la procédure d’auto-administration
entre les deux futurs groupes. Pendant les 30 jours de sevrage, les animaux sont placés en
continu (24h/24, 7j/7) dans un dispositif Imetronic équipé d’une cage d’hébergement
classique (39.5 x 34.6 x 21.3 cm) avec un acces libre, via un tunnel, a une roue d’activité
(Figure 16). L'ensemble est controlé par une interface et un logiciel Imetronic (Imetronic,

Pessac, France; www.imetronic.com). Les rats ont accés soit a une roue d’activité

fonctionnelle permettant de réaliser de |'exercice physique (Groupe Exe) soit a une roue
d’activité bloquée (Groupe Sed). Ce dernier groupe ne réalise pas d’exercice physique mais a
guand méme la possibilité d’entrer dans la roue, il servira de contréle. La distance de course
parcourue par chaque animal est mesurée quotidiennement sur une tranche horaire de 23

heures (de 10h a 9h) afin de laisser un créneau d’une heure pour pouvoir intervenir sur les
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cages en cas de besoin et également pouvoir réaliser le change hebdomadaire des animaux.
La distance de course est alors évaluée sur la période « jour » sur une tranche horaire de 11
heures (de 7h a 9h, et de 10h a 19h) et sur une période « nuit » sur une tranche horaire de

12h (de 19h a 7h) permettant I'évaluation de la distance de course sur une journée de 23h.

Tunnel laissant
libre accésala
roue d’activité

Roue d’activité
Cage _
d’hébergement

Figure 16 : Photo du dispositif expérimental utilisé pour le sevrage avec libre accés a une
roue d’activité. Les animaux ont une cage d’hébergement leur donnant libre accés, via un
tunnel, a une roue d’activité fonctionnelle ou bloquée.

D. Test comportemental de recherche de drogue

Apres 30 jours de sevrage, les rats sont replacés dans les cages d’auto-administration
et testés pour la recherche de cocaine. Pour I'ensemble des rats, I'acces a la roue est arrété
2 heures avant le début du test de rechute afin d’éviter un potentiel effet « fatigue » chez les
rats pratiquant une activité physique et pouvant interférer avec I’'exécution de réponses lors
du test. Ainsi, les animaux sont placés individuellement dans des cages d’hébergement

classiques deux heures avant le début du test. Au cours de cette session de test, les réponses
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dans le nose-poke actif produisent les mémes signaux (lumiére clignotante et bruit du
pousse-seringue) que lors des sessions d’auto-administration de cocaine, cependant les
seringues ont été retirées du pousse-seringue et par conséquent aucune injection de cocaine
n’est réalisée. Les réponses sur le nose-poke inactif sont comptabilisées mais n’entrainent
aucune action. La session d’extinction de six heures est divisée en six tranches de 1 heure
séparées par des intervalles de 10 minutes. Entre chaque session les rats sont replacés dans
leur cage d’hébergement. Le nombre de nose-pokes actifs effectués durant la session est

utilisé comme mesure de recherche de cocaine.

E. Analyses statistiques

Les différences dans la distance de course et le comportement de recherche de
drogue ont été analysées en utilisant un test two-way ANOVA. Pour la distance de course
nous avons utilisé le temps (jours 1 a 30) et la drogue (cocaine ou saline) comme facteurs.
Pour la recherche de cocaine, nous avons utilisé la drogue (cocaine ou saline), et le type
d’acces a la roue (Sed, Exe) comme facteurs. Les résultats montrant des changements
significatifs ont subi une analyse par le test post-hoc de Student-Newman-Keuls. Les

différences sont considérées comme significatives quand p<0,05.
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PROIJET 1 : Etude des modifications vasculaires a long
terme induites par la prise chronique de cocaine

RESUME

La cocaine est connue pour induire des dommages vasculaires chez les personnes qui
en sont addictes. Malgré de nombreuses données clinques, trés peu d’études ont évalué les
modifications neuro-vasculaires induites par la prise chronique de cocaine dans des modeéles
animaux. Dans ce projet, nous avons souhaité étudier si la prise chronique de cocaine
pouvait produire des changements structurels dans la vasculature cérébrale et si ces
modifications persistaient apres I'arrét de la consommation de la drogue.

Pour cela, aprés 7 jours d’entrainement a I'auto-administration de cocaine (2h/j), les
rats se voient proposé soit un acces limité (1h/j) soit un accés prolongé (6h/j) a I'auto-
administration de cocaine, pendant 20 jours. Un troisieme groupe naif nous sert de contréle.
A la fin de la procédure d’auto-administration, les rats sont placés en sevrage forcé et des
échantillons de leur cerveau sont prélevés aprés 7 ou 28 jours pour un marquage
immunhistochimique des cellules endothéliales. La longueur des vaisseaux est alors
guantifiée dans plusieurs régions incluant le noyau accumbens (NAc) Core et Shell, I'aire
tegmentale ventrale (VTA), le cortex cingulaire antérieur (ACC), et plusieurs noyaux de
I'amygdale en utilisant une technique de stéréologie non biaisée. Nos résultats montrent
gue la prise chronique de cocaine produit une réduction significative de la densité vasculaire
apres 7 jours de sevrage, exclusivement localisée dans I’ACC. Cette diminution tend a revenir
vers un niveau basal a long terme.

Ces résultats suggerent que la prise chronique de cocaine pourrait induire un effet
toxique sur le réseau vasculaire ou un réarrangement lors du sevrage a court terme Ces
effets pourraient participer a une diminution de I'activité métabolique corticale et par
conséquent, a une diminution de la capacité des personnes addictes a résister a I'envie de
consommer la drogue. Nos résultats suggérent ainsi que la prise chronique de cocaine induit
des modifications sélectives de la structure vasculaire lors du sevrage qui pourraient

contribuer a la physiopathologie de I'addiction.

119



Résultats : Projet 1

I. Résultats

A. Auto-administration de cocaine

L'ensemble des rats suivant la procédure d’auto-administration débutent
I’expérience par une phase d’apprentissage de 2 heures de session d’auto-administration par
jour et ceci pendant 7 jours. Les rats, qu’ils soient par la suite inclus dans le futur groupe ShA
ou LgA, acquierent rapidement, pendant cette phase (représentée sur la partie gauche des
graphiques) un comportement d’auto-administration de cocaine. Les deux groupes, ShA et
LgA, lors de I'apprentissage, présentent des patterns de réponses dans les nose-pokes actif
et inactif identiques au cours des 7 sessions (Figure 17A,B). Le nombre de nose-pokes actifs
augmente légerement lors de la phase d’apprentissage avec la réalisation en moyenne de 70
nose-pokes lors de la session 1 et de 80 réponses lors de la session 7 (Figure 17A). Le nombre
de nose-pokes inactifs quant a lui, diminue progressivement et significativement au cours
des 7 sessions d’entrainement, avec la réalisation en moyenne de 50 nose-pokes inactifs lors
de la premiére session qui est réduit a 15 réponses lors de la derniére session
d’apprentissage (Figure 17B). La stabilisation du nombre de nose-pokes actifs et la
diminution du nombre de nose-pokes inactifs signalent une nette préférence des rats pour le
nose-poke actif associé a l'injection de drogue et donc pour l'effet récompensant de la
cocaine. Ceci témoigne d’'un apprentissage des animaux qui distinguent la valence des 2
nose-pokes. La prise de cocaine par les rats, futurs ShA ou LgA, au cours de la phase
d’apprentissage, est relativement stable avec une prise moyenne de cocaine de 7mg/kg lors
de la premiére session pour atteindre 10 mg/kg lors de la derniére session de la phase

d’apprentissage (Figure 17C).

Concernant le nombre de réponses dans le nose-poke inactif, I'analyse statistique
met en évidence un effet significatif du temps, [F(1,6)=6,326, p<0,0001], mais pas d’effet
significatif du groupe ni d’interaction entre le groupe et le temps. Aucun effet significatif

n’est observé pour les réponses dans le nose-poke actif et la prise de cocaine.

A la fin de cette phase d’apprentissage d’auto-administration, les rats sont séparés en

2 groupes, le groupe ShA et le groupe LgA, qui suivront respectivement 1 et 6 heures de
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session d’auto-administration par jour, pendant 20 jours. Cette phase est illustrée sur la
partie droite des graphiques. La répartition des animaux est réalisée en prenant soin de
vérifier qu’apreés leur distribution, le nombre de nose-pokes actifs et inactifs réalisés (Figure
17A,B) et la prise de cocaine lors de la phase d’apprentissage (Figure 17C), ne different pas

entre les futurs groupes ShA et LgA.

Training Self administration B Training Self administration
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Figure 17 : Nombre de nose-pokes actifs (A) et inactifs (B) effectués au cours de la période
d’entrainement (2h/jour pendant 7 jours) et de la procédure d’auto-administration de
cocaine pour les futurs groupes Short Access (ShA, 1h/jour, n=10) et Long Access (LgA,
6h/jour, n=12). Décours temporel de la prise de cocaine (C) pendant la procédure d’auto-
administration comprenant 7 jours d’entrainement avant que les rats ne soient répartis
dans les deux groupes expérimentaux, ShA et LgA.

Nous pouvons observer que la durée d’acces a la cocaine influence le comportement
d’auto-administration. En effet, le groupe ShA réalise un nombre de réponses dans le nose-

poke actif et une prise de cocaine stables au cours des 20 sessions, avec des valeurs
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d’injections par heure similaires a celles obtenues lors des 2 heures de session de la phase
d’entrainement (Figure 17A). En moyenne, les rats du groupe ShA effectuent 70 nose-pokes
actifs et prennent 11mg/kg de cocaine par session. L'analyse de la réponse
comportementale du groupe LgA, quant a elle, révéle une augmentation significative du
nombre de nose-pokes actifs réalisés [F(1,228)=36,628, p<0,001] et de la prise de cocaine
[F(1,285)=111,972, p<0,0001] par rapport au groupe ShA. Le nombre de réponses dans le
nose-poke inactif est similaire entre les deux groupes ShA et LgA et reste stable au cours des
20 sessions d’auto-administration, avec en moyenne 20 réponses par session. Les rats des
deux groupes ShA et LgA exposent, comme lors de la période d’entrailnement, une nette
préférence pour le nose-poke actif associé a I'injection de cocaine, signalant donc a un effet
récompensant de la drogue pour les animaux. L'analyse statistique du nombre de réponses
dans le nose-poke actif met en évidence un effet significatif du type d’accés a la cocaine
[F(1,399)=50,128, p<0,001] mais pas d’effet significatif du temps ni d’interaction entre le
type d’accés a la cocaine et le temps. Concernant la prise de cocaine, un effet significatif du
type d’acces a la drogue est évalué [F(1,399)=140,567, p<0,0001] mais aucun effet significatif
du temps ni d’interaction entre le type d’acces a la cocaine et le temps n’est observé.
Aucune modification significative n’est mesurée pour le nombre de réponses dans le nose-

poke inactif.

A l'issue de la période d’auto-administration, les rats des groupes ShA et LgA sont
divisés en deux groupes, chacun étant constitué de fagon homogeéne assurant ainsi un niveau
de prise de drogue similaire, évalué sur la premiere heure de session d’auto-administration.
Un groupe subira 7 jours de sevrage (ShA 7j et LgA 7j) tandis que I'autre subira 28 jours de
sevrage (ShA 28j et LgA 28j) avant d’étre sacrifiés pour évaluer |'effet du sevrage a la cocaine

sur le systeme vasculaire cérébral.

B. Effet du sevrage a la cocaine sur le systeme vasculaire cérébral : analyse
quantitative

Suite a une période de sevrage de 7 ou 28 jours, les rats des deux groupes ShA et LgA

sont perfusés, puis un marquage immunohistochimique, dirigé contre un antigene de

122



Résultats : Projet 1

surface des cellules endothéliales (Anticorps anti-RECA-1), est effectué afin de marquer

I’ensemble du réseau vasculaire cérébral. Ce méme marquage a également été réalisé sur un

groupe de rats naifs nous servant de contréles (Figure 18).

Figure 18 : lllustration du marquage immunohistochimique du réseau vasculaire cérébral
par I’anticorps, anti-RECA-1, sur une coupe coronale de rat du groupe controle.

La quantification du réseau vasculaire, exprimé en densité de vaisseaux (cm/mm?),
est réalisée dans plusieurs régions connues pour jouer un réle important dans I'addiction a la
cocaine. En effet, nous avons choisi de réaliser la quantification de vaisseaux dans I’ACC, le
NAc Core et le NAc Shell, dans la VTA, la BLA, la BMA et la CeA. Apres analyse, des
différences significatives de la densité vasculaire sont mises en évidence au niveau cortical et
plus spécifiquement dans I’ACC. En effet, la quantification de la densité des vaisseaux au sein
de I’ACC révele une diminution significative aprés 7 jours de sevrage dans le groupe LgA par
rapport au groupe contréle qui tend a retourner vers un niveau basal apres 28 jours de
sevrage (Figure 19A). L'analyse statistique ne signale pas d’effet significatif du groupe
[F(4,22)=2,298, p=0,09] (Figure 19A). Cependant, I'analyse suivant un post-hoc de Fischer
laisse apparaitre un effet significatif pour le groupe LgA7j en comparaison au groupe
controle (p<0,05) et au groupe LgA28j (p<0,05). Aucune différence significative n’est
observée dans le groupe ShA, que ce soit aprés 7 ou 28 jours de sevrage, dans cette méme

région (Figure 19A). L’analyse statistique n’expose pas de différence significative de la
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densité des vaisseaux au sein de la VTA (Figure 19B, VTA), du Core du NAc (Figure 19C, NAc
Core) et du Shell (Figure 19D, NAc Shell), et des différents noyaux de I'amygdale (Figure 19E,

BLA ; Figure 19F, BMA ; 19G, CeA) dans les quatre groupes expérimentaux ShA7j, LgA7],
ShA28j et LgA28j en comparaison au groupe controle.
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Cingulate Cortex

*

Density of Vessels (cm/mm3)

0
&
o°°\

n
hy

Density of Vessels (cm/mm3)
< e

O
&
o°°\

Density of Vessels (cm/mm3)
N

o
I

-2
]

IS
1

n
h

Density of Vessels (cm/mm3)

o
I

Tl

‘\Y'

.-o'o \r \,9

NAc Core

.QV

) fov \« \9

Basolateral Amygdala

0ar

Central Amygdala

by

© @
1 1

o
1

Résultats : Projet 1

Ventral Tegmental Area

Density of Vessels (cm/mm3)
b b 2

-2
]

NAc Shell

-2
)

>
i3

N
1

Density of Vessels (cm/mm3)
o

Density of Vessels (cm/mm3)
< L s

Basomedial Amygdala

Effet du sevrage a la cocaine sur la densité vasculaire cérébrale. La
quantification de la densité des vaisseaux a été réalisée aprés 7 ou 28 jours de sevrage
pour les quatre groupes expérimentaux ShA7j, ShA28j, LgA7j et LgA28j. Des rats naifs
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servent de groupe contréle. L’analyse a été réalisée dans plusieurs régions, le cortex
cingulaire antérieur (ACC), le noyau accumbens Core (NAc Core) et Shell (NAc Shell), I’aire
tegmentale ventrale (VTA), 'amygadale basolatérale (BLA), I'amygdale basomédiale
(BMA), et I'amygdale centrale (CeA). Pour toutes les structures, ShA7j n=5, ShA 28] n=5,
LgA7j n=5 et LgA 28j n=7. En ce qui concerne les rats controles, n=5 excepté pour la VTA,
et les noyaux amygdaliens ou n=4. L'analyse statistique a été réalisée en appliquant un
test two-way ANOVA suivi par un post-hoc test de Fischer, *<0,05 comparé au groupe
controle et au groupe LgA28j.

C. Comparaison de la densité vasculaire dans les différentes régions
cérébrales du groupe témoin
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Figure 20 : Densité vasculaire en condition basale dans les régions d’intéréts que sont le
cortex cingulaire antérieur (ACC, n=5), I'aire tegmentale ventrale (VTA, n=4), le noyau
accumbens Core (NAc Core, n=5) et Shell (NAc Shell, n=5), I'amygdale basolatérale (BLA,
n=4), 'amygdale basomédiale (BMA, n=4) et I'amygdale centrale (CeA, n=4). L’analyse
statistique a été effectuée en appliquant un test one-way ANOVA suivi par un post-hoc
Student Newman Keuls, *<0,05 comparé aux six autres régions.

L'analyse de la densité des vaisseaux dans les différentes régions d’intéréts chez des rats
contrdle naifs, nous a permis de mettre en évidence une différence significative de la densité
vasculaire basale entre ces régions que sont I’ACC, la VTA, le Core du NAc et le Shell du NAc,

126



Résultats : Projet 1

la BLA, la BMA et la CeA (Figure 20). En effet, grace a cette analyse, nous avons pu observer
qgue I’ACC est significativement plus vascularisé en condition physiologique basale que les 6
autres régions étudiées (Figure 20). L’analyse statistique de la densité vasculaire révele un

effet significatif de la région [F(6,24)=6.403, p<0.01].

Il. Discussion : Réarrangement du réseau vasculaire cérébral induit

lors du sevrage suite a une prise chronique de cocaine

A travers cette étude, nous avons souhaité déterminer si la prise chronique de cocaine
pouvait induire des modifications vasculaires a long terme. Pour cela, nous avons utilisé un
modele d’auto-administration d’escalade de prise de cocaine qui consiste a permettre a des
animaux un acces limité (ShA, 1h/jour) ou un acces prolongé (LgA, 6h/jour) a la drogue
(Ahmed and Koob). Ce modele permet de mimer a la fois une prise récréationnelle de
drogue grace au groupe ShA et une perte de controle sur la consommation ainsi qu’une prise
addictive de drogue grace au groupe LgA. Ensuite nous avons utilisé une approche
anatomique et histologique pour évaluer les conséquences de la prise chronique de cocaine
sur le réseau vasculaire cérébral a court et long terme, respectivement aprés 7 ou 28 jours
de sevrage. Cette approche nous a permis d’évaluer si la quantité de cocaine administrée
pouvait moduler les effets observés sur la vascularisation, mais également de déterminer si
les effets mesurés persistent au cours du temps suite a I'arrét de la prise de cocaine. Notre
étude a consisté a effectuer une analyse anatomique basée sur la technique de stéréologie
qui permet de mesurer la longueur totale de vaisseaux au sein d’une région cérébrale

d’intéreét.

Parmi I'’ensemble des régions analysées (ACC, NAc Shell et Core, BLA, BMA et CeA),
nous avons pu mettre en évidence un effet localisé exclusivement dans le cortex et plus
spécifiguement dans I’ACC. En effet, dans le groupe LgA, avec un acces prolongé a la cocaine,
nous avons observé une réduction de la densité vasculaire apres 7 jours de sevrage comparé
au groupe contréle. Nos résultats suggérent donc que la prise excessive et chronique de

cocaine induit une adaptation au niveau de la structure vasculaire, exclusivement localisée
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au niveau cortical. Ces résultats sont soutenus par d’autres études qui démontrent que
I’'administration chronique de cocaine induit des lésions des capillaires dans le cortex frontal
(Bassareo and Di Chiara, 1997) mais également des micro ischémies corticales (Ren et al.,
2012). De plus, les atteintes vasculaires observées chez I'Homme, suite a la prise de cocaine,
sont également majoritairement focalisées au niveau cortical (Levine and Welch, 1988). Il
semblerait donc que le systeme vasculaire du cortex cérébral, notamment I’ACC comme
nous I’'avons mis en avant dans notre étude, soit plus sensible a la toxicité induite par la prise
chronique de cocaine que les autres régions cérébrales (NAc Shell, Core, BLA, BMA, CeA).
Cette sensibilité accrue de I’ACC peut s’expliquer par le fait qu’en condition physiologique,
I’ACC est la région dotée de la densité vasculaire la plus élevée de I'ensemble des régions
gue nous avons étudié. Ainsi, il est possible d’envisager que I’ACC, par son réseau vasculaire
dense, ait recu une quantité plus importante de cocaine, pouvant induire une adaptation du
réseau vasculaire plus importante par rapport aux autres régions, de densité vasculaire plus
petite. De plus, il est envisageable que les variations de densité vasculaire induites par la
cocaine soient plus facilement mises en évidence au sein des régions fortement

vascularisées par rapport aux régions de densité vasculaire faible.

Nous avons pu mettre en avant un réarrangement du réseau vasculaire lors du
sevrage apres la prise chronique de cocaine uniquement chez les rats ayant eu un acces
prolongé a la cocaine (LgA) alors que dans le groupe de rats ayant eu un acces limité a cette
drogue (ShA), aucun effet n’a été observé dans l'ensemble des régions étudiées. Ces
données suggerent donc que les réarrangements de la vascularisation cérébrale sont
dépendants de la quantité de drogue administrée. Etant donné la présence exclusive de
cette diminution dans le modéle animal de perte de contréle de la prise de cocaine (LgA) et
non de prise récréationnelle (ShA), nous suggérons que le réarrangement du réseau

vasculaire mesuré dans I’ACC serait une caractéristique physiopathologique de I'addiction.

La diminution de la densité vasculaire mesurée dans I’ACC peut donc s’expliquer par
plusieurs aspects. Tout d’abord, nous pouvons supposer que la cocaine excercerait un effet
toxique sur le réseau vasculaire provoquant alors une mort cellulaire a I'origine de Ia
réduction de la densité de vaisseaux mesurée dans I’ACC. En effet, plusieurs études ont

évalué la toxicité de la cocaine sur des cellules endothéliales en culture et suggerent que la
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cocaine induit une entrée en apoptose des cellules endothéliales provoquant ainsi une
augmentation de la mort cellulaire (He et al., 2000a, 2001; Su et al., 2003). Il est donc
possible d’envisager que la prise chronique de cocaine chez le rat induise, une toxicité au
niveau des cellules endothéliales du réseau vasculaire, provoquant ainsi la mort cellulaire et
donc la réduction de la densité vasculaire. D’autre part, il est aussi clairement établi que la
cocaine a un effet vasoconstricteur (Kaufman et al., 1998), ainsi une autre hypothése serait
gue la cocaine, par son action vasoconstrictrice, provoquerait un affaiblissement de la paroi
vasculaire, induisant alors des dommages dans le réseau vasculaire cérébral (Nolte et al.,
1996). Nous pouvons également supposer que, lors du sevrage consécutif a une prise
chronique de cocaine, le réseau vasculaire, principalement celui de I’ACC, subit un
réarrangement afin de compenser les modulations fonctionnelles. En effet, comme
démontré dans notre étude « Etude des modifications a long terme du métabolisme cérébral
consécutives a la prise chronique de cocaine » (projet 2) chez le rat que nous présenterons
dans le chapitre suivant, lors du sevrage, les aires corticales s’hypoactivent. Cette réduction
de l'activité corticale a également été démontrée chez ’'Homme dés le sevrage a court terme
et persiste a long terme (Volkow et al., 1992; Volkow et al., 1993; Volkow et al., 19973;
Goldstein and Volkow, 2002). Cette réduction de la densité vasculaire au niveau de I’ACC
pourrait donc étre un processus adaptatif faisant suite aux modifications de l'activité
fonctionnelle de cette région. En effet, en réduisant son métabolisme cérébral, I’ACC
diminue ses besoins énergétiques (oxygene, glucose, nutriments....). De ce fait, le réseau
vasculaire subirait un réarrangement visant a réduire sa densité du fait d’'une diminution de
ses besoins sanguins. Néanmoins, contrairement a I’"hypométabolisme cortical qui persiste
sur le long terme, la réduction de la densité vasculaire est transitoire et restreinte au sevrage
a court terme. |l serait donc possible que la diminution de la vascularisation participe a la
réduction de I'activité métabolique de I'ACC a court terme. En revanche, aprés plusieurs
semaines de sevrage, les phénomenes deviennent indépendants avec une récupération

anatomique et histologique, sans récupération fonctionnelle de I'activité métabolique.

Dans I'’étude menée par Barroso Moguel et ses collaborateurs, les lésions vasculaires
perdurent apres 30 jours de sevrage induisant ainsi une hémorragie apres 90 jours (Barroso
Moguel et al., 1997). Au contraire, dans notre étude le réarrangement du réseau vasculaire

dans I’ACC est un phénomene transitoire puisque la densité de vaisseaux dans cette région
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retrouve un niveau basal a long terme, apres 28 jours de sevrage. Ainsi, contrairement a
I’étude menée par Barroso Moguel et ses collaborateurs indiquant que les Iésions vasculaires
perdurent aprés 30 jours de sevrage pour induire une hémorragie aprés 90 jours, nous avons
mis en évidence une récupération du niveau basal de la densité vasculaire a long terme
(Barroso-Moguel et al., 1997). Cependant, il est important de souligner que dans I'étude de
Barroso Moguel, la cocaine est administrée par I'expérimentateur a une dose trés élevée
(30mg/kg), alors que dans notre étude les rats se sont auto-administrés de fagon chronique
cette méme drogue a des doses plus modérées (0.75mg/kg i.v.), bien que la dose totale
administrée soit plus importante (41mg/kg/jour pour un total de 1g/kg). De plus,
I’'administration contingente de cocaine par les rats, comme c’est le cas dans notre étude,
peut avoir des effets neurobiologiques différents d’une administration passive par
I’expérimentateur (Barroso-Moguel et al., 1997). Ces différences de protocoles pourraient
expliquer des divergences de résultats, notamment sur les effets a long terme. D’un autre
coté, il serait intéressant d’étudier si les modifications du réseau vasculaire, mises en
évidence apres 7 jours de sevrage, pourraient sous-tendre a une vulnérabilité accrue aux
effets toxiques de la cocaine. En d’autres termes, il serait possible qu’un régime de prise
dérégulé et intermittent de drogue, par exemple lors de I'essai répété de I'arrét de I'usage
de cocaine suivi par des rechutes, pourrait augmenter les risques d’accidents vasculaires que
I'on retrouve chez 'Homme (Cregler and Mark, 1986; Wojak and Flamm, 1987; Daras et al.,

1991; Nolte et al., 1996; Neiman et al., 2000).

Le rétablissement a long terme du niveau basal de la densité vasculaire au sein de
I’ACC, suggere la mise en place d’une récupération pouvant étre liée a un phénomeéne de
néoangiogénése qui permettrait de rétablir le réseau vasculaire. Ce phénomeéne pourrait
étre évalué par un marquage immunohistochimique ciblant I'intégrine a5B3 qui joue un réle
dans la régulation de I'angiogenése (Bi and Yi, 2014) ou bien en réalisant un double
marquage des cellules endothéliales par RECA-1 et la bromodéoxyuridine (BrdU), marqueur
de prolifération, permettant d’évaluer la prolifération des cellules endothéliales sous-jacente
au processus de néoangiogenése (Wong et al., 2013). La néoangiogénése a longtemps été un
phénoméne exclusivement décrit dans les cas de cancers, or il est désormais admis que
celle-ci peut avoir lieu en condition physiologique ou dans le cas d’'un traumatisme (Rivera

and Bergers, 2014). Il est donc envisageable que la consommation chronique de cocaine soit
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percue comme un dommage cérébral engendrant des adaptations du réseau vasculaire,
rétabli a long terme par l'activation des cellules endothéliales quiescentes (Rivera and

Bergers, 2014).

D’un point de vue fonctionnel, étant donné que le PFC est une région impliquée dans
le contrdle de I'inhibition et la prise de décision, la diminution de la densité vasculaire dans
I’ACC pourrait contribuer, dans le cas de I'addiction, a une perte de controle sur la prise de
drogue. Par conséquent, les animaux montreraient plus de difficultés a inhiber leur
comportement de recherche de drogue dans les tests de rechute, bien que leurs réponses ne
soient pas renforcées par l'injection de cocaine. Donc, cette diminution de vascularisation

corticale pourrait contribuer a perpétuer le cycle de I’addiction.

A. Conclusion

En conclusion, I'ensemble de nos résultats suggere que la prise chronique et
excessive de cocaine produit des modifications sélectives dans les structures vasculaires
focalisées dans I’ACC. La réduction de la densité vasculaire au niveau cortical semble étre
une adaptation mise en place parallelement a la diminution de I'activité métabolique de
cette région cérébrale. Les modifications observées semblent transitoires puisqu’un
processus de rétablissement se met en place a long terme aprés l'arrét de la prise de
cocaine. Enfin, les modifications de la structure vasculaire pourraient contribuer a la
perturbation du fonctionnement physiologique du cerveau pendant la phase précoce du

sevrage, et donc a la physiopathologie de I’addiction.

B. Perspectives

Afin de compléter nos études et de mieux caractériser les modifications cérébrales
induites a long terme par la prise chronique de cocaine, nous envisageons de poursuivre
I'analyse immunohistochimique en ciblant différents types cellulaires comme par exemple,
les cellules gliales. D’un point de vue anatomique, ces cellules, et plus spécifiquement les

astrocytes, sont considérées comme l'interface entre le systéme circulatoire et les neurones
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(Belanger et al., 2011) (HISTOLOGIE- Bases fondamentales. Bertrand Macé. Omnisciences
2008). En effet, par leurs prolongements qui cernent et soutiennent les capillaires sanguins,
les astrocytes sont de véritables liens entre le sang et les neurones formant ainsi un
complexe cellulaire tripartite (vaisseaux, astrocytes, neurones). Cette composition
anatomique sert a la fois de barriere et de trait d’'union entre le sang et le tissu cérébral
contribuant au fonctionnement physiologique des cellules nerveuses. Notre étude ayant mis
en évidence une atteinte du systéme vasculaire suite a la prise chronique de cocaine, il serait
intéressant de déterminer si, en paralléle, la prise chronique de cocaine peut induire une
adaptation de la réponse gliale. En effet, plusieurs études mettent aujourd’hui en avant une
modification de la réponse astrocytaire suite a la prise de cocaine. Bien que les données ne
soient pas toujours en accord, certaines montrent un effet toxique a long terme de
I’'administration chronique de cocaine sur les astrocytes (Fattore et al., 2002), alors que
d’autres mettent en avant une augmentation du nombre d’astrocytes (Bowers and Kalivas,
2003). Il semblerait que la prise chronique de cocaine induise des modifications au niveau
des cellules gliales. De surcroit, de récentes études suggerent un role de la composante
inflammatoire dans I'addiction aux drogues (Clark et al., 2013). Il a par exemple pu étre
démontré, que le traitement in vivo de cellules progénitrices neuronales humaines avec de la
cocaine augmente |'expression de genes impliqués dans la réponse inflammatoire (Crawford
et al., 2006). Ainsi, I'’étude des modifications de la réponse gliale en parallele de I'étude des
adaptations vasculaires induites a long terme par la prise chronique de cocaine, permettrait
d’éclairer I'influence de la prise de drogue sur la structure anatomique tripartite et ainsi de
savoir si les modifications de I'activité neuronale induites par la prise de drogue pourraient

étre sous-jacentes a une atteinte de cette structure tripartite.
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PROIJET 2 : Etude des modifications a long terme du
métabolisme cérébral consécutives a la prise
chronique de cocaine

RESUME

L’addiction aux drogues est une pathologie psychiatrique chronique caractérisée par
un fort taux de rechute. Bien que I'ensemble des recherches effectuées sur le sujet ont
permis de mieux comprendre les modifications cérébrales induites par les drogues d’abus,
comme la cocaine, les thérapies sont aujourd’hui encore limitées. Ainsi, I'étude des
mécanismes cérébraux sous-jacents aux neuro-adaptations a long terme est cruciale pour
envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans cette étude nous avons souhaité
évaluer les modifications métaboliques a long terme induites par la prise chronique de
cocaine qui pourraient expliquer I'aspect chronique et récidivant de cette pathologie

psychiatrique.

Pour cela, suite a 7 jours d’entrainement a la procédure d’auto-administration (2h/j),
les rats sont divisés en deux groupes ayant un acces soit limité (ShA, 1h/j) soit prolongé (LgA,
6h/j) a I'auto-administration de cocaine pendant 20 jours. Un troisiéme groupe naif nous
sert de contréle. A la fin de la procédure d’auto-administration selon le modeéle d’escalade,
les rats sont placés en sevrage forcé et subiront une analyse métabolique en TEP-scan
utilisant le *®FDG apres 7 et 28 jours de sevrage. Ce design expérimental nous permet un

suivi longitudinal des modifications cérébrales induites lors du sevrage a la cocaine.

Nos résultats montrent une réduction du métabolisme cortical et du NAc persistante
sur le long terme. Le striatum dorsal affiche une variation métabolique différente en
fonction du temps avec une réduction a court terme puis une transition vers une
augmentation sur le long terme. Parallélement, nous avons pu observer une augmentation
métabolique dans la VTA et la SN variant au cours du sevrage. Enfin, au niveau de
I’'amygdale, nous avons mesuré une augmentation métabolique dés 7 jours de sevrage, qui

persiste et méme s’accentue a long terme. L’ensemble de ces données avance un argument
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supplémentaire en faveur de la mise en place de modifications du fonctionnement cérébral
lors du sevrage a la cocaine. De plus, nos travaux suggerent la mise en place d’adaptations
métaboliques lors du sevrage a long terme qui pourraient participer au développement du

phénomeéne d’incubation du « craving » et ainsi jouer un réle important dans la précipitation

de la rechute.
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I. Résultats

A. Auto-administration de cocaine

La procédure d’auto-administration débute par 7 jours d’apprentissage, a raison de 2
heures de session par jour. L'ensemble des rats, qui seront par la suite inclus dans les futurs
groupes Short Access (ShA) ou Long Access (LgA), acquierent rapidement un comportement
d’auto-administration de cocaine. Au cours de cette phase d’apprentissage, représentée sur
la gauche des graphiques, tous les rats expriment des profils identiques que ce soit pour les
réponses dans les nose-pokes actif (Figure 21A) et inactif (Figure 21B) ou pour la prise de
cocaine (Figure 21C). Le nombre de réponses dans le nose-poke actif augmente légérement
au fil des 7 sessions d’apprentissage, avec en moyenne 57 nose-pokes actifs réalisés lors de
la premiére session contre 70 réalisés lors de la 7°™ session (Figure 21A). Le profil de
réponses dans le nose-poke inactif souligne, quant a lui, une diminution significative au
cours des sessions d’entrailnement, avec la réalisation en moyenne de 32 réponses lors de la
premiére session qui chutent de moitié pour atteindre 15 nose-pokes inactifs lors de la
derniére session d’apprentissage (Figure 21B). La légére augmentation du nombre de nose-
pokes actifs au cours de la phase d’apprentissage ainsi que la chute du nombre de réponses
dans le nose-poke inactif témoignent de la préférence des rats pour le nose-poke actif,
associé a l'effet récompensant percu suite a linjection de la cocaine. Ce profil
comportemental met en avant I'apprentissage des animaux au cours des sessions d’auto-
administration. Pendant la phase d’apprentissage, la prise de cocaine augmente légérement
pour les rats des deux futurs groupes, ShA et LgA. Lors de la premiére session
d’apprentissage, les animaux s’administrent en moyenne 6mg/kg de cocaine puis
augmentent leur prise a 8mg/kg lors de la derniére session de 2 heures (Figure 21C).
L'analyse statistique du nombre de réponses dans le nose-poke inactif, révéle un effet
significatif du temps [F(1,6)=3,263, p<0,01] mais pas d’effet significatif du groupe ni
d’interaction entre le groupe et le temps. Aucun effet significatif n’est mesuré pour le

nombre de réponses dans le nose-poke actif et la prise de cocaine.
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A l'issue de cette phase d’apprentissage, les rats sont divisés en deux groupes, ShA et
LgA, et suivent respectivement 1 et 6 heures de session d’auto-administration par jour,
pendant 20 jours. Cette phase d’auto-administration est représentée sur la droite des
graphiques. La répartition des animaux dans les groupes expérimentaux est réalisée en
s’assurant que les animaux des deux groupes, ShA et LgA, aient un méme niveau de prise de
cocaine au cours de la phase d’apprentissage (Figure 21C), assurant ainsi un nombre de
réponses dans les nose-pokes actif (Figure 21A) et inactif (Figure 21B) également identique.
De facon attendue, la durée des sessions influence le profil comportemental d’auto-
administration. Seul le nombre de nose-pokes inactifs est identique entre les deux groupes,
ShA et LgA, puisqu’une réponse dans ce nose-poke n’induit aucune conséquence (Figure
21B). De maniére générale, les rats du groupe ShA, avec un acces court a la cocaine, réalisent
un nombre de réponses dans le nose-poke actif (Figure 21A) et une prise de cocaine (Figure
21C) stable au cours des 20 sessions, avec en moyenne 45 réponses et 9mg/kg de cocaine
par session de 1 heure. Les rats du groupe LgA, avec un acces prolongé a la cocaine, ont une
réponse comportementale dans le nose-poke actif et une prise de cocaine (en moyenne
57mg/kg par session) (Figure 21C) largement supérieure au groupe ShA. En effet, les rats LgA
répondent en moyenne cing fois plus dans le nose-poke actif et prennent sept fois plus de
cocaine que les rats ShA. Concernant le nombre de réponses dans le nose-poke actif,
I'analyse statistique signale un effet significatif du type d’accés a la cocaine
[F(1,247)=141,210, p<0,0001] et du temps [F(1,19)=1,804, p<0,05] et une interaction
significative entre le type d’accés a la cocaine et le temps [F(1,19)=1,883, p<0,05]. Ainsi,
I'analyse statistique éffectuée sur la prise de cocaine révele également un effet significatif du
type d’acces a la cocaine [F(1,247)=123,697, p<0,0001], du temps [F(1,19)=2,542, p<0,01] et
une interaction entre le type d’acces a la cocaine et le temps [F(1,19)=1,542, p<0,05]. De
méme, I'analyse du profil de la prise de cocaine des rats LgA montre un effet significatif du
temps [F(7,19)=3,017, p=0,001]. Aucun effet significatif n’est observé pour le nombre de

réponses dans le nose-poke inactif.

A l'issue de la période d’auto-administration, les rats des groupes ShA et LgA sont
placés en sevrage forcé et une analyse des modifications du métabolisme est réalisée en

imagerie TEP a 7 et 28 jours de sevrage.
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Figure 21: Nombre de nose-pokes actifs (A) et inactifs (B) réalisés lors de la période
d’entrainement (2h/jour pendant 7 jours) et de la procédure d’auto-administration de
cocaine pour les futurs groupes Short Access (ShA, 1h/jour, n=14) et Long Access (LgA,
6h/jour, n=16). Décours temporel de la prise de cocaine (C) pendant la procédure d’auto-
administration composée de 7 jours d’entrainement avant la répartition des rats dans les
deux groupes expérimentaux, ShA et LgA.

B. Modulation du métabolisme cérébral induite par une prise chronique
de cocaine lors de la période de sevrage

Les résultats de I'étude du métabolisme cérébral basal par imagerie TEP sont
représentés par une analyse des cartes de Z-scores (Tableau 5) et de la captation régionale
de '®FDG. Ces analyses comparent les 4 groupes expérimentaux (ShA7j, ShA28j, LgA7j et
LgA28j) au groupe contréle et montrent des différences significatives au moins a p<0,01 en

terme d’accumulation de *®FDG entre le groupe analysé et le groupe contrdle. Il faut noter
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que les valeurs des Z-scores positives ou négatives indiquent respectivement une
augmentation ou une diminution de I'absorption de DG par rapport au groupe controle.
Statistiquement,

pour un Z-score=1, p<0,15 approximativement; Z-score=2, p<0,02

approximativement ; pour Z-score=3 et plus, p<0,001 approximativement.

ShA 7j ShA 28;j LgA 7j LgA 28j

Gauche | Droite Gauche Droite Gauche | Droite Gauche | Droite
OFC 0,00 0,00 -3,95 0,00 -3,12 0,00 0,00 0,00
ACC -3,64 -4,34 -3,07 -3,49 0,00 0,00 -4,58 -3,58
NAc -3,20 -3,74 0,00 0,00 -3,61 0,00 0,00 -3,06
StrD 4,80 4,36 -5,90 -3,47 0,00 3,04 -11,15 -5,61
VTA 0,00 0,00 0,00 0,00 4,10 2,67 0,00 0,00
SN 0,00 3,18 0,00 0,00 0,00 0,00 3,25 0,00
Amy -4,10 0,00 0,00 0,00 3.56 0,00 3,77 3,56

Tableau 5 : Tableau récapitulatif de I’analyse par Z-scores de I’absorption de *FDG pour les
rats ayant eu un acces limité (ShA) ou prolongé (LgA) a la cocaine et ayant subi I'analyse
métabolique en TEP-scan apreés 7 jours (ShA7j n=7, LgA7j n=8) et 28 jours (ShA28j n=7 et
LgA28j n=8) de sevrage en comparaison au groupe contrdle (n=8). L’analyse par Z-scores a
été effectuée dans plusieurs régions connues pour jouer un réle dans I’addiction comme le
cortex orbitofrontal (OFC), le cortex cingulaire anterieure (ACC), le noyau accumbens
(NAc), le striatum dorsal (Str D), I'aire tegmentale ventrale (VTA), la substance noire (SN)
et 'amygdale (Amy).

1. Modifications du métabolisme cérébral au niveau cortical

L'analyse du métabolisme cérébral au niveau cortical lors d’'une période de sevrage
qui faisant suite a une prise chronique de cocaine montre, de facon générale, une
diminution de la capture du ®FDG témoignant du développement d’une hypoactivation

corticale.

Au niveau de I'OFC (Figure 22), cette diminution est exclusivement observée dans
I’'hémisphere gauche. L’hypoactivation corticale est visualisée uniquement aprés 28 jours de
sevrage chez les rats ShA (Figure 22 C,D) alors que pour les rats du groupe LgA, la réduction

de I'activité métabolique semble plut6t étre un effet a court terme (aprés 7 jours de sevrage,
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Figure 22 E,F) et transitoire puisque la capture de ®FDG revient 3 un niveau basal aprés 28

jours de sevrage (Figure 22 G,H).

L’analyse statistique réveéle une diminution significative de la capture de ®FDG pour
le groupe ShA28j dans I'hémisphere gauche avec un Z-score égal a -3,95 pour p<0,01 par
rapport au groupe controle (Tableau 5). Pour le groupe LgA7j I'analyse statistique signale
une réduction significative de I'absorption de '®FDG dans I’hémisphére gauche avec un

Z-score égal a -3,12 pour p<0,01 par rapport au groupe controle (Tableau 1).
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Figure 22 : Représentation des modifications significatives de la capture de **FDG dans le

cortex orbitofrontal (OFC) des rats ayant suivi une procédure d’accés limité (ShA) ou

prolongé (LgA) a la cocaine dont I'analyse métabolique a été effectuée aprés 7 (ShA7j n=7,

LgA7j n=8) et 28 (ShA28j n=7, LgA28j n=8) jours de sevrage par rapport au groupe controle

de rats naifs (n=8). Pour chaque groupe expérimental (A, C, E, G) les variations de capture

de ®FDG ont été rapportées en pourcentage par rapport au groupe contrdle pour

I’lhémisphére gauche et droit. L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test, *p<0,05 ;

140



Résultats : Projet 2

**p<0,01. Les cartes de Z-scores générées (B,D,F,H a gauche) ont été fusionnées avec des
modéles IRM. De plus, un résumé des modifications sur I’axe antéro-postérieur de capture
de '®FDG statistiquement significatives a été réalisé sur des coupes coronales de I’atlas
Paxinos et Watson (B,D,F,G a droite). L’augmentation et la diminution de la capture de
8EDG sont respectivement représentées selon un axe de rouge a bleu. L’analyse
statistique a été effectuée avec un t-test a p<0,01.

Dans I’ACC (Figure 23), la réduction du métabolisme cérébral visualisée de fagon
bilatérale est légerement plus accentuée dans le groupe ShA par rapport au groupe LgA. En
effet, I’'hypofonctionnalité de I’ACC est observée a court terme dés 7 jours de sevrage pour le
groupe ShA (Figure 23A,B) puis persiste apres 28 jours de sevrage (Figure 23C,D). Cependant,
en ce qui concerne les rats ayant eu un acces prolongé a la cocaine, la réduction du
métabolisme semble étre une neuro-adaptation induite a plus long terme car elle est
mesurée uniquement aprés 28 jours de sevrage (Figure 23G,H). En effet, aucune
modification du métabolisme cérébral n’est observée dans le groupe LgA a 7 jours de

sevrage (Figure 23E,F).

L'analyse statistique révele, dans I'ACC des rats du groupe ShA apres 7 jours de
sevrage, une diminution significative de la capture de ®FDG avec un Z-score égal a -3,64 et -
4,34 pour p<0,01 respectivement pour les hémisphéres gauche et droit. Elle permet
également de signaler une diminution aprés 28 jours de sevrage avec un Z-score égal a -3,07
et -3,49 pour p<0,01 respectivement pour les hémisphéres gauche et droit (Tableau 5). Pour
le groupe LgA, I'analyse statistique révele une diminution significative de I'accumulation de
DG seulement apres 28 jours de sevrage avec un Z-score égal a -4,58 et -3,58

respectivement pour I’hémisphére gauche et droit (Tableau 5).
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Figure 23 : lllustration des modifications significatives de I’absorption de '®FDG dans le
cortex cingulaire antérieur (ACC) des 4 groupes expérimentaux ShA et LgA ayant subi
I’analyse par TEP-scan aprés 7 (ShA7j n=7, LgA7j n=8) et 28 (ShA28j n=7, LgA28j n=8) jours
de sevrage par rapport au groupe contrdle de rats naifs (n=8). Les pourcentages de
variations de la capture de BeDG (A, C, E, G) par rapport au groupe contrdle sont
représentés pour chaque hémisphére. L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test,
*p<0,05 ; **p<0,01. Les cartes de Z-scores sont fusionnées avec des modeles IRM (B,D,F,H
a gauche) et un résumé des modifications antéro-postérieures est représenté sur une
coupe d’atlas Paxinos et Watson (B,D,F,H a droite). L’analyse statistique a été effectuée
avec un t-test a p<0,01.
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2. Modifications du métabolisme cérébral au niveau du

Noyau Accumbens (NAc)

Dans le NAc, I'analyse métabolique révele une diminution de l'activité cérébrale
régionale (Figure 24). En ce qui concerne les rats ShA, nous observons une hypoactivation du
NAc a 7 jours (Figure 24 A,B), qui est transitoire puisque I'on retrouve un niveau basal a long
terme apres 28 jours de sevrage (Figure 24 C,D). En revanche, pour les rats du groupe LgA,
I’hypométabolisme du NAc semble étre une adaptation persistant a long terme puisqu’elle
est mesurée des 7 jours de sevrage (Figure 24 E,F) et perdure a long terme aprés 28 jours de

sevrage (Figure 24 G,H).

L’analyse statistique signale une réduction significative de la capture de DG dans le
NAc pour le groupe ShA apres 7 jours de sevrage avec un Z-score égal a -3,20 et -3,74 pour
p<0,01 respectivement pour ’hémisphére gauche et droit. Il en est de méme pour le groupe
LgA aprés 7 jours de sevrage avec un Z-score égal a -3,61 pour I’'hémisphére gauche et apres

28 jours de sevrage avec un Z-score égal a -3,06 pour I’hémisphere droit (Tableau 5).
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Figure 24 : Représentation des changements significatifs de 'accumulation de ®FDG dans
le noyau accumbens (NAc) des groupes expérimentaux ShA et LgA ayant subi I’analyse par
TEP-scan aprés 7 (ShA7j n=7, LgA7j n=8) et 28 (ShA28j n=7, LgA28j n=8) jours de sevrage
par rapport au groupe contrdole de rats naifs (n=8). Les variations en pourcentage par
rapport au groupe contrdle de I'accumulation de ®FDG (A, C, E, G) sont représentées pour
chaque hémisphére. L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test, *p<0,05;
**p<0,01. Une illustration des cartes de Z-scores a été effectuée (B,D,F,H a gauche) et un
résumé des modifications antéro-postérieures est représenté sur une coupe d’atlas
Paxinos et Watson (B,D,F,H a droite). L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test a
p<0,01.
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3. Modifications du métabolisme cérébral au niveau du Striatum Dorsal

(Str D)

L’analyse du métabolisme cérébral au niveau du Str D montre une modification de
I'activité cérébrale régionale différente en fonction du temps suite a I'arrét de la prise de
cocaine (Figure 25). En effet, a court terme, aprés 7 jours de sevrage, le Str D est
hyperactivé, puis a long terme (28 jours), le métabolisme de cette région affiche une nette
réduction témoignant ainsi de la mise en place d’'un phénoméne de neuro-adaptation. Pour
le groupe ShA (Figure 25 A,B), apres 7 jours de sevrage, le Str D montre une hyperactivation
métabolique qui parait légérement plus accentuée que pour le groupe LgA (Figure 25 E,F).
Cette région s’hypoactive ensuite a long terme. Cette réduction du métabolisme est alors
nettement plus significative chez les rats du groupe LgA (Figure 25 G,H) que chez les rats ShA

(Figure 25 C,D).

D’un point de vue statistique, I'analyse montre une augmentation significative de la
capture de '®FDG apreés 7 jours de sevrage pour les deux groupes : ShA avec un Z-score égal a
4,80 et 4,36 pour p<0,01 respectivement pour I’'hémisphere gauche et droit ; et LgA avec un
Z-score égal a 3,04 pour I'hémisphéere droit (Tableau 5). A l'inverse, aprés 28 jours de
sevrage, I'analyse statistique montre une réduction significative de la fixation de ¥eDG pour
les deux groupes : ShA avec un Z-score égal a -5,90 et -3,47 pour p<0,01 respectivement
pour I'hémisphere gauche et droit et LgA avec un Z-score égal a -11,15 et -5,61 pour p<0,01

respectivement pour I’'hémisphére gauche et droit (Tableau 5).
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striatum dorsal des rats des groupes ShA et LgA ayant subi I’analyse métabolique aprés 7
(ShA7j n=7, LgA7j n=8) et 28 (ShA28j n=7, LgA28j n=8) jours de sevrage par rapport au
groupe controle de rats naifs (n=8). Les pourcentages de variations (A,C,EF) de
Paccumulation de ®FDG par rapport au groupe contrdle sont représentés pour

I’lhémisphére gauche et droit. L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test, *p<0,05 ;

**p<0,01. Les cartes de Z-scores sont réalisées (B,D,F,H a gauche) et un résumé des
modifications sur Iaxe antéro-postérieur de capture de '|FDG statistiquement
significatives est représenté sur une coupe coronale de I’atlas Paxinos et Watson. L’analyse
statistique a été effectuée avec un t-test a p<0,01.

146



Résultats : Projet 2

4. Modifications du métabolisme cérébral au niveau de [I'Aire
Tegmentale Ventrale (VTA)

Concernant la VTA, une augmentation transitoire de |'activité métabolique est
exclusivement observée chez les rats LgA a court terme apres 7 jours de sevrage (Figure 26
E,F). Cette hyperactivation métabolique est transitoire puisque I'accumulation de '*FDG
retourne a un niveau basal aprés 28 jours de sevrage (Figure 26 G,H). Aucune modification

n’est mesurée dans le groupe ShA (Figure 26 A,B,C,D).

L’analyse statistique montre une augmentation significative de la capture de ¥EDG
dans le groupe LgA apres 7 jours de sevrage avec des Z-scores égaux a 4,10 et 2,67 pour

p<0,01 respectivement pour I’"hémisphere gauche et droit (Tableau 5).
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Figure 26: lllustration des modifications de Vactivité métabolique mesurée par

accumulation de ®FDG dans I'aire tegmentale ventrale (VTA) pour les groupes ShA7j
(n=7), ShA28j (n=7), LgA7] (n=8), et LgA28j (n=8) par rapport aux rats controles naifs (n=8).
Les variations de la capture de '®FDG (A,C,E,G) pour chaque groupe expérimental
exprimées en pourcentage par rapport au groupe controle sont représentées pour chaque
hémispheére. L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test, *p<0,05. Les cartes des Z-
scores sont réalisées (B,D,F,H, a gauche) et un résumé des variations selon I'axe antéro-
postérieur (B,D,F,H, a droite) est illustré sur une coupe coronale de I'atlas Paxinos et
Watson. L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test a p<0,01.
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5. Modifications du métabolisme cérébral au niveau de la Substance

Noire (SN)

Dans la substance noire (SN), une augmentation de I'activité métabolique est
observée dans les deux groupes ShA et LgA mais suivant un décours temporel différent. En
effet, concernant le groupe ShA, I'augmentation semble transitoire car elle est mesurée
uniquement a court terme apres 7 jours de sevrage (Figure 27A,B) puis le métabolisme
retrouve un niveau basal aprés 28 jours (Figure 27C,D). Alors que pour le groupe LgA
I’accroissement de I'activité métabolique est observé seulement apres 28 jours de sevrage

(Figure 27G,H), témoignant d’une adaptation cérébrale a long terme.

L’analyse statistique montre une augmentation significative de la captation de ¥eDG
apres 7 jours de sevrage pour le groupe ShA avec un Z-score égal a 3,18 pour p<0,01 pour
I’hémisphere droit et aprés 28 jours pour le groupe LgA avec un Z-score égal a 3,25 pour

p<0,01 pour I’'hémisphere gauche (Tableau 5).
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Figure 27 : lllustration des variations de I'activité métabolique évaluée par I’accumulation
de ®FDG dans la substance noire (SN) pour les groupes ShA7j (n=7), ShA28j (n=7), LgA7j
(n=8), et LgA28j (n=8) par rapport aux rats contréles naifs (n=8). Les pourcentages de
variations de la capture de BEDG (A,C,E,G) pour chaque groupe expérimental exprimés en
comparaison au groupe controle sont représentés pour chaque hémisphére. L’analyse
statistique a été effectuée avec un t-test, *p<0,05 ; **p<0,01. Les cartes des Z-scores sont
réalisées (B,D,F,H, a gauche) et un résumé des variations selon I'axe antéro-postérieur
(B,D,F,H, a droite) est illustré sur une coupe coronale d’atlas Paxinos et Watson. L’analyse
statistique a été effectuée avec un t-test a p<0,01.
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6. Modifications du métabolisme cérébral au niveau de I'amygdale

Au niveau de I'amygdale, I'analyse de I'activité métabolique au sein des deux groupes
ShA et LgA montre des variations d’activité allant dans des sens opposés et principalement
concentrées dans I’"hémisphére gauche (Figure 28). En effet, chez les rats ShA, la fixation de
8eDG dans 'amygdale est réduite et transitoire puisqu’elle n’est observée qu’aprés 7 jours
de sevrage (Figure 28A,B). Cependant, chez les rats LgA, I'activité métabolique de I'amygdale
est augmentée dés 7 jours de sevrage (Figure 28E,F) et cette augmentation perdure a long

terme (Figure 28G,H).

L’analyse statistique montre une réduction significative de I'absorption de *fFDG,
aprés 7 jours de sevrage chez les rats ShA avec une valeur de Z-score égale a -4,10 pour
I’'hémisphére gauche (Tableau 5). Pour les rats LgA, I'analyse statistique montre une
augmentation significative de la capture de ¥rDG aprés 7 jours de sevrage avec un Z-score
égal a 3,56 pour 'hémisphére gauche mais également aprés 28 jours de sevrage avec des
valeures de Z-scores égales a 3,77 et 3,56, respectivement pour ’"hémisphére gauche et droit

(Tableau 5).
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Figure 28: Représentation des variations de [l'activité métabolique mesurée par
I’accumulation de *FDG dans 'amygdale pour les groupes ShA7j (n=7), ShA28;j (n=7), LgA7j
(n=8), et LgA28j (n=8) par rapport aux rats contréles naifs (n=8). Les pourcentages de
variations de la capture de BeDG (A,C,E,G) pour chaque groupe expérimental en
comparaison au groupe controle sont représentés pour chaque hémisphére (I’analyse
statistique a été effectuée avec un t-test, *p<0,05, **p<0,01). Les cartes des Z-scores sont
réalisées (B,D,F,H, a gauche) et un résumé des variations selon I'axe antéro-postérieur
(B,D,F,H, a droite) est illustré sur une coupe coronale de I’atlas Paxinos et Watson.
L’analyse statistique a été effectuée avec un t-test a p<0,01.
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Il. Discussion : Modifications métaboliques induites lors du sevrage

suite a la prise chronique de cocaine

Afin d’étudier les modifications du métabolisme cérébral induites par la prise
chronique de cocaine, nous avons utilisé le méme modele d’auto-administration de cocaine
gue pour I'étude précédente sur la vascularisation cérébrale, permettant aux rats d’avoir un
acces prolongé (LgA) ou limité (ShA) a la drogue. L’analyse métabolique a été menée grace a
une technique d’imagerie, la TEP, en utilisant le **FDG, un analogue non métabolisable du
glucose, comme traceur. L’évaluation des variations du métabolisme cérébral a été
effectuée lors de la période de sevrage. Une analyse a été réalisée a court terme, apres 7
jours de sevrage permettant d’avoir une visualisation des modulations pendant le sevrage
précoce puis une seconde analyse a été réalisée aprés 28 jours de sevrage pour évaluer les
neuro-adaptations a long terme. Nous avons montré, de facon générale, une réduction de
I'activité métabolique cérébrale chez les deux groupes ShA et LgA au niveau cortical (ACC et
OFC), qui persiste généralement a long terme. Une diminution du métabolisme cérébral a
également été observée dans le NAc. Concernant le striatum dorsal, nous avons mis en
évidence une activité métabolique variable. En effet, nous observons une augmentation
métabolique a court terme (7 jours de sevrage) suivi d’une réduction de I'activité sur le long
terme (apres 28 jours de sevrage). Au niveau de la VTA, seul le groupe LgA montre une
élévation du métabolisme a court terme qui retrouve un niveau basal dés 28 jours de
sevrage, alors qu’au niveau de la SN I'augmentation du métabolisme est mesurée chez les
deux groupes expérimentaux, ShA et LgA, respectivement aprés 7 et 28 jours de sevrage.
Enfin, les variations du métabolisme cérébral de I'amygdale sont différentes en fonction des
deux groupes expérimentaux. En effet, suite a un accées limité a la cocaine (ShA), 'amygdale
s’hypoactive dés 7 jours de sevrage pour retrouver un niveau basal a long terme, alors
gu’une prise prolongée de cocaine (LgA) induit une augmentation du métabolisme de
I'amygdale dés 7 jours de sevrage, qui se maintient a long terme. Nos résultats apportent
des informations sur les multiples altérations du fonctionnement cérébral chez le rat apres
une prise chronique et volontaire de cocaine qui pourraient servir de substrat biologique a la

poursuite de la prise de drogue et donc précipiter la rechute.
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Dans un premier temps, I'analyse des modifications du métabolisme cérébral nous a
permis de mettre en évidence une réduction de I'accumulation de DG, et donc une
réduction du métabolisme, dans I’ACC et I'OFC témoignant d’'une hypoactivation corticale
des 7 jours perdurant a long terme. Ces résultats sont en accord avec les différentes études
menées également chez le rat. En effet, un hypométabolisme cortical a été mis en évidence
aprés 48h de sevrage consécutif a 5 jours d’auto-administration de cocaine (Calipari et al.,
2013) mais également aprés 10 jours de sevrage suite a une période prolongée d’auto-
administration de cocaine (31 jours) (Gozzi et al., 2001). Cependant, dans I'ensemble de ces
études, la modulation de I'activité métabolique n’a été évaluée uniquement pendant le
sevrage précoce. Or dans notre étude, nous avons mis en évidence le fait que cette
adaptation fonctionnelle du cerveau persiste a long terme. Nos données sont soutenues par
des études cliniques qui mettent également en avant une réduction de I’activité cérébrale,
focalisée dans les aires corticales frontales, lors du sevrage précoce, qui perdure a long
terme (jusqu’a 4 a 6 mois) apres l'arrét de la consommation (Volkow et al., 1992; Volkow et
al., 1993; Volkow et al., 1997a; Goldstein and Volkow, 2002). De plus, d’'un point de vue
comportemental, cet hypométabolisme cortical semble étre en relation avec les déficits
cognitifs et la perte de controle sur la prise de drogue qui pourraient jouer un role important
dans la rechute (Goldstein et al., 2009; Lucantonio et al., 2012). En effet, chez les sujets
dépendants, I’hypofonctionnalité corticale semble étre cruciale dans la perte de contréle de
I'inhibition excercée sur la prise de drogue (Chen et al., 2013). Par conséquent, elle pourrait
avoir un réle dans la précipitation de la rechute. Nos résultats confirment donc I’hypothese
selon laquelle la mise en place a long terme d’une adaptation corticale, qui, par sa réduction
d’activité métabolique, sous-tendrait a la perte de controle de l'inhibition sur la prise de

drogue, jouerait un role fondamental dans la rechute a long terme.

Parallelement, au niveau du striatum nous avons montré une modulation du
métabolisme cérébral en fonction de la durée du sevrage. Cet effet est nettement plus
marqué au niveau du striatum dorsal qu’au niveau du striatum ventral (i.e. le NAc). En effet,
apres 7 jours de sevrage, nous avons observé une augmentation du métabolisme cérébral au
niveau du striatum dorsal, a la fois chez les rats ShA et LgA. Puis a long terme, suite a 28
jours de sevrage, le striatum dorsal devient hypoactif chez les deux groupes expérimentaux

avec un effet plus accentué pour le groupe LgA. Nos données sont différentes de celles des
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études préalablement menées, évaluant 'activité métabolique lors du sevrage, consécutif a
une prise chronique de cocaine. En effet, Calipari et ses collaborateurs ont montré une
réduction de I'activité du striatum dorsal lors du sevrage a court terme (48 heures) suite a la
prise chronique de cocaine (Calipari et al., 2013). Cependant, il est important de souligner
des différences de protocoles éxistantes entre notre étude et la leur. En effet, Calipari et ses
collaborateurs évaluent I'activité cérébrale par autoradiographie, ce qui nécessite le sacrifice
de I'animal et I'analyse sur coupe, limitant donc I'étude a une partie restreinte de la région.
Au contraire, dans notre étude, I’activité métabolique a été mesurée par TEP-scan sur animal
vivant permettant d’estimer I'activité cérébrale dans les 30 minutes qui précedent le scan et
surtout sur I'ensemble des régions. De plus, dans notre procédure, la période d’accés a la
cocaine est effectuée sur une longue durée (27 jours), alors que dans I'étude citée au
préalable, les rats suivent seulement 5 jours d’auto-administration de cocaine. L'ensemble
de ces différences dans les procédures expérimentales pourrait donc induire de potentielles
variations dans les résultats. Par ailleurs, si I'on se référe aux données cliniques, nos résultats
vont dans le méme sens que les travaux réalisés chez I’'THomme, montrant une augmentation
du métabolisme du striatum dorsal lors du sevrage a court terme (London et al., 1990;
Volkow et al., 1991; Goldstein and Volkow, 2002; Parvaz et al., 2011) et qui transite, a long
terme, vers une hypoactivation mesurée par une diminution de I'activité dopaminergique
(Volkow et al., 1997b). Concernant I'analyse métabolique au niveau du NAc, nous avons
observé une réduction du métabolisme cérébral chez les deux groupes expérimentaux, ShA
et LgA, dés 7 jours de sevrage. Cette diminution d’activité est rétablie a long terme pour le
groupe ShA et se voit maintenue pour les rats LgA. Ces données mettent encore une fois en
avant la mise en place d’adaptations fonctionnelles cérébrales durables dans le groupe LgA
pouvant sous-tendre au fort taux de rechute dans ce groupe par rapport au groupe ShA. De
plus, 'hypométabolisme du NAc observé dans notre étude est en accord avec les différents
travaux réalisés chez le rat, montrant une diminution de I'activité du NAc lors du sevrage
précoce (48 heures) suite a une administration chronique de cocaine (Calipari et al., 2013)
mais également apres 10 jours de sevrage (Gozzi et al., 2001). Parallélement, des travaux ont
mis en évidence une réduction fonctionnelle du systéeme dopaminergique dans le NAc, apres
18h de sevrage, suite a I'arrét de I'auto-administration de cocaine. Cette diminution persiste

aprés 2 semaines de sevrage (Ferris et al., 2011). De plus, Mateo et ses collaborateurs ont
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révélé une réduction du niveau basal de DA dans le NAc suite a 7 jours de sevrage (Mateo et
al.,, 2005). Le NAc étant la région centrale du circuit mésocorticolimbique par laquelle
transitent les informations, nous pouvons considérer cette région comme étant un relais de
I'information sensorielle, cognitive et affective lors de la prise de drogue. La réduction de
son métabolisme peut donc étre envisagée comme une adaptation fonctionnelle conjointe a
la réduction de la transmission dopaminergique pouvant jouer un réle dans I'augmentation
de la sensibilité aux drogues. De plus, I'une des théories émise par Everitt et ses
collaborateurs, suggere que l'addiction aux drogues est une pathologie dans laquelle le
comportement est motivé par la valeur motivationnelle de la récompense, qui devient
progressivement un comportement habituel (Everitt and Robbins, 2005). Ce passage d’un
comportement motivé vers un comportement habituel serait d{, d’un point de vue
neuronal, a I'implication progressive du striatum dorsal depassant celle du striatum ventral
(Everitt and Robbins, 2005). Au vue de nos données expérimentales, la réduction de
I'activité métabolique a long terme du striatum dorsale semble plus importante que celle

mesurée dans le NAc, avancant donc un argument en faveur de cette théorie.

Par ailleurs, nous avons évalué les modulations de I'activité métabolique des aires
cérébrales contenant les corps cellulaires des neurones dopaminergiques que sont la SN et la
VTA et nous avons mis en évidence une augmentation de cette activité au sein de ces deux
structures. Plus précisément, au niveau de la SN, nous avons montré une élévation du
métabolisme dés 7 jours de sevrage dans le groupe ShA qui retrouve un niveau basal a long
terme, alors que pour le groupe LgA l'augmentation du métabolisme n’est observable
gu’apres 28 jours de sevrage. Aucune étude précédente ne relate de modification de
I'activité métabolique de la SN lors du sevrage a la cocaine. Néanmoins, certaines études
mettent aujourd’hui en avant que lI'implication du systéme nigro-strié qui ne jouerait pas
exclusivement un réle dans la motricité, mais qui, de par ces relations avec le systeme
mésolimbique, partagerait des fonctions dans les effets récompensants et dans I'addiction
(Wise, 2009). En effet, quelques études mettent aujourd’hui en avant le réle de la SN dans
les effets renforgants, puisque a) la stimulation du faisceau nigro-strié est récompensante
pour les animaux et b) le blocage de la SN, par un antagoniste des récepteurs a la dopamine
D1, atténue I'effet récompensant de la cocaine, mis en évidence par une augmentation de

I’'auto-administration de cette drogue (Wise, 2009). Parallélement, une étude récente a
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également démontré que des souris transfectées avec un vecteur exprimant la
channelrhodopsine2 dans la SN acquierent rapidement un comportement opérant afin de
recevoir une photostimulation dans cette région mettant en avant I'effet renforcant induit
par |'excitation des neurones de la SN chez I'animal (llango et al., 2014). De plus, il a été
démontré que I'administration aiglie de cocaine accroit le métabolisme des régions nigro-
striatales incluant la SN et le striatum (Stein and Fuller, 1992; Porrino, 1993). En ce qui
concerne la VTA, seul le groupe LgA montre une augmentation du métabolisme a court
terme qui retrouve un niveau basal sur le long terme. La littérature ne relate pas de
modulation de I’activité métabolique dans cette région lors du sevrage a la cocaine.
Cependant, la VTA est connue pour jouer un role important dans le phénomene de rechute,
puisque son inactivation atténue la rechute induite par la cocaine (McFarland and Kalivas,
2001). De surcroit, la composante glutamatergique projetant sur la VTA semble cruciale dans
la rechute, puisque I'administration d’antagoniste des récepteurs ionotropiques, bloque
également le comportement de recherche de drogue (You et al.,, 2007). Nos résultats
confortent donc I’hypothése que la VTA et la SN, pourraient jouer un réle dans I'addiction et
notamment, dans le cas présent, subir des adaptations métaboliques a long terme pouvant

étre sous-jacentes au comportement de recherche de drogue.

Enfin, contrairement aux autres régions étudiées, nous avons mis en évidence une
modulation de l'activité métabolique différente dans I'amygdale entre les deux groupes
expérimentaux ShA et LgA. Pour le groupe ShA, I'activité métabolique de I'amygdale est
réduite a court terme puis une récupération de 'activité basale est retrouvée aprés 28 jours
de sevrage. Cependant, dans le groupe LgA, le métabolisme de 'amygdale est augmentaté
des 7 jours de sevrage et perdure a long terme. Il semblerait donc que suite a une prise
« récréationnelle » de cocaine, une adaptation de I'activité de I'amygdale se mette en place
a court terme, mais qu’un rétablissement de l'activité basale ait lieu a long terme. Au
contraire, pour le groupe LgA, 'amygdale montre une hyperactivation métabolique dés 7
jours de sevrage, persistante sur le long terme. Ceci met en avant a) des différences de
neuro-adaptations entre une consommation contrélée et une prise addictive et b) des
modifications cérébrales persistantes lors d’'une consommation addictive de drogue.
L'amygdale, notamment la BLA, joue un réle majeur dans I'addiction de par son implication

dans I'association entre la drogue et les signaux contingents (Ciccocioppo et al., 2001) et par
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conséquent dans la recherche de drogue induite par les signaux de rappel (Meil and See,
1996; Stefanik and Kalivas, 2013). Par ailleurs, la CeA a un role important dans la réponse
comportementale face au stress (Ventura-Silva et al., 2013), elle a ainsi son importance dans
la recherche de drogue induite par le stress (Erb et al., 2001). La résolution spatiale de
I'imagerie TEP ne nous permet pas de discriminer la BLA de la CeA, il est donc difficile de
distinguer la localisation spécifique des modifications du métabolisme cérébral, dans l'une
de ces deux subdivisions ou dans I’ensemble de la structure. Néanmoins, I’hyperactivité de
cette région pourrait jouer un role important dans le risque persistant de rechute en
augmentant la vulnérabilité aux signaux associés a la drogue et en augmentant la réactivité

au stress.

Chez 'Homme, tout comme chez I'animal, la présentation de signaux relatifs a la
prise de la drogue provoque une augmentation du «craving» chez le patient, en
comparaison a des sujets naifs (Grant et al., 1996; Childress et al., 1999; Garavan et al., 2000;
Kilts et al., 2001). Les techniques de neuro-imagerie ont permis de mieux comprendre les
modifications neuro-fonctionnelles sous-jacentes au phénomene de « craving ». Les travaux
rapportent que la présentation de signaux de rappel aux patients induit une augmentation
de I'activité de I’ACC (Childress et al., 1999; Garavan et al., 2000; Kilts et al., 2001; Wexler et
al., 2001) du PFC dorsolatéral et de I'OFC (Grant et al., 1996; Maas et al., 1998), ainsi que des
régions limbiques comme I'amygdale (Childress et al., 1999; Kilts et al., 2001). Dans notre
étude, les animaux n’ont pas été exposés aux stimuli associés a la drogue, nous avons
mesuré les niveaux d’activité cérébrale chez I'animal éveillé mais en condition basale. Bien
gu’il soit difficile de comparer directement notre étude aux études chez 'Homme, le fait que
les régions montrant une réactivité anormale chez I’'Homme soient les mémes que celles
altérées dans nos expériences, suggére que notre modeéle récapitule les éléments clés du

processus addictif.

En résumé, I'ensemble de nos données suggére la mise en place de modifications
cérébrales spécifiques de la durée du sevrage et de la région considérée. Nous observons
d’une part un hypométabolisme cortical a long terme évalué plus spécifiquement dans I’ACC
et I'OFC. Cette réduction de I'activité corticale pourrait sous-tendre a la perte de contréle sur

la prise de drogue et donc lau développement d’une prise compulsive. D’autre part, nos
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résultats montrent que, lors du sevrage a la cocaine, d’importantes modifications de
I'activité métabolique sont observées dans les régions recevant de fortes projections
dopaminergiques que sont le striatum dorsal et le NAc. Le sevrage a la cocaine étant connu
pour induire une diminution fonctionnelle du systeme dopaminergique (Mateo et al., 2005;
Ferris et al., 2011), nous suggérons que la réduction métabolique pourrait étre une
adaptation a long terme, conjointe a la dérégulation de la fonction dopaminergique.
Parallelement, nous avons également mis en évidence des variations métaboliques au
niveau des régions contenant les neurones dopaminergiques (la SN et la VTA), apportant un
argument supplémentaire en faveur d’une adaptation métabolique relative a une
modulation du systeme dopaminergique. Enfin, contrairement aux régions préalablement
décrites, nous avons mis en évidence une augmentation du métabolisme de I'amygdale des
le sevrage a court terme, qui persiste sur le long terme. L'amygdale étant largement
impliquée dans I'association contingente entre un stimulus et une drogue (BLA) ainsi que
dans la réponse au stress (CeA), cette région est cruciale dans le comportement de
recherche de drogue induit par les signaux (Meil and See, 1996; Stefanik and Kalivas, 2013)
ou le stress (Erb et al., 2001) ainsi que dans l'incubation du « craving ». Nos résultats
mettent donc en avant un recrutement important de cette région pendant le sevrage qui est

en accord avec son role crucial dans la vulnérabilité a la rechute.

lll. Perspectives

Les atoux principaux des techniques de neuro-imagerie sont de permettre une
analyse in vivo mais également de pouvoir effectuer une analyse sur le cerveau entier. Dans
ce projet, nous avons concentré notre attention sur des régions bien connues pour jouer un
role dans I'addiction et la rechute. Néanmoins, I'observation des images de TEP produites
par nos collaborateurs a Tours suggere que l'activité d’autres régions telles que
I'hippocampe ventrale, I'insula et le cervelet, pourrait aussi étre modifiées par la prise de
cocaine. Ainsi, afin de compléter notre étude et de mieux caractériser les modifications
induites lors du sevrage a la cocaine, nous allons analyser les modifications de I'activité
métabolique dans ces régions cérébrales qui pourraient amener a de nouvelles pistes pour

comprendre les mécanismes responsables de la rechute a long terme.
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PROIJET 3 : Etude de l'influence de I'exposition
chronique a une récompense alternative pendant le
sevrage sur le comportement de recherche de cocaine
chez le rat

RESUME

L'influence d’une stimulation environnementale est connue pour avoir un roéle
important dans les comportements addictifs. Plus spécifiquement, il est démontré que
I’'acces concomitant a une drogue d’abus et une récompense alternative permet de réduire
les comportements addictifs chez les animaux. De plus, lorsque les animaux ont la possibilité
de choisir entre la cocaine et une récompense alternative naturelle, comme une solution
sucrée, ils préferent largement la solution sucrée et s’abstiennent ainsi de prendre la
cocaine. Cependant, aucune étude ne révele a ce jour si l'accés a une récompense
alternative, pendant le sevrage, dans un contexte qui est temporellement et physiqguement
différent de celui associé a la prise de drogue, pourrait avoir un effet positif sur I'addiction et
plus spécifiquement le comportement de recherche de drogue. Dans cette étude, nous nous
sommes interessés aux effets de I'accés continue a une récompense alternative naturelle
hautement renforcante, telle que le sucrose, pendant la période de sevrage sur le

comportement de recherche de cocaine.

Pour cela, des rats ont suivit une procédure d’auto-administration de cocaine (6h/j)
pendant 10 jours, pendant que d’autres rats « yoked » saline recevaient uniquement des
injections de saline. Par la suite, 30 jours de sevrage forcé sont imposés aux animaux. Durant
cette période, les rats ont accés a de I'eau et du sucrose (10% p/v) a) continuellement (SC),
b) de facon intermittente (SI) ou c) uniqguement a de I'eau (WAT). A la fin de la période de
sevrage, les rats suivent un test de recherche de cocaine pendant une session de 6 heures
fractionnée en périodes de 1 heure. Nos résultats montrent que, pendant la période de
sevrage, les rats des groupes SC et S| consomment du sucrose de fagcon excessive mais que

I’exposition préalable a la cocaine ne modifie pas la consommation de sucrose. Apres 30
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jours de sevrage, les rats ayant un historique avec la cocaine montrent un haut niveau de
recherche de drogue mais aucune différence n’est observée entre les trois groupes

expérimentaux SC, Sl et WAT.

Nos données suggerent donc que I’exposition, pendant le sevrage, a une récompense
alternative, temporellement et physiquement distincte de I'environnement associé a la

drogue, ne réduit pas le comportement de recherche de drogue.
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ABSTRACT

Concomitant access to drugs of abuse and alternative rewards decreases addiction-
related behaviors in animals. Furthermore when animals have to choose between
cocaine and a powerful natural reward such as sucrose, they consistently choose
sucrose and mostly abstain from taking cocaine. However, it is not known whether
access to an alternative reward during abstinence in contexts that are temporally and
physically distinct from drug-related contexts can have positive effects on addiction.
Here we investigated whether, in rats, chronic access to a powerful natural reward
such as sucrose in their housing cages, during periods of withdrawal from cocaine

could reduce subsequent drug seeking.

For this, we let rats self-administer cocaine for ten sessions, while yoked-saline rats
received only saline injections, and then we subjected them to a 30-day withdrawal
period during which they had access a) to water and sucrose (10% w/v) continuously
(SC); or b) intermittently (Sl) or c) water only (WAT). At the end of the withdrawal

period, rats were tested for cocaine seeking behavior during a single 6h session.

We found that, during abstinence, SC and Sl rats avidly consumed sucrose and that
exposure to cocaine did not alter sucrose consumption. After the 30-day withdrawal
period, cocaine exposed rats showed high levels of drug-seeking behavior but no

differences were found among SC, S| and WAT rats.

These results suggest that exposure to an alternative reward that is temporally and
physically distinct from drug-related environments during abstinence does not to

reduce drug seeking.

Keywords: Addiction, relapse, abstinence, treatment, sugar, contingency therapy
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INTRODUCTION

Cocaine addiction is a chronic brain disorder characterized by compulsive drug
seeking and taking, loss of control intake, difficulties in remaining abstinent and a
high level of relapse (Koob and Le Moal, 2001b). Several factors, such as
environmental conditions, play a critical role in determining vulnerability and severity
of addiction, as well as the risk of relapse (Kreek et al., 2002). Indeed, negative
environmental conditions, such as stress, increase the vulnerability to addiction
whereas positive life experiences decrease it (Stairs and Bardo, 2009; Solinas et al.,
2010b). More precisely, positive environmental conditions provided in laboratory
settings as enriched environment (EE), have been shown to have both preventive
and curative effects on drug addiction (Stairs and Bardo, 2009; Solinas et al., 2010b).
Indeed, animals exposed to EE during withdrawal period show a decrease in drug
seeking behavior (Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2009; Thiel et al., 2009;

Chauvet et al., 2012; Thiel et al., 2012a).

EE is a combination of physical, cognitive and social stimulation (Nithianantharajah
and Hannan, 2006), which are believed to synergize to produce beneficial effects in
models of several pathologies (Laviola et al., 2008). In a recent review article, we
have discussed several psychobiological mechanisms that can help explaining the
psychobiological mechanisms underlying the positive effects of EE on relapse
(Solinas et al., 2010b). One of these hypotheses is that EE acts as an alternative
reward. As a matter of fact, social interactions (Panksepp et al., 1997b;
Vanderschuren et al., 1997b; Thiel et al., 2008a), novelty (Bevins and Bardo, 1999a;
Pelloux et al., 2006b) and voluntary physical activity (Lett et al., 2000) that are part of

EE, are all reinforcing. In humans, alternative reinforcers mostly provided in the form
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of monetary vouchers, significantly decrease relapse to several drugs of abuse
(Lussier et al., 2006). In animal models, it has also been clearly demonstrated that
when animals have access to alternative non-drug reinforcers during self-
administration sessions, drug-taking and preference are significantly reduced (Carroll
and Lac, 1993b; Cosgrove et al., 2002a; Zernig et al., 2013). Furthermore when
animals are forced to choose between a sweet solution and drugs of abuse in a
operant cage, they mostly prefer sweet solutions and ignore the drugs (Lenoir et al.,
2007) and, even after long exposure to a highly addictive drug such as heroin,
preference for drug does not surpass preference for saccharin solutions (Lenoir et al.,
2013b). On the other hand, there are major differences between these studies and
those ones showing anti-craving effects of EE. In fact, EE is provided as housing
condition during most of the day, for several days, outside self-administration cages
(Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2009; Thiel et al., 2009; Chauvet et al., 2012;
Thiel et al., 2012a) whereas, in most studies, alternative reinforcement is given inside
the self-administration cage for a limited time of the day (Carroll et al., 1989; Lenoir et
al., 2007). Therefore, we designed this experiment to test the hypothesis that
providing an alternative reinforcer such a sweet taste in fashion similar to EE, during
periods of withdrawal, would decrease cocaine seeking in an animal model of relapse

(Epstein et al., 2006).

Sucrose and sweet tastes appear to be powerful natural rewards in rodents. In
addition to the aforementioned studies in which sweet solutions are often preferred to
drugs (Lenoir et al., 2007; Cantin et al., 2010; Lenoir et al., 2013b), it is well known
that rodents consume avidly sweet solutions (Avena et al., 2008a), show high levels
of preference of sweet solutions over water (Vendruscolo et al., 2010a; Vendruscolo
et al., 2010b) and work hard to obtain sweet solutions in operant tasks (Grimm et al.,
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2002a; Goeders et al., 2009). In addition, sweet solutions activate the reward system
(Kelley and Cador, 1988; Carelli, 2004) and increase dopamine levels in nucleus
accumbens (Di Chiara and Bassareo, 2007) and reduce the neuroendocrine,
cardiovascular, and behavioral responses to stress in rats (Ulrich-Lai et al., 2010).
Moreover, it has been shown that chronic exposure to sweet solution can produce
neuroadaptations in the reward system that may change the reactivity to drugs (Liu
and Grigson, 2005; Bocarsly et al., 2012a). For example, it has been shown that
exposure to sucrose during adolescence decreases the intake of sweet of solutions
(Vendruscolo et al.,, 2010a) and ethanol intake and preference in adulthood
(Vendruscolo et al., 2010b) but it does not alter cocaine’s self-administration
(Vendruscolo et al., 2010a). Importantly, the neurobiological consequences of
exposure to sweet solutions appear to depend on the schedule of administration and
indeed, intermittent access to sweet solutions appear to sensitize the reward circuit.
For example, Hoebel and collaborators have shown that intermittent exposure to
sucrose can produce effects similar to those of drugs of abuse such as modifications
in brain reward circuits and addiction-like behaviors (Colantuoni et al., 2002; Avena et
al., 2008a). Therefore, in this study we tested the ability to alter cocaine seeking of
two different schedules of sucrose access, one (chronic) more associated with

tolerance and the other (intermittent) with sensitization of the reward pathway.

Finally, the ability of sucrose to act as a natural reward has been frequently used as a
measure of hedonia/anhedonia and therefore has been used as a measure of
depression (Cryan et al., 2002b; Willner, 2005). Drug addiction has been suggested
to result in the dysregulation of reward function and in depression-like states and
measures of reduced activity of the reward system such as intracranial self-
stimulation have indeed shown that after short, but not long, periods of withdrawal
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the reward system is hypo-functional (Ahmed et al., 2002a). Therefore, monitoring
consumption of sweet solutions during different phases of abstinence could reveal
whether withdrawal from cocaine is associated with anhedonia and the evolution of

such a phenomenon over the course of the withdrawal period.

In this study, first, rats were allowed to self-administer cocaine and were then
exposed to water or sucrose for 30 days of forced abstinence. One group had access
to two bottles of water (WAT), one group had a continuous access to one bottle of
water and one bottle of sucrose (SC), and the third group had an intermittent access
to water or sucrose (Sl). After 30 days of withdrawal, rats were tested for cocaine

seeking during a 6h session in an animal model of relapse (Epstein et al., 2006).

MATERIALS AND METHODS

Subjects and housing conditions

Adult (8 weeks of age) male Sprague Dawley rats (Janvier, France), experimentally
naive at the beginning of the study, were housed in a temperature and humidity
controlled environment, and maintained on a 12-h light/dark cycle (light on at 7AM).
All experiments were conducted during the light phase in accordance to European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) for the care of
laboratory animals. Upon arrival rats were housed two per cage for about 1 week
before intrajugular vein catheterization surgery. After surgery, rats were housed

individually for the rest of the study in order to quantify individual drinking behavior.

General experimental design

Our general experimental design is schematized in Fig.1. Half of the rats were

allowed to self-administer cocaine whereas the other half received saline infusions
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according to a yoked procedure. At the end of self-administration rats were further
divided pseudo-randomly into three groups assuring similar levels of exposure to
cocaine: 1) one group had access to water exclusively (Water, WAT), 2) one group
had a constant access to sucrose (10% w/v) and water (Sucrose Continuous, SC)
had and 3) the third group access to sucrose (10% w/v) and water intermittently
(Sucrose Intermittent, Sl). A total of 6 groups was obtained: 1) Coc WAT (n =9) ; 2)
Coc SC (n=9); 3) Coc SI (n=11); 4) Sal WAT (n=9); 5) Sal SC (n = 8); 6) Sal Sl (n
= 11). After a 30-day period of withdrawal in these conditions, rats were tested for

cocaine-seeking behavior.

Self-administration apparatus and procedure

For cocaine self-administration experiments, we used experimental chambers
equipped with nose-pokes as operanda and controlled by Imetronic interfaces and
software (Imetronic, Pessac, France; www.imetronic.com). Rats (n=29) were allowed
to self-administer cocaine for ten experimental sessions that lasted 6h each, using a
Fixed Ratio 1 (FR1) schedule of reinforcement as previously described (Chauvet et
al., 2009), a regimen of exposure that has been associated with escalation of drug
taking and development of addiction-like behaviors (Ahmed and Koob, 1998). During
daily sessions, a single response in the active nose-poke hole immediately delivered
an i.v injection of cocaine (0.15 mg/injection) and causes the house light to pulse for
5s followed by a 5-s time-out. During this 5-s time-out period, the chambers were
dark and responding had no programmed consequences. Responses in the inactive
nose-poke hole were recorded but had no programmed consequences. Control

“yoked” rats (n=28) received an injection of saline, each time the paired “master” rat
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self-administered an injection of cocaine. Responses in the active and inactive nose-

poke hole by “yoked” rats were recorded but had no programmed consequences.

Withdrawal and exposure to sucrose

At the end of the last self-administration session, rats were pseudo-randomly divided
into three groups, according to the levels of self-administered cocaine. During a 30-
day withdrawal period, in their home cage, rats had access to water only (WAT) or
water and sucrose under two schedules (SC and Sl) of access. For the WAT groups,
rats had access to two bottles of water (WAT), which were weighted every other day.
For the SC groups, rats had a constant access to one bottle of water and one bottle
containing sucrose (10%w/v) (and the bottles were weighed every other day and the
side (right or left) was switched to avoid development of side preference). For SI
groups, rats had access to one bottle of water and one bottle containing sucrose
(10%w/v) over a 24h period on Monday, Wednesday and Friday and on the
intervening days both bottles were filled with water. Water and sucrose bottles were
weighed at the end of the 24h period. Water and sucrose consumption was
measured in grams by the difference between consecutive weights. In order to
facilitate comparison among groups, for all groups consumption was expressed as
daily consumption. Therefore, for WAT and SC, we assumed that daily consumption

over a 48h period was similar and divided actual liquid consumption by two.

The 10% (w/v) sucrose concentration was chosen because it represented a good
compromise for the different aspects addressed in this study. In fact, rats vigorously
self-administer solutions at these concentration (Grimm et al., 2002a), they show a

strong preference for these concentrations in a choice procedures (Cantin et al.,
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2010) and they develop binge-like behavior when exposed intermittently to these

concentrations (Avena et al., 2008a).

Test for cocaine seeking behavior

After 30-day of withdrawal, rats were brought to the self-administration room and
tested for cocaine seeking. For all rats that had access to sucrose, sucrose was
accessible until the beginning of the test in order to avoid possible withdrawal effects.
This choice is consistent with our previous experiments with environmental
enrichment in which rats were kept in their environment until the beginning of the test
(Chauvet et al., 2009; Chauvet et al., 2012). During these test sessions, responses in
the active nose-poke hole produced the same stimuli (light and noise of the pump)
produced during cocaine self-administration sessions, but the syringes were removed
from the injection pumps and therefore cocaine was not delivered. Responses in the
inactive holes were counted but had not consequence. The 6h extinction session was
divided into six 1-h extinction segments, separated by 10 min intervals. The number

of active nose-pokes was used as a measure of cocaine seeking.

Drugs

Cocaine HCI was obtained from Cooper (France) and dissolved in sterile saline

solutions (0.9%).

Statistical Analysis

Differences in sucrose taking and drug-seeking behavior were assessed by two-way
or three-way ANOVA for repeated measures. For sucrose consumption we used time
(days 1 to 30) and drug (cocaine or saline) as factors. For water consumption in SI

rats, we used sucrose availability (ON or OFF) as a factor. For cocaine seeking, we
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used drug (cocaine or saline), and schedule of access (WAT, SC or Sl) as factors.
Results showing significant overall changes were subjected to Student—Newman-—

Keuls post hoc test. Differences were considered significant when p < 0.05.

RESULTS

Cocaine self-administration training

Cocaine intake was about 30 mg/kg/day in the first session and rapidly increased
stabilizing around the sixth session at about 60 mg/kg (Fig. 2). Statistical analysis
revealed a significant effects of session [(F9, 261) = 20.0, p < 0.0001)]. Importantly,
given our experimental design, cocaine intake (Fig. 2B) or active and inactive
responses (data not shown) over 10 sessions of self-administration did not differ

among rats that were later assigned to WAT, SC or Sl conditions the three groups.

Liquid consumption behavior

In rats that had access to water only (WAT) during a 30-day period of withdrawal
from cocaine self-administration, water intake was very stable at about 40 g/day
during the entire withdrawal period and did not differ between cocaine and saline rats

(Fig. 3).

Rats that had continuous access to sucrose (SC) during a 30-day period of
withdrawal, consumed avidly sucrose and completely ignored water (Fig. 4). In fact,
they drank about 100 g/day of sucrose and only 1-2 g/day of water (Fig. 4A), thus
showing about 98% of preference for sucrose (Fig. 4B). During the first few days,
sucrose consumption appeared slightly lower in cocaine-exposed rats (about 75

g/day) compared to saline-exposed rats (about 90 g/day) but this difference did not
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reach statistical significance. Subsequently, sucrose consumption increased similarly

in the two groups and reached an average of 110 g/day in both groups.

Concerning water consumption or sucrose preference, statistical analysis revealed
no significant effect of drug, time or drug X time interaction. Concerning sucrose
consumption, statistical analysis revealed no significant effect of drug but a significant
effect of time [(F15, 225) = 6.5, p < 0.0001)] and significant drug X time interaction

((F15, 225) = 2.2, p < 0.01).

Rats that intermittent access to sucrose (Sl) during a 30-day period of withdrawal,
consumed avidly and almost exclusively sucrose whenever sucrose solutions were
available (Fig. 5). Again, during the first days, sucrose consumption appeared slightly
lower in cocaine-exposed rats (about 85 g/day) compared to saline-exposed rats
(100 g/day) but this difference did not reach statistical significance (Fig 5A).
Subsequently, sucrose consumption increased similarly in the two groups and

reached an average of 130 g/day in both groups.

Concerning water consumption, statistical analysis revealed no significant effect of
drug but a significant effect of sucrose availability [(F1, 20) = 565.7, p < 0.0001)] and
time [(F12, 240) = 1.8, p < 0.05)] and no significant interaction. Concerning sucrose
consumption, statistical analysis revealed no significant effect of drug or drug X time
interaction but a significant effect of time [(F12, 240) = 11.9, p < 0.0001)]. Concerning
sucrose preference, statistical analysis revealed no significant effect of drug, time or

drug X time interaction (Fig 5B).

Fig.6 summarizes average consumption of sucrose and preference, average

consumption of water and average total fluid consumption over the entire withdrawal
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period. Average sucrose consumption (Fig. 6A) was higher in SI compared to SC
(about 125 g/day vs about 100 g/day) but previous history of cocaine self-
administration did not alter sucrose intake. Statistical analysis revealed a significant
effect of schedule [(F1, 35) = 5.2, p < 0.05)] but no significant effect of drug or drug X

schedule interaction.

Preference for sucrose was almost complete (about 98%) in all groups (Fig.6B).
Statistical analysis revealed no significant effect of drug, schedule or drug X schedule

interaction.

On alternate days Sl rats had access only to water and therefore we compared their
water intake during these days to water intake in WAT rats that have never access to
sucrose. Fig.6C shows that Sl rats drank less water than WAT (about 32g/day vs
about 38g/day) but previous access to cocaine self-administration did not influence
water intake. This decrease in water intake could be interpreted either as a
compensation for very high levels of drinking during days of sucrose availability (Fig.
6D) or as a negative contrast effect of sucrose on water. Statistical analysis revealed
a significant effect of schedule [(F1, 35) = 5.2, p < 0.05)] but no significant effect of

drug or drug X schedule interaction.

Similarly, total liquid consumption varied according to the schedule of sucrose
availability (Fig.6D). Accordingly, rats that had no access to sucrose drank less than
rats which had access to sucrose in both saline and cocaine groups. Moreover, total
liquid consumption showed a significant difference between the three groups, water,
sucrose continuous and sucrose intermittent (respectively about 38 g/day, 103 g/day

and 127g/day). Statistic analysis revealed a significant effect of schedule [(F1, 51) =

42.91, p < 0.0001)].
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Cocaine-seeking behavior

Cocaine seeking was investigated after 30-day period of withdrawal during a single
6h session divided in six 1h intervals (Fig. 7). Number of active nose-pokes was
higher in rats with previous history of cocaine compared to saline-yoked rats.
Constant or intermittent access to sucrose over the withdrawal period did not modify
levels of response in cocaine groups compared to rats with an access to water only
(respectively about 351, 394 and 385 responses/session). Statistic analysis revealed
a significant effect of drug [(F1, 51) = 28.98, p < 0.0001)] but no significant effect of

schedule or drug X schedule interaction.
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DISCUSSION

In this study, we investigated whether a chronic exposure to a strong natural
reinforcer such as sucrose would reduce cocaine seeking in rats. We found that
although rats avidly consumed sucrose, exposure to sweet did not alter drug-seeking
behavior. This suggests that exposure to an alternative reward non-contingent upon
self-administration settings does not decrease cocaine craving. Moreover this
suggests that the anti-craving effects of EE cannot be solely attributed to alternative

rewards.

We chose sucrose as an alternative reinforcer because of its powerful reinforcing
effects in rodents (Ahmed et al., 2013b). In addition, similarly to exposure to EE
(Solinas et al., 2010b), exposure to sucrose has been to show to have powerful anti-
stress effects (Ulrich-Lai et al., 2010). As expected, rats consumed avidly sucrose
solutions, they drank more than twice the volume they drink when only water is
available and they constantly showed almost 100% preference for sweet solutions.
Also consistent with previous work (Avena et al.,, 2008a) rats exposed to sucrose
intermittently drank significantly more than animals exposed to sucrose continuously
suggesting that limited intermittent access increases the motivation for sucrose and
leads to excessive drinking. On the other hand, it remains to be investigated whether
other types of natural rewards such as sex (Ulrich-Lai et al., 2010), social reward
(Zernig et al., 2013) or the combination of different forms of reward may be more

effective in reducing cocaine seeking.

A popular hypothesis of the mechanisms underlying addiction is that after repeated
drug administration the reward pathway becomes hypo-reactive to natural rewards

(Koob and Le Moal, 2001b; Volkow et al., 2013b). Whereas the theoretical basis for
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this hypothesis is very solid and clinical evidences appear to support it (McKay et al.,
2013), a few preclinical studies have been able to detect decreased reactivity to
rewards after psychostimulant administration and in most cases these effects were
limited to early stages of withdrawal. A seminal paper by Ahmed et al. demonstrated
that escalation of cocaine self-administration increases the threshold for intracranial
self-stimulation i.e. decreases reward sensitivity (Ahmed et al., 2002a). Two recent
studies found decreases in sucrose preference or reduced learning of behavioral task
motivated by sucrose after sensitization to cocaine (Scheggi et al., 2011; Wei et al.,
2011a). Finally, a more recent study, using a choice procedure, showed that after
prolonged heroin (Lenoir et al., 2013b) but not cocaine exposure (Lenoir et al., 2007),
rats decrease their choice for sweet solutions. An interesting feature of our
experimental design is that while sucrose exposure was used as an independent
variable, sucrose intake could be also used as a dependent variable to determine
whether cocaine self-administration alters the reactivity to natural rewards. In our
experiments, although there was trend for sucrose intake to be decreased during the
first few days of drug abstinence, we found that a history of cocaine self-
administration did not significantly alter the amount of sucrose consumed or the
preference for sucrose solutions regardless on whether sucrose was given constantly
or intermittently. It is possible that under our experimental conditions that the reward
magnitude of 10% sucrose was too powerful and the preference was too strong (over
95% of preference over water) to allow us to detect differences. It is also possible
that by measuring total drinking over 24-48h periods did not provide sufficient
temporal resolution to highlight differences between cocaine- and saline-exposed
rats, especially because the anhedonic effects of cocaine can be short-lived later on

(Wei et al.,, 2011a; Lenoir et al., 2013b). Although it is possible that more subtle
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measures of sucrose reward may have helped magnifying and detecting an
anhedonic state after cocaine withdrawal, our results indicate that a history of

cocaine self-administration induces little change in sucrose consumption in rats.

The main aim of this study was to draw a parallel between exposure to sucrose and
exposure to EE. In fact, several recent studies have shown that exposure to EE
during periods of withdrawal decreases drug seeking behavior (Solinas et al., 2008;
Chauvet et al., 2009; Thiel et al., 2009; Chauvet et al., 2011b; Chauvet et al., 2012;
Thiel et al., 2012a) and it could be argued that EE produced its anti-craving effects
acting as an alternative reinforcer (Solinas et al., 2010b). Whereas a vast literature
supports the positive effects of alternative reinforcers on addiction (Carroll et al.,
2009; Ahmed et al., 2013a), the experimental designs that have been mostly used
are fundamentally different from exposure to EE. In fact, in preclinical setting,
alternative reinforcers are usually given within self-administration settings either as
an option or as a choice (Carroll et al., 2009; Ahmed et al., 2013a). These
procedures and especially choice procedures may be seen as analogs of
contingency-management therapy in humans, in which for example, money vouchers
are given to promote abstinence in addicts provided that they forgo drug use (Higgins
and Petry, 1999; Stitzer and Vandrey, 2008). On the other hand, EE normally are
rats’ living environments and are necessarily provided non-contingently upon self-
administration settings (Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2009; Thiel et al., 2009;
Chauvet et al., 2011b; Chauvet et al., 2012; Thiel et al., 2012a). Therefore, in this
experiment, to mimic exposure to EE, rats had access to sucrose only in their
housing cages during periods of abstinence and sucrose was not available in the
self-administration cage. In the chronic sucrose group that was specifically designed
to mimic EE, sucrose was present at all times from the beginning of withdrawal until
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the seeking behavior test. However, contrary to our working hypothesis, we found
that although rats found sweet solutions highly rewarding, exposure to sucrose did
not alter cocaine-seeking behavior. Even when sucrose was given intermittently, a
schedule that leads to neuroadaptations of the reward system and addiction-like
behaviors (Colantuoni et al., 2002; Avena et al., 2008a), cocaine-seeking behavior
was not altered by exposure to sucrose. This suggests that exposure to an
alternative reinforcer per se during periods of withdrawal is not sufficient to decrease

drug seeking behavior.

In conclusion, in this study we found that exposure to sucrose during a 30-day period of
withdrawal does not reduce cocaine seeking behavior, suggesting that exposure to natural
reward alone is not sufficient to prevent craving for the drug. Therefore, whereas alternative
reinforcement produces striking decreases in drug-taking and drug-seeking behaviors when
it competes for drug reinforcement, alternative reinforcers are not effective in reducing
relapse when presented non-contingently following self-administration sessions. If these
results are translated to humans they appear to suggest that whereas contingency
management therapy is effective, the simple presence of an alternative reward in the life of
abstinent individuals may not be sufficient to drive the brain adaptations that promote
abstinence. In addition, these results suggest that aspects of EE other than alternative
reward such as physical exercise, social contact, novelty, etc may be more important than
alternative reinforcement in producing EE’s effects or the combination of alternative reward
with several enriching factors may have synergistic effects that are greater than each of

these factors taken alone.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Schematic representation of the experimental design used. After 10 days of
cocaine or saline self-administration, rats were subjected to 30-day withdrawal during which
they had access to water only (WAT), to water and sucrose (10% w/v) continuously (SC) or
to water and sucrose (10% w/v) intermittently (Sl). After the end of withdrawal period, rats

were tested for cocaine seeking during 6h session.

Figure 2. Cocaine intake during the each of ten self-administration sessions (A) and total
cocaine intake (B) expressed in mg/kg in water (Coc WAT), sucrose continuous (Coc SC)
and sucrose intermittent (Coc Sl) cocaine groups. Control groups received saline injections
according to a yoked procedure and therefore received equivalent injected volumes. The
saline intake is not shown. It should be noticed that cocaine intake did not differ between the

three groups.

Figure 3. Water consumption during withdrawal period for saline (Sal WAT) and cocaine

(Coc WAT) water. Both groups consume an equal quantity of water during abstinence period.

Figure 4. Liquid consumption during the 30-days of withdrawal period in rats with an history
of cocaine self-administration and saline-yoked controls with continuous access to sucrose
(SC). (A) Liquid intake (g/day) and (B) sucrose preference expressed as percentage of total

intake in saline SC (Sal SC) and cocaine SC (Coc SC) rats.

Figure 5. Liquid consumption during the 30-day of withdrawal period in rats with an history of
cocaine self-administration and saline-yoked controls with intermittent access to sucrose (Sl).
(A) Liquid intake (g/day) and (B) sucrose preference expressed as percentage of total intake

in saline Sl (Sal Sl) and cocaine Sl (Coc Sl) groups.
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Figure 6. Average (A) sucrose intake, (B) sucrose preference, (C) water consumption and
(D) total liquid consumption in rats with history of cocaine self-administration and saline-
yoked controls and exposed to during a 30-day withdrawal period to Wat, SC or SI. Two-Way
ANOVA followed by Student-Neuman-Keuls post-hoc test, for A), * < 0.05 SI compared SC;

for C, * < 0.05 Sl compared WAT; D, ** < 0.01 Sl or SC compared to WAT.

Figure 7. Lack of effect of exposure to sucrose during withdrawal period on cocaine seeking
behavior. Time course (A) and total (B) cocaine seeking measured by the number of active
nosepokes during 6h-session in saline- and cocaine-exposed rats with access to water
(WAT), sucrose continuous (SC) and sucrose intermittent (SI) during a 30-day withdrawal
period. Two-Way ANOVA followed by Student-Neuman-Keuls post-hoc test, ** < 0.01

cocaine compared to respective saline yoked controls.

187



Résultats : Projet 3
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Projet 4 : Etude de lI'influence de I’exposition
chronique a une récompense alternative pendant le
sevrage sur le comportement de recherche de cocaine
chez le rat : effet de I’exercice physique

RESUME

A ce jour, il est clairement établi que la composante environnementale joue un role
important dans les comportements addictifs. Par exemple, I'accés simultané a une drogue
d’abus et a une récompense alternative induit une réduction des comportements addictifs
chez les animaux. Plus spécifiquement, lorsque les animaux ont un accés concomitant a une
roue d’activité et a la drogue ils diminuent leur prise de drogue. De plus, la pratique
d’activité physique, quelques heures pendant le sevrage, a également démontré un effet
bénéfique, en réduisant le comportement de recherche de drogue. Cependant, trés peu
d’études ont évalué les effets d’un acces continu a une roue d’activité. Ainsi dans ce projet
nous avons souhaité étudier si I'accés ininterrompu a une récompense alternative
hautement renforcante chez le rongeur, comme |'exercice physique, pourrait réduire le

comportement de recherche de cocaine.

Pour cela, des rats ont suivi une procédure d’auto-administration de cocaine (6h/j)
pendant 10 jours, pendant que d’autres rats « yoked » saline recevaient uniquement des
injections de saline. Les animaux ont ensuite été placés en sevrage forcé pendant 30 jours
durant lesquels ils avaient accés soit a) a une roue d’activité blogquée ne permettant pas aux
rats pratiquer une activité physique et nous servant ainsi de contrdle (groupe Sed), soit b) a
une roue d’activité fonctionnelle (Groupe Exe). A la fin des 30 jours de sevrage, les rats ont
suivi un test de recherche de cocaine pendant une session de 6 heures fractionnée en
période de 1 heure. Nos résultats montrent d’une part que les rats réalisent de grandes

distances de course quotidienne pendant la période de sevrage. D’autre part, les rats ayant
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un historique avec la cocaine semblent avoir un déréglement du rythme circadien pendant
les 5 premiers jours de sevrage, mis en évidence par une pratique élevée de la course sur la
période « jour » au détriment de la période « nuit ». Enfin, que le pattern de course semble
présenter deux phases distinctes : durant les deux premieres semaines la distance de course
est stable, puis lors des deux derniéres une augmentation importante de la course est
observée. Enfin, apres 30 jours de sevrage, les rats ayant un historique avec la cocaine
montrent un haut niveau de recherche de drogue mais aucune différence n’est observée

entre les deux groupes expérimentaux sédentaire et exercice.

Nos données suggerent donc que |’exposition prolongée, pendant le sevrage, a une
récompense alternative temporellement et physiquement distincte de I’environnement

associé a la drogue ne réduit pas le comportement de recherche de drogue.
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I. Résultats

A. Auto-administration de cocaine

Les rats qui suivent la procédure d’auto-administration de cocaine, qu’ils soient par la
suite inclus dans le futur groupe sédentaire (Fut Coc Sed) ou exercice (Fut Coc Exe),
acquiérent dés la premiére session un comportement de prise de drogue et montrent des
patterns comportementaux identiques. lls montrent une nette préférence pour le nose-poke
actif (Figure 29A) avec en moyenne 195 réponses réalisées lors de la premiére session. Ces
réponses diminuent légérement et se stabilisent autour de 150 nose-pokes lors des 4
dernieres sessions (Figure 29A). Le nombre de réponses dans le nose-poke inactif passe, en
moyenne, de 155 lors de la premiére session a 50 lors de la troisieme session pour se
stabiliser autour de 21 réponses dans la suite de la procédure (Figure 29B). Ce profil
témoigne d’un apprentissage des animaux au cours des sessions expérimentales, avec une
préférence accrue pour le nose-poke actif associé a I'effet récompensant de l'injection de
cocaine pour I'animal. En comparaison, les rats « yoked » saline montrent des patterns de
réponses dans les nose-pokes actif et inactif, similaires. Les rats effectuent en moyenne
respectivement 65 et 45 réponses dans les nose-pokes actif et inactif lors des deux
premieres sessions puis stabilisent leurs réponses (autour de 25) pour les deux nose-pokes

lors des sessions suivantes (Figure 29A,B).

La prise de cocaine par les rats au cours des sessions d’auto-administration est
relativement stable sur 'ensemble des dix sessions (Figure 29C). Ils s’auto-administrent en
moyenne 60mg/kg/jour de cocaine lors des quatre premiéres sessions, puis augmentent leur
prise lors des six derniéres sessions, pour se stabiliser autour de 70mg/kg/jour (Figure 29C).
A la fin de la procédure d’auto-administration, les rats ayant eu acces a la cocaine sont
séparés en 2 groupes ; le groupe sédentaire et le groupe exercice, en s’assurant lors de la
répartition des animaux que la prise de cocaine est identique pour chacun des 2 groupes
(Figure 29D). Ainsi, suivant cette procédure expérimentale, le nombre de nose-pokes actifs
et inactifs (Figure 29A,B) et la prise de cocaine (Figure 29C,D) ne différent pas entre les

futurs groupes cocaine sédentaire et cocaine exercice.
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Figure 29 : Nombre de nose-pokes actifs (A) et inactifs (B) effectués au cours des sessions
d’auto-administration par les futurs groupes Saline Sédentaire (Fut Sal Sed, n=6), Saline
Exercice (Fut Sal Exe, n=7), Cocaine Sédentaire (Fut Coc Sed, n=10) et Cocaine Exercice (Fut
Coc Exe, n=10). Décours temporel de la prise (C) et prise totale (D) de cocaine pendant les
10 sessions d’auto-administration. Il est important de noter que la prise de cocaine ne
differe pas entre les deux groupes expérimentaux, futur cocaine sédentaire (Fut Coc Sed)

B. Evaluation des profils de course effectués lors de la période de sevrage

Aprés la période d’auto-administration, nous avons permis aux rats d’accéder

librement a une roue d’activité pendant la durée totale de la phase de sevrage (Groupe
Saline Exercice, Sal Exe et Cocaine Exercice, Coc Exe). Les animaux servant de controéles sont

hébergés dans les mémes cages mais avec une roue d’activité bloquée ne leur permettant
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pas de réaliser d’exercice (Groupe Saline Sédentaire, Sal Sed et Cocaine Sédentaire, Coc Sed).
L’exercice réalisé par chaque rat dans la roue d’activité est enregistré, tout au long des 30
jours de sevrage. Ainsi, la distance de course parcourue sur la période « jour » et la période
« nuit » est évaluée et permet de déterminer la course totale effectuée sur une journée (23
heures selon nos conditions expérimentales) pour chaque animal. Les rats sont placés dans
les cages d’activité physique apres la derniere session d’auto-administration, soit vers 16
heures. Pour la premiére journée d’enregistrement, nous avons donc fait le choix d’exclure
les 3 premieres heures de course en période « jour » (16h — 19h) car elles ne peuvent pas
étre comparées aux autres distances de course effectuées sur la période « jour » (de 11

heures) des jours suivants.

1. Analyse de la course sur la journée entiére

L'analyse des résultats, obtenus sur une journée entiere, montre des profils de
course similaires entre les rats des deux groupes saline (Sal Exe) et cocaine (Coc Exe),
démontrant que I'historique avec la drogue n’a pas d’effet significatif sur la distance totale
de course réalisée pendant la période de sevrage (Figure 30 C). La course effectuée par les
deux groupes, Sal Exe et Coc Exe, augmente progressivement au cours du sevrage, passant
de 0,7km a 2,2km par jour entre le premier et le dernier jour d’accés a la roue. L'analyse
statistique montre un effet significatif du temps [F(30,480)=5,517, p<0,0001], mais pas

d’effet de la drogue ni d’interaction entre la drogue et le temps.

2. Analyse de la course sur la période « jour » et |la période « nuit »

En scindant la course effectuée sur une journée entiere en période « jour » et
période « nuit », il est possible de mettre en évidence des différences significatives entre les

rats saline et cocaine.
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De facon générale, le profil de course de la période « nuit » (Figure 30 A) est similaire
a celui observé sur une journée entiere pour les deux groupes, saline et cocaine (Figure 30
C). L'analyse statistique pour la course effectuée sur la période « nuit » ne montre pas
d’effet significatif de la drogue, ni d’interaction entre la drogue et le temps, mais montre un

effet significatif du temps [F(30,480)=5,534, p<0,001].

Cette similitude peut s’expliquer par le fait que la majorité de la distance parcourue
par les animaux, en moyenne 80%, est réalisée pendant la phase nocturne (Figure 30D) qui
correspond physiologiquement a la période d’activité des rats. L’analyse statistique du
pourcentage de course effectuée sur la période « nuit » par rapport a la distance totale
parcourue sur une journée, durant les 30 jours de sevrage, ne montre pas d’effet significatif
de la drogue mais elle montre un effet significatif du temps [F(30,450)=7,848, p<0,001] et
une interaction entre la drogue et le temps [F(30,450)=3,684, p<0,0001].

Sur la période « jour », la distance parcourue par les deux groupes, saline et cocaine,
est similaire et stable au cours des 30 jours de sevrage (Figure 30B). En moyenne, les rats du
groupe saline courent 0,19km par jour et les rats du groupe cocaine 0,16km par jour.
L'analyse statistique ne révele pas d’effet significatif de la drogue, du temps ni d’interaction

entre la drogue et le temps.
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Figure 30 : Distance parcourue sur la période « nuit » (A) sur la période « jour » (B) et la
journée entiére (C) au cours des 30 jours de sevrage, pour les deux groupes Saline Exercice
(Sal Exe, n=7) et Cocaine Exercice (Coc Exe, n=10). Pourcentage de course effectuée sur la
période « nuit » par rapport a la course réalisée sur une journée, pendant les 30 jours de
sevrage (D). L’analyse statistique a été réalisée en appliquant un test ANOVA a mesures
répétées, **<0,01 groupe Coc Exe comparé au groupe Sal Exe.

3. Analyse de la course sur les 5 premiers jours d’accés a la roue

d’activité

Si I'on effectue une analyse de la course sur les 5 premiers jours de sevrage, nous
pouvons mettre en évidence des différences significatives entre les groupes saline (Sal Exe)
et cocaine (Coc Exe). En effet, sur la période « nuit », les rats du groupe saline parcourent
une distance significativement plus élevée que les rats du groupe cocaine, avec
respectivement 0,52km contre 0,26km (Figure 31A). L’analyse statistique révele un effet
significatif de la drogue [F(1,68)=13,738, p<0,01], du temps [F(4,68)=12,242, p<0,0001], et

une interaction entre la drogue et le temps [F(4,68)=2,743, p<0,05]. Aucune différence
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significative n’est observée sur la course effectuée sur une journée entiére (Figure 31C) et
sur la période «jour » (Figure 31B). Parallelement, nous pouvons observer, sur les 5
premiers jours de sevrage, une diminution significative du pourcentage de course effectuée
sur la période « nuit » chez les rats du groupe cocaine (Coc Exe) par rapport au groupe
controle saline (Sal Exe) (Figure 31D). L’analyse statistique révele un effet significatif de la
drogue [F(1,64)=62,564, p<0,0001], du temps [F(4,64)=9,273, p<0,0001] mais pas
d’interaction entre la drogue et le temps. Le sevrage aigu a la cocaine semble donc diminuer
la pratique de I'exercice physique lors de la phase « nuit », physiologiquement connue pour
étre la période d’activité des rongeurs. Cette diminution peut étre considérée comme une
modification comportementale induite par I’exposition chronique a la cocaine en fonction du
cycle circadien. En effet, durant la phase d’auto-administration, les rats effectuaient une
tache comportementale lors de la période « jour » du cycle afin de recevoir la drogue. Il est
donc possible d’envisager que lors des premiers jours de sevrage, ces mémes rats
maintiennent un niveau élevé d’activité durant la période « jour » qui s’estompe au fil du

temps pour retrouver un niveau d’activité plutot nocturne.
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Figure 31: Distance parcourue sur la période « nuit » (A), la période « jour » (B) et la
journée entiére (C) pendant les 5 premiers jours de sevrage pour les deux groupes Saline
Exercice (Sal Exe, n=7) et Cocaine Exercice (Coc Exe, n=10). Pourcentage de course
effectuée pendant la période « nuit » en fonction de la course réalisée sur une journée,
pendant les 5 premiers jours de sevrage (D). L’analyse statistique a été réalisée en
appliquant un test ANOVA a mesures répétées, **<0,01 groupe Coc Exe comparé au
groupe Sal Exe.

4. Etude interindividuelle de la course réalisée lors des 30 jours de

sevrage

L’analyse de la course montre une variabilité importante de la distance parcourue par
les animaux au sein d’'un méme groupe expérimental (Figure 30A,B et C). Ainsi, en étudiant
la répartition individuelle des rats dans chacun des deux groupes, saline et cocaine, en
fonction de la distance totale parcourue sur les 30 jours de sevrage, nous pouvons
distinguer, pour chaque groupe expérimental, deux « populations » de rats répartis de part
et d’autre de la moyenne de course quotidienne de leur groupe respectif (environ 1.33km de

course par jour pour les deux groupes, saline et cocaine) (Figure 32). En effet, la majorité des
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rats Coc Exe et Sal Exe parcourent une distance inférieure a la moyenne de leur groupe, qui
semble stable durant la période de sevrage, avec en moyenne 0,5km de course parcourue
par jour. A l'inverse, pendant la phase d’abstinence, une faible proportion de rats (3 rats
pour chaque groupe) court une distance supérieure a la moyenne de course journaliere.
Ainsi, la distribution des animaux est relativement variable, avec des valeurs extrémes a la
moyenne qui s’étendent de 1,8 a 3,8 km pour le groupe saline et de 1,7 a 5,3 km pour le
groupe cocaine. Cette distribution explique alors la variabilité intra-groupe observée dans
I'analyse de la course pour chacun des deux groupes expérimentaux. Enfin, il est important
de noter que cette variation entre les animaux sur la distance de course parcourue
guotidiennement s’accentue au cours de la phase d’abstinence. En effet, les animaux
montrent un profil de course relativement stable et identique durant les 14 premiers jours
de sevrage. Durant la deuxiéme moitié de la période de sevrage, on note une différence de
course plus importante entre les animaux. Ainsi, c’est sur cette deuxiéme période qu’une
partie des animaux montre une augmentation importante de la distance parcourue par jour,

illustrée par une dispersion du profil comportemental des rats.
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Figure 32 : Distribution individuelle des rats des deux groupes, saline et cocaine, en
fonction de la distance totale parcourue lors des 30 jours de sevrage.
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5. Conclusion

L'analyse de la course, suite a la période d’auto-administration, montre que
I’exposition préalable a la cocaine n’influence pas la distance de course effectuée sur les 30
jours de sevrage par rapport aux rats ayant recu de la solution saline. De plus, il faut noter
qgue le pattern de course sur une journée est principalement déterminé par la course
effectuée sur la période « nuit » puisque les rats parcourent la majorité de cette distance
durant cette phase période, la période « nuit » étant la période d’activité en condition
physiologique chez les rongeurs. Cependant, I’analyse plus spécifique des 5 premiers jours
de sevrage montre que les rats ayant un historique avec la cocaine courent significativement
moins sur la période « nuit » que les rats controles saline. Le sevrage aigu a la cocaine
semble donc influencer la course et, plus spécifiguement, moduler la réponse

comportementale en fonction du rythme circadien.

C. Comportement de recherche de drogue

Le comportement de recherche de drogue, apres 30 jours de sevrage, est mesuré par
le nombre de nose-pokes actifs réalisé par les rats pendant une session unique de 6 heures,
divisée en intervalles de 1 heure (Figure 33A). L'analyse de cette réponse met en évidence
un nombre de nose-pokes actifs plus important chez les rats ayant un historique avec la
cocaine par rapport aux rats saline « yoked » contréles. L’analyse statistique montre un effet
significatif de la drogue [F(3,31)=11,865, p<0,001]. Le niveau de réponse est plus élevé
pendant la premiere heure et diminue au cours de la session (Figure 33B). L'exercice
physique pendant la période de sevrage ne modifie donc pas de fagon significative le niveau
de réponse dans le groupe cocaine exercice (Coc Exe) en comparaison au groupe cocaine
sédentaire (Coc Sed), avec respectivement 321 et 387 réponses/session (Figure 33B). Ainsi,
I’exposition chronique a une roue d’activité pendant la période de sevrage ne permet pas de
réduire la recherche de cocaine en comparaison a des rats controles n’effectuant pas

d’activité physique.
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Figure 33 : L’activité physique pendant la période de sevrage n’a pas d’effet sur le
comportement de recherche de cocaine. Décours temporel de la recherche de cocaine (A)
et cumul total de la recherche de cocaine (B), mesuré par le nombre de nose-pokes actifs
effectués pendant les 6h de session chez les rats préalablement exposés a la saline ou a la
cocaine et ayant eu accés a une roue d’activité bloquée (Sal Sed n=6, Coc Sed n=10) ou
fonctionnelle (Sal Exe n=7, Coc Exe n=10) pendant les 30 jours de sevrage. L’analyse
statistique a été réalisée en appliquant un test two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc
Student-Neuman-Keuls, ¥*<0,01 cocaine comparé aux controles « yoked » saline respectif.
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Il. Discussion : I’exercice physique exerce-t- il un effet anti craving

dans I’addiction a la cocaine

Ce projet avait pour but d’étudier si 'accés chronique a une récompense alternative
naturelle telle que I'exercice physique, pouvait réduire la recherche de cocaine chez le rat.
Malgré une pratique intensive d’exercice physique par nos animaux, I'exposition a cette
récompense ne réduit pas de fagcon significative le comportement de recherche de cocaine.
Ces données, additionnées aux résultats de notre projet sur le sucrose (Projet 3), suggerent
gue l'exposition a une récompense alternative, de facon non contingente a la procédure
d’auto-administration de cocaine, ne diminue pas le « craving » a la cocaine. Ainsi, ces
données suggerent que les effets « anti-craving » de I'EE ne peuvent pas étre attribués

exclusivement a un effet similaire a I'effet d’une récompense alternative.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux effets de I'exercice physique,
connu comme étant tres renforcant chez les rongeurs, (Greenwood et al., 2011; Smith and
Lynch, 2012), sur la rechute a la cocaine. Comme attendu, les rats ayant eu acces a une roue
d’activité pendant la période de sevrage, parcourent de longues distances quotidiennes,
augmentant au fil du temps, pour atteindre plus de 2km par jour, témoignant également
d’une motivation grandissante des rats pour I'exercice physique au fil des jours de sevrage.
Nos données sont donc en accords avec I'étude de Peterson et ses collaborateurs, qui
montre que les rats parcourent une distance élevée, pendant le sevrage, consécutif a une

période d’auto-administration de cocaine chez le rat (Peterson et al., 2014b).

L'une des hypothéses principales des mécanismes sous-jacents a I'addiction serait
gue, suite a une administration répétée de drogue, le systéme de la récompense développe
une diminution de la réactivité face aux récompenses naturelles (Koob and Le Moal, 20013;
Volkow et al., 2013a). Bien que cette hypothése soit aujourd’hui trés solide et supportée par
des études cliniques (McKay et al.), trés peu d’études pré-cliniques ont permis de détecter
une réduction de la réactivité aux récompenses naturelles suite a la prise chronique de
psychostimulants. La mise en évidence de la diminution de la motivation pour les

récompenses naturelles est d’autant plus difficile qu’elle semble principalement restreinte a
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la phase aiglie du sevrage. Une étude, réalisée par Ahmed et ses collaborateurs, mettent en
évidence une augmentation du seuil de stimulation intracérébrale pendant le sevrage aigu
suite a I'escalade de la prise de cocaine chez le rat, suggérant une réduction du niveau de
récompense (Ahmed et al., 2002b). Des études réalisées sur I'exercice physique montrent
gue la prise de drogue influence I'exercice physique chez les animaux. En effet, deux études
ont montré qu’un accés concomitant a une roue d’activité et a I'auto-administration de
méthamphétamine (Miller et al., 2012), ou de cocaine (Cosgrove et al., 2002b), réduit
I’exercice physique effectué par les rats. De méme, Smith et ses collaborateurs présentent
dans leur étude une nette réduction de I'exercice physique des rats suite a des sessions
prolongées de 23h d’auto-administration de cocaine (Smith et al., 2011). Ainsi, comme dans
I’étude avec le sucrose (Projet 3), notre design expérimental nous permet d’utiliser la
distance de course parcourue comme une variable dépendante pour évaluer si I'auto-
administration de cocaine altere la réponse comportementale face aux récompenses
naturelles. Dans cette étude, nous avons mis en évidence une diminution significative de la
distance de course parcourue sur la période « nuit » durant les 5 premiers jours de sevrage
chez les rats ayant un historique avec la cocaine en comparaison aux rats controles saline.
Nos résultats sont en accord avec I'étude menée par Smith et ses collaborateurs dans
laquelle l'activité physique, effectuée par les rats, est diminuée le jour suivant une
exposition prolongée a la cocaine (Smith et al., 2011). De plus, une autre étude montre que
I'activité locomotrice des rats s’est également vue diminuée apres 3 jours de sevrage
consécutifs a 14 jours d’injection quotidienne de cocaine. Cet effet est rétabli aprés 10 et 30
jours de sevrage (Wei et al., 2011b). Par ailleurs, dans notre étude, lors des 5 premiers jours
de sevrage, les rats ayant un historiqgue avec la cocaine montrent une diminution du
pourcentage de course effectuée sur la période « nuit » par rapport a la distance effectuée
guotidiennement. Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées. Les sessions d’auto-
administration de drogue ayant eu lieu pendant la période « jour » du cycle circadien, les
animaux ont appris a exercer une tache et a travailler durant cette période, qui, dans les
conditions physiologiques, ne correspond pas a leur période d’activité. Ainsi, lors des
premiers jours de sevrage, il est possible que les rats continuent a rester actif de facon
excessive pendant la période « jour » au détriment de la période « nuit ». Par ailleurs, des

études rapportent que la prise chronique de cocaine induirait un déréglement du rythme
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circadien des animaux, pouvant, par conséquent, induire des modifications
comportementales en fonction de la période de la journée. En effet, quelques études ont
mis en avant l'influence de I'administration chronique de cocaine sur le déréglement du
rythme circadien (Wei et al., 2011b). Cet effet a notamment pu étre mis en évidence en
étudiant le comportement de prise de nourriture chez des rats traités a la cocaine de facon
chronique. Par exemple, les rats montrent une augmentation de la prise de nourriture sur la
période « jour » qui est contrebalancée par une réduction de la consommation lors de la
période « nuit » pendant toute la durée du traitement a la cocaine en comparaison aux rats
controles saline (Giorgetti and Zhdanova, 2000). De plus, le déreglement du rythme circadien
dans la consommation de nourriture perdure pendant les 5 premiers jours de sevrage
(Giorgetti and Zhdanova, 2000). Par ailleurs, des études menées lors de la phase précoce du
sevrage a la cocaine rapportent que, suite a I'arrét de I'administration en « binge » de la
drogue, les rats développent une augmentation de la vocalisation pendant les 24 premiéres
heures de sevrage, témoignant ainsi d’un syndrome de sevrage, qui perdure pendant les 5
premiers jours de cette période (Mutschler and Miczek, 1998; Mutschler et al., 2001). I
semblerait donc que la réduction de I'exercice physique, pendant ces 5 premiers jours
d’abstinence, chez les rats ayant un historique avec la cocaine, soit la résultante d’un
syndrome de sevrage aigu mis en évidence par une réduction de la réactivité a une

récompense alternative naturelle.

L’objectif principal de notre étude était de faire le parallele entre I'exposition a une
récompense naturelle, dans ce cas I'exercice physique, et I'exposition a un environnement
enrichi. En effet, plusieurs études ont montré que I'exposition a I'EE pendant une période de
sevrage diminue le comportement de recherche de drogue (Solinas et al., 2008; Chauvet et
al., 2009; Thiel et al., 2009; Chauvet et al., 2011a; Chauvet et al., 2012; Thiel et al., 2012b).
Ainsi nous avions émis une hypothese selon laquelle I'EE produirait son effet « anti-craving »
en agissant comme une récompense alternative naturelle (Solinas et al., 2010a). Bien que la
littérature soit abondante concernant les effets bénéfiques des récompenses alternatives
sur I'addiction (Smith and Lynch, 2012; Ahmed et al., 2013d), les procédures expérimentales
employées sont trés différentes de celles utilisées pour I'EE. En effet, la récompense
alternative est généralement donnée de fagon concomitante a I'auto-administration de

drogue comme une option ou un choix (Cosgrove et al., 2002b; Smith and Lynch, 2012;
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Zlebnik et al., 2012; Ahmed et al., 2013d). Cependant, dans les études montrant un effet
« anti-craving » de I'EE, celui-ci est considéré comme une condition environnementale de vie
et d’hébergement des rats a part entiere et est donc accessible de facon non-contingente
aux conditions expérimentales d’auto-administration. Dans notre design expérimental, les
roues d’activité sont accessibles aux rats, du début du sevrage jusqu’au jour du test de
comportement de recherche de drogue, tout comme I'EE. Cependant, contrairement a notre
hypothése de travail, I'exposition a I'exercice physique ne permet pas de réduire le
comportement de recherche de cocaine. Ainsi, ces données suggéerent que I'exposition a une
récompense alternative, pendant le sevrage, n’est pas suffisante pour diminuer le

comportement de recherche de drogue.

D’autres études évaluant I'effet de I'activité physique sur la rechute, sont présentes
dans la littérature. Pour faire le paralléle, nos données sont différentes des études menées
par Peterson et ses collaborateurs qui démontrent que I'accés a une roue d’activité 24h/24
pendant 14 jours de sevrage permet de réduire le comportement de recherche de cocaine
(Peterson et al., 2014b). Cependant, il est important de noter des divergences de protocoles.
Pour commencer, les rats subissent seulement 14 jours de sevrage, contrairement aux 30
jours de notre procédure. De plus, dans leur étude, Peterson et ses collaborateurs travaillent
suite a une extinction du comportement et évaluent la recherche de cocaine induite par les
signaux de rappel (Peterson et al., 2014b). Or, dans notre étude, nous avons fait le choix de
tester le comportement de recherche de drogue sans phase préalable d’extinction.
L'ensemble de ces différences peut en partie expliquer nos divergences de résultats. De plus,
il est important de noter que dans I'étude menée par Peterson et ses collaborateurs,
I’exercice physique réduit le comportement de recherche de cocaine suite a I'induction par
les signaux de rappel, mais les auteurs ne montrent pas d’effet sur la période d’extinction
(Peterson et al., 2014b), ce qui serait plus comparable a notre condition expérimentale.
Enfin, Peterson et ses collaborateurs testent le comportement de recherche de drogue apres
14 jours de sevrage, or c’est a partir de cette durée d’abstinence que dans notre procédure
les rats, et surtout une minorité d’entre eux, montrent une augmentation accrue de la
distance de course effectuée par jour. Il est donc probable que, suite aux 14 jours de
sevrage, correspondant a la moitié de la période d’abstinence dans notre design

expérimental, I'exercice physique perde de son effet « nouveauté » pour les rats, qui
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développent alors un comportement habituel de la pratique de la course. Ainsi, aprés 30
jours de sevrage, les rats effectuent de longues distances de course quotidiennes qui
auraient perdu leur effet bénéfique sur la réduction du comportement de recherche de
cocaine.

En conclusion, nous avons mis en évidence dans notre étude que I'exposition a une
roue d’activité pendant 30 jours de sevrage ne permet pas de réduire le comportement de
recherche de cocaine chez le rat. Ces données, complétées par les résultats obtenus avec le
projet sur le sucrose, suggérent que I'EE n’agit pas uniguement comme une récompense
alternative et que d’autres composantes de cet environnement semblent plus importantes
dans les effets produits de ce dernier. De plus, il est possible qu’il soit nécessaire de
combiner la récompense alternative aux autres facteurs enrichissants, comme la nouveauté
et l'interaction sociale, pour agir en synergie et potentialiser leurs effets respectifs, alors
qgue, de facon individuelle, leur action n’est pas suffisante pour réduire le comportement de
recherche de drogue. En effet, les deux contraintes principales de notre procédure
expérimentale sont d’un part de devoir héberger individuellement les rats afin d’évaluer leur
réponse comportementale individuelle face a la récompense alternative, et d’autre part de
ne pouvoir présenter qu'une seule récompense dans chaque expérience. Une maniéere de
palier a ces contraintes de taille, serait d’utiliser de nouveaux outils expérimentaux plus
élaborés, comme par exemple des cages de type « Phenoworld », permettant de suivre le
comportement individuel des animaux grace a des transpondeurs et des outils informatiques
puissants au sein d’'un environnement semi-naturel et social. Il serait donc intéressant de
déterminer si I'accés a une récompense alternative naturelle dans ce type d’environnement,
incluant donc la composante sociale, permettrait de réduire le comportement de recherche
de cocaine. Ainsi, bien que les récompenses alternatives permettent une réduction majeure
de la prise et de la recherche de drogue lorsqu’elles sont accessibles de fagon concomitante
a la drogue, nous avons mis en évidence qu’elles ne réduisent pas la rechute lorsqu’elles
sont accessibles de facon non-contingente a la procédure d’auto-administration. La
translation chez I’'Homme laisse entendre que malgré |'éfficacité des thérapies contingentes
visant a donner une récompense aux patients pour renforcer le comportement d’abstinence,
le simple accés a un facteur récompensant dans la vie de l'individu pendant le sevrage ne

serait pas suffisant pour promouvoir I’abstinence.
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I. Modifications cérébrales induites lors du sevrage a la cocaine :

aspect vasculaire et métabolique

L’addiction aux drogues est une pathologie psychiatrique chronique caractérisée par
un fort taux de rechute. Bien que des avancées importantes aient permis de mieux
comprendre les modifications cérébrales induites par les drogues d’abus, les thérapies
restent encore limitées. Par conséquent, I'étude des processus cérébraux qui sont impliqués
dans les neuro-adaptations a long terme, semble étre centrale pour proposer de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Ce travail de thése nous a permis d’éclairer les modifications
cérébrales induites a long terme suite a la prise chronique de cocaine pouvant
sous-tendre a un fort taux de rechute. Dans un premier temps, nos travaux ont permis de
confirmer |'effet délétére de la prise chronique de cocaine sur le réseau vasculaire cérébral.
De plus, nous avons mis en avant la présence d’'un réarrangement vasculaire transitoire
exclusivement observé dans I’ACC lors du sevrage a court terme. Ces données concordent
avec les données cliniques mettant en avant des atteintes vasculaires cérébrales suite a la
prise chronique de cocaine majoritairement localisées au niveau cortical. Enfin, nous
suggérons que la réduction de la densité vasculaire de I'ACC pourrait participer a la
réduction métabolique corticale observée lors du sevrage précoce dans notre projet « Etude
des modifications a long terme du métabolisme cérébral consécutives a la prise chronique de
cocaine » ainsi que dans des études pré-cliniques (Gozzi et al., 2001; Calipari et al., 2013) et
cliniques (Volkow et al., 1992; Volkow et al.,, 1993; Volkow et al., 1997c; Goldstein and
Volkow, 2002). Cependant, il semblerait que sur le long terme les phénoménes vasculaires et
métaboliques deviennent indépendants au vue d’une récupération anatomique tandis

gu’aucune récupération métabolique n’est observée.

A travers notre deuxieme étude, nous avangons un argument supplémentaire et
direct en faveur de la mise en place de modifications de I'activité métabolique cérébrale lors
du sevrage a la cocaine. Nous avons, de plus, mis en avant I'effet a long terme de ces
modifications, alors que I'ensemble des études pré-cliniques réalisées chez le rat jusqu’alors
ne les ont montré uniquement lors du sevrage précoce (Gozzi et al., 2001; Calipari et al.,
2013). Ces données suggerent donc la mise en place d’adaptations métaboliques lors du

sevrage a long terme qui pourraient participer au développement du phénoméne
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d’incubation du « craving » et jouer ainsi un réle important dans la précipitation de la
rechute. Les modifications du réseau vasculaire et du métabolisme cérébral induites pendant

le sevrage pourraient donc contribuer aux déficits associés aux phases précoces du sevrage.

Il. Modifications métaboliques induites a long terme, rechute

Le design expérimental que nous avons utilisé, au vue d’étudier I'évolution des
neuro-adaptations au cours du sevrage, semble étre pertinent pour comprendre le
phénoméne de l'incubation du «craving» lors du sevrage, phénomeéne qui semble

intimement lié au risque de rechute a long terme (Grimm et al., 2001; Lu et al., 2004a).

Ce phénomene d’incubation du « craving », a été mis en évidence dans un modele
animal consistant a tester le comportement de recherche de drogue, aprés une courte (1
jour) et une longue (30 jours) période de sevrage, en replacant les animaux dans le méme
contexte, et avec les mémes signaux que ceux présents lors de |'auto-administration de
cocaine(Grimm et al., 2001). Les animaux montrent alors une recherche de drogue plus
élevée apres 30 jours qu’apres 1 jour de sevrage, mettant en évidence une augmentation du
« craving » au cours de la période d’abstinence (Grimm et al., 2001; Lu et al., 2004a). Cette
recherche de drogue est maximale entre 1 et 3 mois d’abstinence et commence a diminuer
aprés 6 mois (Lu et al., 2004b) mettant en évidence I'existence d’une longue période de
vulnérabilité a la rechute. Par ailleurs, ceci montre que les symptomes de sevrage aigu et le
phénoméne de manque participent peu au « craving ». De facon importante, ce phénomeéne
d’incubation du « craving » a été aussi expérimenté pour d’autres drogues (Shalev et al.,
2001; Bienkowski et al., 2004; Shepard et al., 2004), pour des récompenses naturelles telles
qgue la nourriture (Grimm et al., 2002b; Grimm et al., 2011), pour des stimuli aversifs comme
la peur conditionnée (Pickens et al.,, 2009) et a été récemment démontré chez 'Homme
(Bedi et al., 2010).

Plusieurs études récentes cherchent a élucider les circuits impliqués dans I'incubation
de « craving ». L'une des régions clé impliquée dans ce phénomeéne est 'amygdale pour

laguelle I'incubation du « craving » est associée a une augmentation de la phosphorylation
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de la protéine ERK dans la CeA mais pas dans la BLA (Lu et al., 2005b; Pickens et al., 2011).
De surcroit, le systeme glutamatergique au niveau de I'amygdale semble jouer un réle
important dans la modulation de la recherche de drogue puisque I’activation de la voie de
signalisation ERK dans la CeA, par un agoniste glutamatergique (NMDA), augmente la
recherche de cocaine (Lu et al., 2003). Ces données suggérent donc a) un rdle causal entre
I’expression de la protéine ERK dans la CeA et le développement de lincubation du
« craving » et b) mettent en avant l'influence du systeme glutamatergique dans la réponse
de I'expression de la protéine ERK dans la CeA suite a I'exposition aux signaux de rappel a
long terme (Pickens et al., 2011). L'implication de la composante glutamatergique a
également été démontrée par Lu et ses collaborateurs, qui ont mis en évidence une
plasticité des récepteurs glutamatergiques évaluée par une augmentation du niveau
d’expression des récepteurs GIuR1 apres 1 et 30 jours de sevrage a la fois dans la BLA et la
CeA (Bossert et al.,, 2005; Lu et al.,, 2005a). Par ailleurs, des études ont montré que
I'inhibition pharmacologique de la CeA diminuait le comportement de recherche de drogue
induit par les signaux de rappel uniguement sur le long terme, et non pas sur le court terme,
(Xi et al., 2012), tout comme la lésion ou I'inhibition de la BLA (Meil and See, 1996; Stefanik
and Kalivas, 2013). L'ensemble de ces travaux met donc en avant le réle majeur de
I'amygdale dans la recherche de drogue induite par les signaux de rappel et dans le
phénomeéne d’incubation du « craving ». Ainsi, I'’étude des modifications métaboliques lors
du sevrage a la cocaine, nous a permis d’avancer un argument supplémentaire en faveur du
role important de I'amygdale dans les modifications cérébrales induites a long terme suite a
la prise chronique de cocaine. En effet, nos données révelent une augmentation du
métabolisme au niveau de I'amygdale dés 7 jours de sevrage qui persiste a long terme (28
jours de sevrage). Nos travaux sont donc en accord avec I'ensemble de la littérature révélant
un recrutement important et une activation de cette région lors du développement de
I'incubation du « craving » (Lu et al., 2003, 2005, Pickens et al., 2011 pour revue). Ainsi,
I'interprétation de nos résultats laisse sous-entendre que, du fait de sa forte implication
dans le phénomeéne d’incubation du « craving », 'amygdale, qui est une région clé, subirait
des adaptations et un accroissement de son métabolisme lors du sevrage a la cocaine.
Partant de cette hypothése, il est plus aisé de comprendre les raisons pour lesquelles

I’augmentation de l'activité métabolique n’est restreinte qu’au groupe LgA, représentatif
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d’une prise addictive de drogue qui est donc fortement sujet au « craving » et au fort taux de
rechute. En effet, dans le groupe ShA, illustrant une prise récréationnelle de cocaine,

I'amygdale subit une réduction du métabolisme qui est rétablie a long terme.

D’autres régions comme le NAc et le PFC ont également été impliquées dans le
phénoméne d’incubation du « craving ». D’un point de vue moléculaire, une augmentation,
dépendante du temps, de I'activité neuronale du NAc, et plus spécifiquement du Core, est
associée au phénomeéne d’incubation du «craving » (Pickens et al., 2011). De plus,
I'inhibition pharmacologique de cette région (par un antagoniste des récepteurs
dopaminergiques D3) inhibe la recherche de drogue induite par les signaux de rappel aprés 3
semaines de sevrage (Xi et al., 2012). L'ensemble de ces données suggérent que, d’un point
de vue neuronal, I'incubation du « craving » est sous-jacente a |'activation du NAc et plus
spécifiguement du Core. Par ailleurs, une plasticité des récepteurs glutamatergiques de
cette région est également associée au phénomeéne d’incubation du « craving ». En effet,
Conrad et ses collaborateurs ont montré une augmentation du nombre de récepteurs AMPA
dans le NAc lors du sevrage a long terme, par I'addition de nouveaux récepteurs AMPA
dépourvu de la sous-unité GIuR2 (Conrad et al., 2008). Cette plasticité synaptique rendrait
ainsi le NAc plus sensible a la libération de glutamate lors de I'’exposition aux signaux de
rappel visant a stimuler le comportement de recherche de drogue. De plus, I'activation de
ces récepteurs AMPA est a I'origine de ce comportement de recherche de drogue (Cornish et
al., 1999), alors que le blocage de ces derniers par des antagonistes diminue la rechute
induite par les signaux de rappel (Cornish et al., 1999). D’autre part, le NAc est également
largement impliqué dans la recherche de drogue précipitée par les signaux de rappel. En
effet, I'inactivation de cette région chez le rat provoque une diminution du taux de rechute a
la cocaine induite par ces signaux de rappel (Fuchs et al., 2004; Fuchs et al., 2008).De plus,
I’administration de DA ou de glutamate directement dans le NAc induit un comportement de

recherche de drogue (Cornish et al., 1999).

En ce qui concerne le PFC, la littérature rapporte que l'incubation du « craving » est
fortement associée a une augmentation du taux d’expression de la phosphorylation de Ila
protéine ERK dans le PFC ventral, mais faiblement a une augmentation de cette méme

protéine dans le PFC dorsal (Koya et al., 2009). De plus, I'inactivation ou I'activation
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pharmacologique du PFC ventral, uniquement, induit respectivement une réduction ou une
augmentation de la recherche de drogue aprés 30 jours de sevrage (Koya et al., 2009),
suggerant un role majeur du PFC ventral dans I'incubation du « craving ». Cependant il est
important de noter la mise en exergue de la littérature concernant I'implication majoritaire
du PFC dorsal dans la recherche de cocaine induite par les stimuli de rappel. En effet, la
Iésion de I’ACC dans un modele de rat ne modifie ni I'acquisition ni le comportement d’auto-
administration en comparaison a des rats « sham » controles, mais bloque le comportement
de recherche de cocaine induit par ces signaux préalablement associés a la dogue
(Weissenborn et al., 1997). De fagon similaire, I'inactivation de I'ACC provoque une
diminution de la recherche de cocaine induite par les signaux de rappel (Perry et al., 2010),

témoignant de I'implication de cette région dans le comportement de recherche de drogue.

Nos résultats d’imagerie, montrent une diminution du métabolisme du NAc dés 7
jours de sevrage et maintenue a long terme, ainsi qu’un hypo-métabolisme cortical (ACC,
OFC) lors du sevrage, suite a la prise chronique de cocaine. Ces résultats supportent a la fois
I’'hypothése de la mise en place d’adaptations cérébrales lors du sevrage et également
I'implication centrale de ces régions dans le phénoméne de recherche de drogue et
d’incubation du « craving » lors de la présentation des signaux de rappel. Ces données
complétent I'ensemble des connaissances sur les mécanismes cérébraux sous-jacents au

phénoméne d’incubation du « craving » via une nouvelle approche expérimentale.

Il est important de noter que nous avons effectué I'ensemble de nos analyses en
conditions basales sans ré-exposition des animaux au contexte dans lequel ils se sont
auto-administrés la drogue, alors que I'ensemble des études actuelles effectuées sur la
compréhension des mécanismes cérébraux sous-jacents a l'incubation du « craving » sont
réalisées suite au test de recherche de drogue par I'exposition aux signaux de rappel. Ces
différences de protocoles sont fondamentales puisqu’il est connu qu’une simple exposition
des animaux aux stimuli associés a la drogue induit une activation cérébrale. En effet, la
présentation aux animaux de signaux préalablement associés a la drogue est a I'origine de
I'activation de la BLA (Ciccocioppo et al.,, 2001), du PFC (Ciccocioppo et al.,, 2001)
comprenant I’ACC et I'OFC (Thomas et al., 2003) ainsi que du NAc (Weiss et al., 2000). Ces

différences de procédure peuvent ainsi expliquer les divergences dans les résultats. Il serait
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donc intéressant d’utiliser I'imagerie pour étudier I'activation métabolique suite au test de
rechute. La technique d’imagerie par TEP utilisant le DG est une approche idéale pour
étudier I'activité cérébrale pendant la phase éveillée de I'animal. En effet, comme nous
I’avons décrit dans la partie matériel et méthode, I'animal est placé librement dans une cage
pendant 1 heure aprés I'injection de *®FDG, puis un scan de 30 minutes est effectué. Ainsi,
dans cette configuration, les valeurs de capture de BEDG refletent "activation cérébrale des
30-45 minutes précédant le TEP-scan, relatives a la période ou I'animal était éveillé et libre
de se déplacer dans sa cage. Il serait donc possible de réaliser un test de rechute et
immédiatement apres de mesurer I'activité métabolique par la technique de TEP. Nous
travaillons actuellement en collaboration avec le laboratoire, Imagerie et Cerveau, INSERM

U930, de 'université de Tours pour mettre en oeuvre ce type d’expérience.

Enfin, I'ensemble des travaux d’imagerie, réalisé notamment chez 'Homme, ont
permis de développer un modeéle qui conceptualise I'addiction autour des quatre circuits
impliqués dans I'addiction que sont a) la récompense, regroupant la VTA et le NAc, b) la
conduite motivationnelle, principalement localisée dans le striatum dorsal c) la mémoire et
I'apprentissage regroupant par exemple, 'amygdale, I'hippocampe et le striatum dorsal et,
d) le controle, localisé au niveau du PFC et de I’ACC et I'OFC (Volkow et al., 2003; Volkow et
al., 2011a) (Figure 34). De nombreuse études suggérent que, dans le cas d’une addiction, la
trés haute valeur récompencante de la drogue induit une série d’adaptations au niveau de
I’ensemble de ces circuits favorisant la mise en place d’une boucle de rétrocontréle positif,
initiée par la consommation de la drogue et potentialisée par I'activation accentuée des
circuits de la motivation et de la mémoire. De plus, les modifications d’activité de ces circuits
impliquent l'interaction avec d’autres circuits, comme par exemple la régulation de la
réponse au stress, incluant entre autre I'amygdale (Volkow et al., 2003; Volkow et al.,

2011a).
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Figure 34: Modéle proposant un réseau de quatre circuits impliqués dans
I'addiction : la récompense (comprenant la VTA et le NAc), la conduite motivationnelle
(comprenant le striatum dorsal), la mémoire (comprenant ’'amygdale et I’hippocampe) et
le contrdle (comprenant le PCF avec I’ACC et I’OFC). L’ensemble des circuits fonctionne
conjointement et subit des adaptations lors de la consommation de drogue. Dans le cas de
I’addiction, 'augmentation de la valeur renforgante de la drogue au niveau des circuits de
la récompense, de la conduite motivationnelle et de la mémoire surmonte le contréle
inhibiteur exercé par le PFC, favorisant alors une boucle de rétrocontréle positif initiée par
la prise de la drogue et perpétuée par le renforcement de I'activation des circuits de la
motivation et de la mémoire notamment dans le cas d’une exposition a des stimuli de
rappel conduisant a une reprise du comportement addictif lors du sevrage. (D’apres
Volkow et al., 2003).

Nos résultats illustrant les modifications d’activité métabolique suite a la prise
chronique de cocaine lors de la période de sevrage apportent donc d’'un point de vue pré-
clinique, un argument supplémentaire appuyant cette théorie. En effet, nos données
suggerent également I'existence d’une réduction du métabolisme dans le « cerveau addict »
au niveau des régions du PFC incluant I’ACC et I'OFC. Cette modification induit une perte de
I'inhibition du contréle et potentiellement une conduite compulsive ainsi qu’une

augmentation du comportement dirigé par les stimuli associés a la drogue. De plus, nos
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résultats revelent, tout comme dans la théorie développée précédemment, une
augmentation de I'activité dans des régions de la récompense, comme la VTA, de la conduite
motivationnelle, comme le striatum dorsal, et de la mémoire, comme I'amygdale. Nos
données participent ainsi a la compréhension des mécanismes cérébraux sous-jacents au
comportement addictif. Elles suggéerent la mise en place de neuro-adaptations induisant un
déreglement des fonctions cérébrales physiologiques, provoquant une réduction des
fonctions de contrdle du PFC ainsi qu’une sur-stimulation des circuits neuronaux jouant un

réle central dans les conduites additives (récompense, conduite motivationnelle, mémoire).

Ill. Implication du systéme vasculaire dans les modifications

métaboliques induites a long terme

L'un des objectifs de I'ensemble de ces travaux était de déterminer, au travers d’une
procédure expérimentale commune, si les modifications métaboliques induites par la prise
de cocaine développées pendant la phase de sevrage pouvaient étre le reflet des
modifications du réseau vasculaire a long terme, et inversement. De maniére générale, nos
résultats montrent que, les modulations métaboliques mesurées pendant le sevrage ne sont
pas liées a une adaptation vasculaire. En revanche pour I’ACC, et uniquement apres une
courte période de sevrage, les modifications de I'activité métabolique et les modifications
vasculaires vont dans la méme direction, c’est-a-dire une réduction induite par la prise
excessive de cocaine. Ainsi, nos données suggerent que la contribution du systéme
vasculaire dans les modifications métaboliques reste trés limitée. Ainsi, ces variations
d’activités métaboliques mesurées reflétent une modulation de I'activité neuronale plutot
gu’un réarrangement du réseau vasculaire. Par conséquent, dans notre étude, les
neuroadaptations observées lors du sevrage semblent étre indépendantes. Il est également
possible que notre méthode de quantification des changements du réseau vasculaire ne soit
pas suffisamment sensible pour détecter d’éventuelles modifications de la vascularisation ou
des changements au niveau du flux sanguin. D’autres techniques telles que le doppler,

pourraient apporter des informations complémentaires a cette question.
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IV. Lexposition a une récompense alternative ne réduit par le

comportement de recherche de cocaine

L’addiction aux drogues est une maladie psychiatrique dont la prise en charge
thérapeutique est aujourd’hui encore limitée. En effet, bien que certaines stratégies de
substitution pharmacologiques soient aujourd’hui utilisées en clinique (comme par exemple
les substituts nicotiniques ou la méthadone), aucun traitement n’est actuellement connu

pour avoir une réelle efficacité sur le long terme.

Depuis quelques années, de nombreuses études se sont mise en place au vue de
mieux comprendre 'influence environnementale dans les comportements addictifs ainsi que
dans son potentiel thérapeutique. Plusieurs études cliniques mettent aujourd’hui en avant
gue la stimulation environnementale des patients dépendants, par la pratique sportive, la
musique ou encore la méditation, induit des effets bénéfiques sur les comportements
addictifs. Ceci suggérant ainsi le fort potentiel thérapeutique de cette stimulation.
Parallélement, les recherches pré-cliniques actuelles ont largement démontré que
I’exposition a des conditions de vie stimulantes, modélisée en laboratoire par I'EE, a un réel
effet protecteur envers l'addiction aux drogues. Plus précisément, au sein de mon
laboratoire nous avons démontré qu’en plus de son effet préventif, I'exposition a I'EE,
pendant le sevrage, possede un effet curatif sur le comportement de recherche de cocaine
(Chauvet et al., 2009). Néanmoins, la compréhension des mécanismes sous-jacents a cet
effet protecteur nécéssite encore d’étre approfondi. Dans la deuxieme partie de ma thése,
nous avons souhaité déterminer si I'effet « anti-craving » de I'EE passait par une action de
type « récompense alternative ». Nos travaux ont mis en évidence que I'exposition a une
simple récompense alternative pendant le sevrage ne permet pas de diminuer la recherche
de cocaine contrairement a I'EE. Ceci suggére donc que ce type d’environnement n’agit pas
exclusivement comme une récompense alternative mais que d’autres composantes comme
par exemple, l'interaction sociale ou la nouveauté soient plus importantes dans les effets
produits par I'EE. De plus, il est possible d’envisager que I'action combinée de I'ensemble des

composantes de I'EE (récompense alternative, interaction sociale, nouveauté...) agissant en
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synergie permet a I'EE d’avoir un effet « anti-craving » mais qu’individuellement ces

composantes n’aient pas une action suffisante.

Comme explicité précédemment, il existe une grande variabilité dans la course
effectuée par les rats lors du sevrage. Il serait donc intéressant de mieux caractériser le
comportement des rats face a I'activité physique. Tout d’abord, nous aimerions savoir si a
travers cette grande variabilité il ne se dessinerait pas deux populations d’animaux ; l'une
qgue l'on pourrait considérer comme faiblement coureur et I'autre comme hautement
coureur. Ainsi, la caractérisation de ces deux populations d’animaux nous permettrait de
déterminer si la prise de cocaine peut prédire le comportement de course mais également si
le profil de course peut influencer le comportement de recherche de cocaine. Ceci nous
permettrait a) de mieux caractériser le phénotype comportemental des animaux face a une
récompense alternative suite a la prise chronique de cocaine et b) d’affiner Ia
compréhension de |'effet de la pratique physique sur le comportement de recherche de
drogue. Pour ce faire, il est nécessaire d’effectuer des expériences complémentaires afin

d’augmenter |'effectif des animaux.

V. Perspectives

A. Effets de I’exposition a I’EE sur le métabolisme cérébral

Nous avons déja démontré au sein de mon laboratoire que I’exposition a I'EE pendant
le sevrage permet de réduire le risque de rechute a la cocaine. Notre hypothése de travail
sous-jacente a I'effet bénéfique de I'EE est que I'exposition a I'EE permettrait d’éliminer, ou
de contre-carrer, les neuro-adaptations induites par la prise chronique de cocaine. Ainsi,
dans le but de mieux caractériser les mécanismes cérébraux sous-jacents a [|'effet
« anti-craving » de I'EE, nous aimerions tester en parallele du projet « Etude des
modifications a long terme du métabolisme cérébral consécutives a la prise chronique de
cocaine » que nous avons menée, si l'exposition a I'EE pendant I'abstinence pourrait
normaliser I'activité métabolique cérébrale observée lors du sevrage a la cocaine. Notre

hypothése de travail est que la prise chronique de drogue et plus spécifiguement de cocaine
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induit des neuro-adaptations cérébrales durables que nous pouvons définir comme des
« traces » de la mémoire de la drogue. Cette hypothese est soutenue par nos travaux qui
mettent en avant des modifications de l'activité métabolique dans plusieurs régions
cérébrales lors du sevrage a long terme. L'effet curatif de I'EE semblerait donc passer par
une normalisation de I'activité cérébrale. En effet, nous avons mis en évidence que
I’exposition a I'EE pendant le sevrage permet de réduire la sensibilisation comportementale
et la préférence de place a la cocaine, conjointement a la réduction de I'expression de la
protéine c-fos dans de nombreuses régions jouant un role important dans I'addiction comme
I’ACC, I'OFC, le CPu, le NAc, la VTA et 'amygdale (Solinas et al., 2008; Chauvet et al., 2011a).
Ainsi, I'utilisation d’une technique de neuro-imagerie nous permettra de déterminer in vivo
et grace a une analyse sur cerveau entier si I'exposition a I'EE pendant le sevrage, suite a
I'auto-administration chronique de cocaine, permet de rétablir de facon globale I'activité

métabolique cérébrale basale.

Par ailleurs, nos travaux ont montré que I'exposition a I'EE ne protege pas contre la
rechute induite par la cocaine (Chauvet et al., 2009). De plus, si I'exposition a I'EE est
interrompue, l'effet « anti-craving » de ce dernier disparait (Chauvet et al.,, 2012). Il
semblerait donc que la prise chronique de cocaine engendrerait des modifications
cérébrales, comme une mémoire de la drogue, qui ne peuvent pas étre totalement effacées
par I'EE. Il serait donc possible que I'EE agisse de facon plus ciblée, comme un régulateur des
modifications induites par la drogue. Ainsi grace a une approche par neuro-imagerie il sera
possible d’évaluer si I'EE agit et rétablit le fonctionnement de I’ensemble du cerveau ou plus
spécifiguement de certaines régions. Par exemple, nous avons suggéré que I'EE agirait
comme un mécanisme anti-stress et donc que son effet positif serait sous-jacent a une
diminution du niveau de stress, rendant ainsi les animaux moins vulnérables aux
comportements addictifs (Solinas et al., 2010a). Par ailleurs, des expériences non publiées,
conduites au sein du laboratoire, et auxquelles j'ai participé suggérent que les effets « anti-
craving » de I'EE ne passent pas par une amélioration des déficits cognitifs induits par les
psychostimulants. Il serait donc possible d’imaginer que les effets de I'EE passent par un
rétablissement de I'activité métabolique basale de régions impliquées dans le stress telles
qgque lI'amygdale sans affecter I’hypo-fonctionnalité des régions plus impliquées dans la

cognition telles que I’ACC et I'OFC. Cette approche expérimentale apporterait une nouvelle
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vision des mécanismes cérébraux pouvant étre recrutés pour lutter contre les conséquences

de la prise chronique de cocaine et ainsi limiter les risques de rechute.

B. De nouveaux modeéeles animaux d’addiction

L'ensemble de nos expériences a été conduit sur un modele animal d’addiction
d’escalade de la prise de drogue. Ce modele est basé sur I'une des caractéristiques
fondamentales de I'addiction qui est la perte progressive de contréle de la prise de drogue
et par conséquent une escalade de cette prise. Bien que la perte de contréle soit un
symptome important des comportements addictifs, et que ce modele ait permis des
avancées majeures dans la compréhension de I'addiction, il ne prend en compte qu’un seul
symptome. En effet, les différences inter-individuelles des animaux face a la drogue ne sont
pas prises en considération puisque I'ensemble des animaux suivant cette procédure
développent une escalade de la prise. Ces derniéres années, de nouveaux modeles animaux
ont été développés pour prendre en considération ces différences inter-individuelles, mais
également des changements comportementaux ressemblant a ceux observés dans
I’'addiction chez 'Homme basés sur le DSM-V (par exemple, 'augmentation de la motivation,
la poursuite de la prise en dépit des conséquences négatives, la diminution des activités
alternatives...). Partant de cette idée, pour obtenir un modele plus complet, en plus de
s’auto-administrer de la drogue, les animaux doivent également développer des signes
comportementaux pouvant étre apparentés aux critéres nécessaires a |'établissement du
diagnostic d’'une addiction chez 'Homme. Par exemple, I'un des nouveaux modeles
développés est basé sur l'idée selon laquelle dans la majorité des modeles d’auto-
administration les animaux ont un libre acceés a la drogue avec trés peu d’options et
d’activités alternatives (Lenoir et al., 2007). Ceci ne refléte guére I'’environnement humain,
composé d’ensemble de facteurs attractifs et d’activités stimulantes qui constitue des choix
et des options plus valorisant pour I'individu que la prise de drogue. Partant de ce constat,
Lenoir et ses collaborateurs ont proposé un modéle animal de choix chez le rat, permettant
a I'animal de choisir au sein de la cage d’auto-administration entre une récompense

alternative trés renforcante (une solution sucrée) et la cocaine (Lenoir et al., 2007). Aprés
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une période d’apprentissage, permettant aux animaux d’associer spécifiquement chacun des
leviers a une récompense particuliere (solution sucrée ou cocaine), les rats ont la possibilité
de choisir de fagon exclusive, c'est-a-dire que le choix d’'une récompense exclut de facon
obligatoire la possibilité d’avoir I'autre récompense lors de la méme phase. Ainsi, les rats
montrant un choix préférentiel pour la cocaine seront considérés comme la population
d’animaux dépendante en comparaison aux rats avec une préférence pour la solution

sucrée.

Un autre modeéle est basé sur le critere de diagnostic selon lequel « le sujet continue
de rependre la drogue, malgré la compréhension et la représentation des conséquences
négatives ». Ce modele associe une punition a 'auto-administration de drogue (Pelloux et
al., 2007) . Une fois le comportement opérant stabilisé, les animaux recoivent cette punition,
sous forme d’un choc électrique, suite a la prise de drogue. L’objectif étant d’apprendre aux
animaux que leur comportement opérant est associé a des conséquences néfastes. Ainsi, les
animaux continuant la poursuite de la prise de drogue malgré |'effet négatif de la punition
seront considérés comme la population dépendante, alors que les rats qui arrétent leur

consommation seront considérés comme résistant a I’addiction.

Enfin, un autre modele développé par Deroche-Gamonet et ses collaborateurs est
basé sur l'apparition de plusieurs symptomes pouvant étre apparentés aux critéres
diagnostiques du DSM-V, sur le méme animal conjointement a une prise prolongée de
drogue (Deroche-Gamonet et al., 2004). Ainsi, le modele des 3 critéres consiste a déterminer
s’il est possible de voir se développer chez le méme animal 3 critéres parmi I'ensemble de
ceux permettant le diagnostic d’une addiction chez ’'Homme, soit : a) la difficulté a controler
sa prise de drogue ou arréter sa consommation, b) une motivation importante pour la
drogue avec une augmentation du temps passé a rechercher et consommer la drogue, c) la
poursuite de la prise malgré les conséquences négatives néfastes. Le premier critere est
évalué par la persistance des animaux a rechercher la drogue lors de périodes, inclues dans
des sessions d’auto-administration, ou celle-ci n’est pas indisponible. Le second critére est
mesuré grace a un test de progressive ratio et enfin le troisieme critére est évalué par la
persistance des animaux a effectuer un comportement opérant pour obtenir la drogue bien

gu’elle soit suivit d’'une punition. Les rats répondant aux 3 critéres sont considérés comme
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dépendants, ceux qui ne répondent a aucun des critéres sont considérés comme résistant a
I’addiction a la cocaine alors que les animaux répondant a 1 ou 2 critéres restent difficiles a

caractériser.

Il serait donc intéressant d’effectuer ces mémes approches expérimentales dans I'un
de ces modeéles animaux prenant en compte les différences inter-individuelles et les critéres
de diagnostic supplémentaires attribués a I’addiction chez 'Homme. Ceci afin d’évaluer les
modifications cérébrales a long terme induites par la prise de cocaine, de déterminer si nous
obtiendrions des effets identiques ou non, et enfin, si les modifications observées pourraient
étre accentuées. Il est tout de méme important de noter que I'utilisation de ces modéles,
permettant d’étudier la neurobiologie de I'addiction, n’est pas dépourvue d’inconvénients.
D’un point de vue pratique, le fait d’étudier des phénotypes comportementaux s’exprimant
dans une minorité de la population, implique la nécessité d’utiliser un nombre nettement
plus élevé d’animaux dans ces modeles en comparaison aux modeles plus classiques. L'un
des inconvénients majeur de ces modeles, est la difficulté d’établir de bons contréles
prenant en considération une prise différentielle de drogue. En effet, les rats résistants aux
chocs électriques ou choisissant la drogue plus que le sucrose auront des niveaux
d’exposition différents aux drogues par rapport aux animaux résistants aux chocs et
préférant le sucrose. Il parait donc difficile d’estimer la contribution de cette prise de drogue
differentielle sur les changements neurobiologiques par rapport aux caractéristiques
intrinseques de ces animaux. Enfin, il nous semble que chacun de ces modeles pourrait
mettre en évidence un seul type de sous-population vulnérable. Au contraire, chez ’'Homme,
différents types de vulnérabilité pourraient exister. Ainsi, il sera fondamentale de confronter
les résultats obtenus dans notre étude sur les neuroadaptations a ceux issus de ces

différents modeles, dans le but de mieux comprendre les mécanismes de I'addiction.
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