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De nombreuses études ont montré que les stéroides sexuels jouent
un rdle fondamental dans la différenciation anatomique et fonctionnelle
des voies neuroendocriniennes impliquées dans le développement de la
puberté, 1'établissement du comportement sexuel adulte, et la mise en
place du rétro-contréle de la sécrétion des gonadostimulines
hypophysaires (revues in GORSKI et WAGNER, 1965 ; ARNOLD et
GORSKI, 1984). Le role de ces stéroides sur la sécrétion des autres
peptides hypophysaires n'a fait 1'objet, par contre, que d'un nombre trés
limité d'investigations.

Chez le rat, la réponse hypophysaire a un stress a 1'éther,
appréciée par la sécrétion d'ACTH et/ou de corticostérone, varie selon le
sexe. Chez l'adulte, plusieurs équipes ont observé que la sécrétion de
corticostérone (KITAY, 1961 ; LESCOAT et coll. 1970 ; LE MEVEL et coll.
1978 et 1979) et/ou d'ACTH (BARETT et coll. 1957 ; LE MEVEL et coll. 1978,
1979 et 1982) induite par un stress a 1'éther est plus importante chez la
femelle que chez le male. TANG et PHILLIPS (1977) et HARY et coll.
(1981) ont noté l'existence de cette différence sexuelle de réponse
respectivement dés le 7éme ou le 8éme jour de la vie postnatale :
I'ACTHémie, qui s'éléve trés rapidement et de facon comparable dans les
deux sexes juste aprés l'inhalation d'éther demeure, dans la demi-heure
qui suit, plus élevée chez la femelle que chez le mile (HARY et coll. 1981).
Cette observation suggere que, chez le jeune rat, la mise en jeu des
structures neuroendocriniennes impliquées dans la réponse au stress a
l'éther pourrait &tre modulée par les hormones sexuelles.

Les premiers jours de la vie extra-utérine constituent chez le rat
une période critique du développement au cours de laquelle les
androgénes vont orienter le futur comportement sexuel de 'adulte dans le
sens méle, conformément au sexe génétique (GORSKI et WAGNER, 1965 ;
ARNOLD et GORSKI, 1984). Cet effet des androgénes est & mettre en
relation avec une importante, mais fugace, élévation des taux
plasmatiques de testostérone qui survient chez le male dans les 3
premiéres heures apreés la naissance (CORBIER et coll. 1978 ; SLOB et
coll. 1980 ; GOGAN et coll. 1981 ; HARY et coll. 1986). La testostéronémie
demeure ensuite bien plus élevée chez le male que chez la femelle au
cours des cing premiers jours de la vie (PANG et coll. 1979). Plusieurs
arguments expérimentaux suggerent que l'action de la testostérone sur
la différenciation du comportement sexuel implique sa conversion en
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estradiol (GORSKI et WAGNER, 1965 ; RHODA et coll. 1984 ; ROSELLI et
RESKO, 1984 ; ROSELLI et coll. 1984).

Chez le rat maile, la castration a la naissance d'animaux délivrés
a terme par césarienne supprime la brusque augmentation postnatale de
la testostéronémie mais n'affecte pas la réponse de type male au stress a
l'éther réalisé huit jours plus tard (HARY et coll. 1986) ; aussi,
l'organisation fonctionnelle des structures neuroendocrinienes
impliquées dans la réponse hypophysaire au stress a 1'éther pourrait
s'établir au cours de la vie intra-utérine. Toutefois, & la naissance, les
structures nerveuses sont encore sensibles a l'action masculinisante de
la testostérone puisque l'administration sous-cutanée de testostérone a
des femelles au moment de la naissance, & terme par césarienne, leur
confere a 1'dge de huit jours une réponse a l'inhalation d'éther de type
maéle (HARY et coll. 1986).

La fonction corticotrope de 1'hypophyse, tout comme la fonction
gonadotrope, parait donc susceptible d'étre modulée par la sécrétion
périnatale des androgénes.

Le but de ce travail a été de rechercher tout d'abord si la différence
sexuelle dans la réponse au stress a 1'éther, rapportée par HARY et coll.
(1981) a l'age de huit jours, est toujours présente chez le jeune rat a un
stade plus tardif du développement. Le stade de 1 mois postpartum a été
choisi car il peut offrir I'opportunité d'étudier plus facilement qu'a I'age
de 8 jours le déterminisme de la différence selon le sexe ; en outre, a ce
stade, l'influence des stéroides sexuels est vraisemblablement la
moindre, du fait d'une véritable dépression de la sécrétion gonadique
prépubertaire.

Nous avons ensuite recherché si l'effet masculinisant de la
testostérone sur la réponse hypophysaire a l'inhalation d'éther implique
son aromatisation en cestradiol. Pour cela nous avons traité des femelles
a la naissance par l'estradiol et/ou un anti-cestrogéne, le clomiféne.

Nous avons enfin étudié l'influence éventuelle de la sécrétion
feetale de testostérone dans l'organisation fonctionnelle des structures
impliquées dans la réponse hypophysaire au stress a 1'éther. Cela
impliquait d'étudier au préalable l'activité de 1'axe hypothalamo-
hypophyso-testiculaire chez le feetus puis d'inhiber la sécrétion feetale de
testostérone, de contrecarrer ses effets, ou enfin, au contraire, de les
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mimer. C'est ainsi que nous avons réalisé les expériences suivantes : un
freinage de l'activité gonadotrope par un anti-GnRH ou par la
dexaméthasone ; un traitement par un inhibiteur de l'aromatase ou par
1'estradiol, suivant I'hypothese selon laquelle l'action de la testostérone
pourrait impliquer sa conversion en cestradiol.






2.1 ANIMAUX

Les expériences ont été réalisées sur des rats blancs de souche
Wistar élevés au laboratoire avec acces libre a la nourriture (granulés
Labena B) et a l'eau. Dans l'animalerie, la température est maintenue a
23+ 1° C et 1'éclairage artificiel est assuré de 7 a 19 heures.

Pour la reproduction des animaux, cinq a six femelles sont mises
en présence d'un méale durant toute une nuit (de 18 a 8 heures). Le jour
suivant est considéré comme le jour 0 de la gestation si des
spermatozoides sont trouvés le matin dans le frottis vaginal. Les femelles
gestantes sont transférées dans des cages individuelles 24 a 48 heures
avant la naissance prévue. La gestation dure 21 jours. L'accouchement
spontané survient en général dans la nuit du 21éme au 22éme jour. Le
sevrage des animaux a été réalisé a 21 jours postpartum.

2.2 STRESS ALETHER

Les animaux, isolés dans des cages depuis au moins 24 heures
avant le stress, ont été exposés a une inhalation d'éther pendant deux
minutes puis sacrifiés par un coup sur la téte, soit juste a la fin de cette
période (ce temps est considéré comme le temps 0), soit 30 minutes plus
tard (temps 30). Les animaux qui n'ont pas été stressés ont servi de
témoins ; ils ont été sacrifiés immédiatement apres la sortie de leur cage
par un coup sur la téte. On considére que ces témoins sont sacrifiés au
temps -2 minutes.

Les animaux stressés sont placés dans un grand bocal de verre au
fond duquel on a déposé du coton hydrophile imbibé de 10 ml d'éther a la
température ambiante. Les animaux sont maintenus deux minutes dans
ce bocal muni d'un couvercle (la durée de l'inhalation de 1'éther a été
volontairement limitée 4 2 minutes en raison du risque important d'arrét

ventilatoire pour un laps de temps supérieur).



2.3 PRELEVEMENTS SANGUINS ET TISSULAIRES

Toutes les expériences ont été réalisées le matin entre 8 et 12
heures.
Le sang a été recueilli, aprés section des carotides et des jugulaires,

dans des tubes contenant de 'EDTA a 5 % (Sigma, 2 ul pour 100 ul de

sang) et de l'aprotinine (ZymofrenR, 10 unités, soit 1 ul pour 100 pl de
sang) et placés dans la glace fondante. Apres centrifugation (15 minutes
a 3500 g et 4° C), le plasma est prélevé et congelé a -20 ou a -80 ° C
jusqu'aux dosages.

Au cours de certaines expériences, les surrénales ont été prélevées
par laparotomie, dégraissées, pesées, et stockées a -20° C.

Des fragments hypothalamiques incluant 1'éminence médiane,
délimités a l'avant par le chiasma optique et a l'arriere par les corps
mammilaires, ont été rapidement prélevés aprés décapitation et
ouverture de la boite cridnienne, plongés immédiatement dans de l'azote
liquide, puis conservés a -80° C. Les hypophyses entiéres ont été
disséquées sous loupe binoculaire a l'aide d'aiguilles d'acier afin de
séparer les lobes antérieur et neuro-intermédiaire. Ces lobes ont été
ensuite congelés a -80° C jusqu'aux dosages appropriés.

2.4 PRESENTATION DES RESULTATS ET ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés par les moyennes accompagnées de
l'erreur standard correspondante. Le nombre d'animaux étudiés,
d'échantillons rassemblés ou de dosages effectués est signalé pour chaque
expérience sur le tableau et/ou la figure correspondants.

Les comparaisons entre les groupes expérimentaux ont été
réalisées a l'aide du test ¢ de Student aprés avoir effectué une analyse de
variance.

Les degrés de signification apparaissent sur les tableaux et les
figures de la fagon suivante : n.s. = non significatif (p > 0,05) ; * = p < 0,05 ;
¥ =p<0,01;***=p<0,001.






3.1 INTRODUCTION

Chez le rat adulte, comme chez le jeune 4gé de 7 ou 8 jours, une
agression psychique ou systémique par inhalation d'éther entraine une
élévation de 1'activité de type CRF (corticotropin-releasing factor) dans
I'hypothalamus, de 'ACTHémie et de la corticostéronémie toujours plus
forte et plus durable chez la femelle que chez le male (KITAY, 1961 ;
GRAY, 1971 ; LESCOAT et coll. 1970 et 1971 ; TANG et PHILLIPS, 1977 ;
HARY et coll. 1981). La castration, réalisée avant la puberté, réduit chez
la femelle adulte ou augmente chez le male la sécrétion d'ACTH induite
par un stress a 1'éther. Ces effets sont corrigés par l'administration
d'eestradiol ou de testostérone respectivement & la femelle et au maile
(KITAY, 1961 ; COYNE et KITAY, 1969 et 1971). La castration de 1'animal
adulte diminue l'amplitude de la sécrétion de corticostérone provoquée
par un stress émotionnel chez la femelle mais non chez le maile
(LESCOAT et coll. 1971). A la naissance, enfin, l'orchidectomie induit une
réponse surrénalienne au stress de type femelle chez 'animal agé de 30
jours et augmente a 60 jours la réponse corticotrope a une agression
neurotrope (LESCOAT, 1981 et 1984), tandis que l'ovariectomie induit une
réponse corticotrope au stress de type méle a 50 jours (MANIEY et coll.
1975).

Ces faits suggerent que les stéroides sexuels jouent un réle
modulateur sur la fonction corticotrope. Le (les) mécanisme(s) par
le(s)quel(s) les stéroides sexuels pourraient influencer la fonction
corticotrope n'est (ne sont) cependant pas encore bien élucidé(s). La
différence de réponse corticotrope selon le sexe ne peut étre expliquée, tout
au moins chez le jeune, par une différence de la teneur hypophysaire en
ACTH puisque, chez 1'animal de 8 jours, les contenus en ACTH du lobe
antérieur et du lobe neuro-intermédiaire sont comparables dans les deux
sexes (HARY, communication personnelle). Chez 1'adulte, au contraire,
les teneurs en ACTH des deux lobes sont plus élevées chez le maéle
(BERAUD, 1977). La différence sexuelle de réponse au stress pourrait
résulter de la différence dans les taux circulants de corticostérone entre
les deux sexes. En effet, les taux plasmatiques de corticostérone libre sont
plus bas chez la femelle, du fait d'une teneur plus élevée du sang en CBG
(corticosteroid-binding globulin, ou transcortine) et certains auteurs
pensent que la sécrétion d'ACTH est, pour cette raison, moins
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efficacement freinée par les corticostéroides chez la femelle que chez le
maéale (ABE et CHRITCHLOW, 1977 ; LE MEVEL et coll. 1978 ; KELLER-
WOOD et DALLMAN, 1984). Les stéroides sexuels peuvent également
exercer un effet sur 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien au niveau
hypophysaire ou central, comme en témoignent les arguments suivants :
- en situation basale, 1'ovariectomie réduit la sécrétion in vitro d'ACTH
par des cellules isolées ou par des fragments de lobe antérieur
d'hypophyse ; cet effet est corrigé par le traitement systémique par
l'estradiol. L'effet de 1'ovariectomie serait dii & une diminution de la
sensibilité hypophysaire au CRF et non a4 une diminution du contenu
hypothalamique en CRF (COYNE et KITAY, 1969).

- divers westrogénes et androgénes n'influencent pas directement,
contrairement aux corticostéroides qui la diminuent, la sécrétion d'ACTH
basale ou induite par un extrait hypothalamique (BUCKLINGHAM, 1982 ;
SPINEDI et coll. 1988 ; HARY, 1990). Les cestrogénes potentialisent, par
contre, la production de CRF induite par l'acétylcholine ou la 5-
hydroxytryptamine, tandis que les corticostéroides l'inhibent
(BUCKLINGHAM, 1982). D'autre part, le traitement par l'cestradiol
réduit in vitro, chez la femelle ovariectomisée, la sécrétion d'ACTH
induite par l'angiotensine II, que l'eestradiolémie soit, aprés traitement,
a un niveau inférieur ou supérieur a celui de la rate intacte (SPINEDI et
coll. 1988).

- la densité des cellules corticotropes, révélée par immunocytologie, est
réduite par l'orchidectomie et restaurée par un traitement par la
testostérone ; le traitement par 1'eestradiol n'affecte pas cette densité, qui
augmente par contre apres ovariectomie (MALENDOWICZ et coll. 1987).

- enfin, l'implantation d'eestradiol dans 1'hypothalamus (noyaux supra-
optiques ou supra-chiasmatiques) ou dans 1'éminence médiane augmente
la taille des surrénales et la sécrétion de corticostérone, tandis que
I'implantation de testostérone aux mémes sites n'a pas d'effet (TELEGDY
et coll. 1964).

Au suyjet de l'action des hormones sexuelles circulantes sur la
fonction corticotrope, outre ce qui vient d'étre rappelé et qui concerne
I'animal adulte, il convient de discuter 1'influence de ces hormones dans
les deux sexes au cours de la période périnatale. Les effets des hormones
sexuelles sur la fonction corticotrope sont, en effet, & mettre en relation
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avec une activation spontanée de l'axe gonadotrope qui survient chez le
maéle pendant les 2 & 3 premiéres heures apres la naissance spontanée ou
par césarienne a terme. Le maéle fait donc 1'objet d'une véritable "crise
testiculaire”, qui se caractérise par une brusque, mais éphémere,
élévation de la testostéronémie et par une augmentation du poids des
testicules (CORBIER et coll. 1978 et 1981 ; PANG et coll. 1979 ; SLOB et coll.
1980 ; GOGAN et coll. 1981 ; HABERT et PICON, 1984), précédées d'une
décharge de LH dans le plasma (CORBIER et coll. 1978 ; ROFFT et coll.
1977) et d'un accroissement, tout aussi fugace, du contenu
hypothalamique en GnRH (CORBIER et coll. 1981).

Cette période postnatale précoce est critique pour le développement
ultérieur du nouveau-né dans la mesure ou le pic de sécrétion de
testostérone est un facteur déterminant pour l'apparition d'un
comportement sexuel de type male, conforme au sexe génétique, a 1'dge
adulte (revue in ARNOLD et GORSKI, 1984). 11 a été montré
expérimentalement que la testostérone provoque la sexualisation du
systéme nerveux central grice a son aromatisation en cestradiol. En effet,
l'élévation fugace de la testostéronémie chez le nouveau-né maile
s'accompagne d'une augmentation paralléle, tout aussi éphémere, du
contenu hypothalamique en testostérone (CORBIER et coll. 1981) et en
cestradiol (RHODA et coll. 1983 et 1984). L'orchidectomie a la naissance
prévient ces modifications hormonales (RHODA et coll. 1984). Chez le
nouveau-né femelle, qui ne connait pas les variations sériques et
hypothalamiques que nous venons de décrire chez le male, 1'injection
systémique de testostérone entraine une augmentation du contenu
hypothalamique en cestradiol (RHODA et coll. 1984). Par ailleurs
l'incubation d'homogénats d'hypothalamus de nouveau-nés des deux

sexes en présence d'androsténedione marquée au SH s'accompagne d'une
formation d'cestrone tritiée (RHODA et coll. 1984). Un traitement de
nouveau-nés femelles par 1'eestradiol, administré par voie systémique ou
intracrinienne, comme un traitement par la testostérone, perturbe
profondément le comportement sexuel au stade adulte (revue in RHODA
et coll. 1983). En effet, le traitement par l'eestradiol prévient, aussi
efficacement que celui par la testostérone, 1'établissement d'un
comportement sexuel adulte de type féminin ainsi que l'ovulation.

Le cerveau contient des récepteurs aux androgénes et aux
cestrogenes (VITO et FOX, 1982). Une activité aromatase responsable de la
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conversion de la testostérone en stradiol est présente dans
I'hypothalamus (RAYNAUD et coll. 1971 ; REDDY et coll. 1974) et le
systéme limbique des rats nouveau-nés males et femelles (REDDY et coll.
1974 ; LIEBERBURG et MAC EWEN, 1975 ; NAFTOLIN et coll. 1975).
L'activité aromatase de l'aire pré-optique de l'hypothalamus augmente
chez le furet en période périnatale (TOBET et coll. 1985), tout comme chez
le rat et la colombe adultes a la suite d'un traitement par la testostérone

(ROSELLI et coll. 1984 ; HUTCHISON et STEIMER, 1986) ; la 5a-
dihydrotestostérone, qui est un androgéne non aromatisable, n'a par
contre pas d'effet stimulateur (HUTCHISON et STEIMER, 1986). Cet effet
de la testostérone sur l'activité aromatase a été observé dans les espéces
animales citées ci-dessus aprés administration par voie générale
(ROSELLI et coll. 1984 ; TOBET et coll. 1985 ; HUTCHISON et STEIMER,
1986) ou aprés implantation directe au niveau de l'aire pré-otique de
I'hypothalamus (HUTCHISON et coll. 1986) ; il nécessite la liaison
préalable de la testostérone aux récepteurs des androgénes puisqu'il est
bloqué par le flutamide (ROSELLI et RESKO, 1984). Pour conclure
concernant l'activité aromatase, nous soulignerons qu'a la différence de
ce que nous venons de rapporter chez le furet, cette activité ne varie pas
chez les primates (le singe Macaca mulatta en particulier) en fonction du
stade pré- ou postnatal (SHOLL et coll. 1989).

De nombreux arguments permettent d'attribuer a la "crise
testiculaire” du nouveau-né un rdle majeur dans le processus de
"masculinisation” ou de "déféminisation" des voies neuroendocriniennes
impliquées chez 1'adulte dans la fonction reproductrice (revue in
ARNOLD et GORSKI, 1984). En effet, les androgénes testiculaires sécrétés
dans la période périnatale déterminent, de fagon définitive, le
comportement sexuel de type méle chez 'animal adulte. Par ailleurs, le
traitement a la naissance de femelles par la testostérone prévient le
comportement sexuel de type féminin (lordose) ainsi que l'ovulation ; la
testostérone n'a plus ces effets si elle est administrée aprés le 10éme jour
de la vie postnatale, méme si 1'administration est réalisée par voie
intracérébrale. Fort peu d'études ont été consacrées, par contre, a la
maturation postnatale d'autres voies neuroendocriniennes, telles que
celles impliquées dans l'activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien par un stress.
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Dans un premier travail, nous avons tout-d'abord recherché si la
différence sexuelle de réponse corticotrope au stress a l'éther observée dés
7-8 jours existe plus tardivement en période prépubertaire, a 30 jours.
Nous avons ensuite recherché si l'effet de la testostérone implique son
aromatisation en cestradiol au cours de la période périnatale. Pour tester
cette derniere hypothése, nous avons injecté de l'estradiol et/ou un anti-
estrogene, le clomiféne, & des femelles juste aprés la naissance puis
étudié l'activation de la fonction corticotrope par une inhalation d'éther a
I'age de 30 jours. Nous avons pris comme critére d'activation du complexe
hypothalamo-hypophysaire 1'élévation de 1'ACTHémie. Nous avons
également dosé la vasopressine (AVP) et l'ocytocine dans la mesure ou
toutes deux potentialisent la sécrétion d'ACTH induite par le CRF (BENY
et BAERTCHI, 1982 ; GILLIES et coll. 1982 ; TURKELSON et coll. 1982 ;
GIBBS et coll. 1984 et 1986 ; REDEKOPP et coll. 1986), ceci afin de savoir si
la sécrétion de ces hormones neurohypophysaires peut rendre compte,
tout au moins en partie, de la différence sexuelle de la réponse
corticotrope au stress a 1'éther. Il a en effet été montré que les sécrétions
d'AVP et d'ocytocine sont modulées par les hormones sexuelles : chez des
rats adultes gonadectomisés, la testostérone inhibe la libération d'AVP
alors que les cestrogénes l'augmentent (SKOWSKY et coll. 1979) ; par
ailleurs, les androgénes inhibent la sécrétion d'ocytocine chez le rat
(WILLIAMS et coll. 1985) tandis que les cestrogeénes la stimulent chez la
femme (AMICO et coll. 1981).

3.2 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

3.2.1 Traitement, a la naissance ou apres la naissance, par
I'cestradiol et/ou le clomifene

Des femelles dgées de un mois, nées a terme par césarienne, ont
été confiées a des nourrices puis injectées, a différents moments apres la
naissance, d'eestradiol (100 pg) et/ou de clomifene (100 pg), sevrées a 1'age
de 21 jours puis exposées & l'éther a 1'dge de 30 jours selon le protocole
précédemment défini. Les injections ont été réalisées par voie sous-
cutanée soit immédiatement apres la naissance, soit 7 4 12 heures apres,
soit 8 jours aprés. Des animaux intacts des deux sexes utilisés comme
témoins ont été exposés a 1l'éther a l'dge d'un mois. La réponse
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corticotrope au stress a 1'éther a été appréciée par 1'évolution temporelle
de I'ACTH plasmatique et de la corticostérone surrénalienne et
plasmatique. En outre, on a étudié les formes moléculaires de 'ACTH
circulante dans le plasma et dosé les hormones neurohypophysaires
(AVP et ocytocine).

3.2.2 Préparation des surrénales et des plasmas pour le dosage de
la corticostérone

Apres décongélation, les surrénales ont été broyées dans un tube
en verre. Les broyats ont été transférés dans un tube en plastique
contenant 5 ml de mélange NaCl a 0,9 %-alcool absolu (4/1, v/v) puis
centrifugés.

3.2.3 Préparations des fragments d'hypothalamus et des lobes
neurco-intermédiaires pour le dosage de 'AVP et de I'ocytocine

Apres décongélation, les fragments hypothalamiques et les lobes
neuro-intermédiaires ont été broyés et centrifugés 15 minutes 4 4000 g a 4°
C. L'AVP et l'ocytocine contenues dans les lobes neuro-intermédiaires et
les portions d'hypothalamus ont été directement dosées dans le
surnageant, sans extraction préalable.

Pour le dosage & partir du plasma, les deux hormones ont été
extraites selon la technique de WILLIAMS et coll. (1985). Les échantillons
sont acidifiés par l'acide formique 0,1 M (500/1500, v/v) puis injectés dans
des cartouches chromatographiques Sep-Pak C18 (Waters). Apreés passage
de 1'échantillon, la cartouche est lavée par l'acide formique 0,1 M. Les
hormones peptidiques retenues sont ensuite éluées par un mélange
méthanol/acide formique 0,1 M (95/5, v/v) ou par le méthanol a 100 %.
L'éluat est évaporé a 44° C (Speed Vac concentrator, Savant). Le résidu est
dissous dans le tampon de dosage RIA ; si nécessaire le pH est ajusté a
7,40 avec NaOH 1N.

Les rendements d'extraction mesurés avec l'ocytocine marquée a

1'1251 gsont de 77,59 £ 2,43 % (n = 7) lors d'une élution par le mélange
méthanol/acide formique et de 78,95 + 2,54 % (n = 7) quand le méthanol
pur est utilisé. Des rendements tout a fait comparables sont obtenus pour
1'AVP marquée a 1'29], ainsi que pour l'ocytocine et 'AVP froides

ajoutées a du plasma.
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3.24 Chromatographies des plasmas sur gel

Pour obtenir un volume suffisant (2 ml) de plasma a
chromatographier, i1 a été nécessaire de rassembler plusieurs
échantillons plasmatiques d'animaux d'un méme groupe expérimental.
Les échantillons ont été chromatographiés en chambre froide a 4° C sur
des colonnes (60 x 0,9 cm) de Sephadex G-50 fine (Pharmacia) équilibrées
et éluées avec de l'acide formique a 1 % (Merck). Des fractions de 1 ml ont
été recueillies avec un débit constant de 10 4 11 ml/h a 1'aide d'une pompe
(Peristaltic Pump, Pharmacia) et d'un collecteur de fraction (MC 80,
Jouan). A chaque fraction recueillie, on a ajouté 10 ml de mannitol a 10
%, pour faciliter la reconstitution ultérieure des ¢éluats lors de la
procédure d'extraction qui précéde le dosage radioimmunologique de
I'ACTH. Apreés agitation, les tubes ont été stockés a -20° C. Apres
décongélation des différentes fractions du chromatogramme, l'acide
formique a été évaporé sous vide a 40° C grace au systeme "Speed Vac
concentrator" (Savant). Le résidu d'évaporation de chaque tube a été
ensuite dissous dans 0,610 ml de tampon véronal 0,02 M, pH 8,2,
contenant 0,3 % de HSA (sérum albumine humaine, Centre de
Transfusion Sanguine de Marseille, 0,3 ml/100 ml, v/v), 0,2 % de
mercaptoéthanol (Sigma, 0,2 ml/100 ml, v/v) et 0,1 % de rouge phénol
(Mérieux, 20 n1/100 ml) destiné a4 indiquer le pH. Aprés agitation des tubes
en chambre froide, le pH est ajusté si nécessaire a 8,2 avec NaOH 5 N.

La concentration de 'ACTH dans les éluats de chromatographie a
été déterminée par dosage radioimmunologique selon la méthode de
CHATELAIN et coll. (1980) développée ci-dessous. Les quantités d'ACTH
sont exprimées en pg/ml ; 'ACTH 39 humaine de synﬁhése (Ciba-Geigy)
étant utilisée comme standard de référence. L'estimation du poids
moléculaire apparent des formes de 1'ACTH présentes dans les
élugrammes a été faite griace a des marqueurs de poids moléculaires
connus passés sur les mémes colonnes de Sephadex G-50 fine que celles
utilisées pour les plasmas.
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Les ceefficients de partage (Kav) des différents marqueurs sont calculés

selon 1'équation suivante :

* Kav = ccefficient de partage entre la phase liquide et 1a phase gel,

* Vo = volume vide de la colonne, déterminé par le volume d'élution du
bleu Dextran 2000,

* Vi = volume total de la colonne remplie de gel,

* Ve = volume d'élution du marqueur de référence ou de I'ACTH.

3.2.5 Dosage de la corticostérone par radiocompétition
La corticostérone a été dosée par radiocompétition. Le dosage a été

réalisé en double exemplaire sur des fraction aliquotes de 50 ul pour les

extraits surrénaliens et de 20 ou 50 pl pour les plasmas, respectivement

selon que les échantillons provenaient d'animaux stressés ou non
stressés. Le volume des échantillons a été complété a 200 ml par de l'eau

distillée. Ceux-ci ont été ensuite délipidés avec 500 ul d'iso-octane (Merck).

Apres centrifugation puis congélation de la phase aqueuse, la phase
organique surnageante a été aspirée a la trompe a vide. La corticostérone
a été extraite de la phase aqueuse décongelée par 2 ml d'acétate d'éthyle
(Merck). Apres une incubation de 30 minutes a 37° C sous agitation pour
libérer la corticostérone liée aux protéines (la CBG en particulier) puis
une nouvelle centrifugation, 1 ml de surnageant a été récupéré dans un
tube de verre. Le rendement d'extraction de la corticostérone contenue
dans les échantillons est supérieur a 90 %. Parallelement, une gamme
standard de corticostérone (Sigma) a été réalisée dans de l'acétate
d'éthyle. Ce dernier présent dans les tubes de la gamme et des
échantillons a été évaporé sous un courant d'azote a 37° C. Dans chaque
tube sec, on a ajouté 1 ml de solution de transcortine (plasma de rates
surrénalectomisées depuis 10 jours, dilué a 0,035 % dans le milieu du
dosage) et de corticostérone marquée au tritium
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(1,2,6,7,3H - corticostérone, Amersham, activité spécifique : 103 Ci/mmol),
conservée a - 20° C dans du méthanol. Les études préliminaires ont
montré que cette dilution du plasma riche en transcortine était optimale
(liaison totale en l'absence de compétition : 66,1 + 1,2 %, n = 24). Apres
deux incubations successives de 20 minutes chacune, d'abord a 37° C puis
dans la glace fondante, la corticostérone libre a été séparée de la
corticostérone liée a la transcortine par adsorption sur 40 mg de Florisil
(Sigma). Apres une rapide agitation au vortex et une centrifugation de 15

minutes a 4° C, 50 ul de surnageant ont été prélevés et ajoutés a 5 ml de

liquide scintillant (Aqualuma, Kontron). La variation intra-essai est de
1,7 % (n =10) et la variation inter-essai est de 7,5 % (n = 7).

3.2.6 Dosage radioimmunologique de 'ACTH

Le dosage radioimmunologique de 1'ACTH plasmatique a été
réalisé sans extraction préalable a l'aide d'un kit commercialisé par le
Commissariat a 1'Energie Atomique (ACTH-IPR, Saclay, France). Les
taux d'ACTH sont exprimés en pg/ml, 'ACTH{_3g humaine étant utilisée
comme standard de référence.

Le dosage de 'ACTH dans les éluats de plasma chromatographiés
sur Sephadex G-50 fine ont été réalisés selon une technique développée
dans le laboratoire (CHATELAIN et coll. 1980). L'ACTH synthétique

humaine est marquée a liode 125 (Nal?51, IMS 30, Amersham,
Angleterre). L'antisérum (gracieusement fourni par le Dr C. Oliver,
Marseille) a été dilué au 1/500.000éme dans du tampon véronal 0,02 M, pH
8,2, additionné de 0,2 % de mercaptoéthanol et de 0,3 % d'albumine
sérique humaine. Aucun croisement n'a été observé avec les hormones

mélanotropes (a-MSH, B-MSH), lipotrope (B-LPH), le CLIP (corticotropin-

like intermediate-lobe peptide) ou les fragments 4-10, 11-24, et 25-39 de
I'ACTH porcine. Le pourcentage de croisement est de 100 % avec
1'ACTH1_39 humaine mais seulement de 40 % et 20 % respectivement
pour les fragments 1-24 et 1-16 de 'ACTH. Apres 2 jours d'incubation a
4° C, la séparation de I'ACTH liée a l'anticorps et de I'ACTH libre est
réalisée a l'aide de 0,4 ml d'une suspension d'un mélange charbon actif-
dextran (500 mg de charbon actif, Sigma, et 50 mg de dextran, Clinical
Grade, Sigma) dans 100 ml de tampon véronal 0,02 M, pH 8,2. Le
pourcentage de liaison en l'absence de compétition est de 44,6 + 1,6 % (n =
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78). Les concentrations d'ACTH sont déterminées & partir d'une courbe
standard qui représente le pourcentage de liaison de I'ACTH en fonction
de sa concentration. Cette courbe est linéarisée selon un modale Logit - log
(méthode des moindres carrés). La limite de défection est de 20 pg/ml de
plasma. La variabilité intra-essai est de 3,22 % (n =18) et celle inter-essai
de 9,62 % (n = 15).

3.2.7 Dosage radioimmunologique de I'AVP et de l'ocytocine

Les immunsérums anti-vasopressine et anti-ocytocine ont été
gracieusement fournis par le Dr P. CZERNICHOW (Hopital Necker,
Paris).

Le sérum anti-AVP a été dilué au 1/200.000&me et 'AVP marquée
a liode 125 (NEN Research Products, Angleterre ; réf. NET 800 ; 67,7
Ci/mmol) a été utilisée comme traceur. Le tampon d'incubation utilisé est
un tampon phosphate 0,05 M additionné de NaCl (0,15 M) et d'albumine
sérique humaine (0,2 %) a pH 7,40. Aprés 48 heures de préincubation a
4° C sans AVP marquée et 14 heures d'incubation avec I'1251.AVP 1a
séparation des formes libre et liée de 'AVP a été réalisée en présence de
tampon phosphate 0,022 M, pH 8,40, de plasma de rat et de polyéthyléne
glycol 6000 (Merck, 95/5/25 ; v/v/p).

Le sérum anti-AVP croise & 100 % avec 'AVP et a 0,0049 % avec

l'ocytocine. Dans nos conditions expérimentales la liaison spécifique de

1’1251 AVP a 6té de 49,83 + 2,02 % (n = 26). La variation intra-essai est de
6,23 % (n = 10) et celle inter-essai de 7,81% (n = 12).

Le sérum anti-ocytocine a été dilué au 1/25.000&me ; le traceur

utilisé est l'ocytocine marquée a 1'125] (NEN Research Products,
Angleterre ; réf. NET 858 ; 39,3 Ci/mmol). Les séquences de
préincubation, d'incubation et de séparation sont identiques a celles
mentionnées pour 1'AVP.

Le sérum anti-ocytocine croise a 100 % avec l'ocytocine et & 0,012 %
avec 'AVP. La liaison spécifique est de 30,50 £ 1,33 % (n = 29). Les
variations intra-essai et inter-essai sont respectivement de 4,95 % (n = 10)
et de 5,69% (n = 17).
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Fig.1: ACTHémie (a), corticostérone surrénalienne (b) et plasmatique (c) des animaux méles
et femelles intacts, soumis a une inhalation d'éther a I'dge d'l mois. Les prélévements sont
effectués juste avant (-2 minutes), juste aprés (temps O), ou 30 minutes apres la fin de
l'inhalation d'éther.

Comparaison vs "-2 minutes” : ** (p < 0,01) et *** (p < 0,001)

Comparaison vs les males 4 30 minutes : (n.s.) (p > 0,05) et (*) (p > 0,05)
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3.3 RESULTATS

3.3.1 Taux plasmatiques de I'ACTH chez les animaux intacts

A T'état de repos, avant le stress a 1'éther, on n'observe pas de différence
significative entre maéles et femelles pour 'ACTHémie, le poids des surrénales,
la teneur des surrénales en corticostérone et la corticostéronémie (Tableau I
& figure 1).

Tableau |I. ACTHémie, poids des surrénales, corticostérone surrénalienne et corticostéronémie chez
les animaux agés de un mois, soumis ou non 2 une inhalation d'éther.

males femoelles males femelles méles femelles
ACTHémie, 120+ 34 105127 472124 440 + 42 351 t 41 521+ 66
pg/ml (n's.) T e (n.s.) i he (a)
Poids des surrénales, 31,6+14 30,6115 282+14 32,81+ 1,6 28,8106 28,2+ 2,1
g {(n.s.) n.s. n.s. (n.s.) n.s. n.g. (n.s.)
Corticostérone surénalienne, 20,3121 26,21 4,3 249132 28,0+1,2 30,2+ 2,1 434120
ug/g (n.s.) n.s. n.s. (hs.) b **{n.s.)
Corticostéronémie, 69+17 55+14 9,6 £22 7,0+ 22 38,2115 35,4+3,8
ug/100 ml {n.s.) n.s. n.s. (n.s.) il ***(n.s.)

comparaison vs temps - 2 minutes : n.s. {p > 0,05), ** {p < 6,01) et *** {p < 0,001).
comparaison vs les males : (n.s.) (p > 0,05) et (") (p < 0,05).

A la fin de la période d'inhalation d'éther, 'ACTHémie augmente forte-
ment et de maniére semblable dans les deux sexes (Tableau I & figure 1a);
30 minutes plus tard, ' ACTHémie décroit chez les méles alors qu'elle demeure
élevée chezles femelles (Tableau I & figure 1a). L'inhalation d'éther s'accom-
pagne d'une élévation significative de la teneur des surrénales en corticosté-
rone et surtout de la corticostéronémie (figure 1a). Trente minutes apres le
stress, la réponse au niveau des surrénales est plus importante chez les
femelles que chez les méiles (Tableau I & figures 1b et 1c¢).
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Fig. 2 : ACTHémie des animaux femelles de mémes portées qui ont subi un stress a I'éther
pendant 2 minutes 4 1'dge de un mois. Cesjeunes rates étaient intactes ouinjectées a différents
moments aprés la naissance : immédiatement aprés (a), 7 a2 8 h apres (b) ou 8 j aprés (o),
d'cestradiol (100 pg), de clomifene (100 pg), ou d'cestradiol et de clomifene. Les prélévements
sanguins ont effectués juste avant (-2 minutes), juste aprés (temps O), ou 30 minutes aprés la
fin de la période d'inhalation d'éther.

Comparaison vs les animaux injectés d'eestradiol : * (p < 0,05)
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3.3.2 Taux plasmatiques de I'ACTH chez les animaux injectés, a la
naissance ou apres la naissance, par l'eestradiol et/ou le clomiféne

Chez les rats femelles. injectés d'cestradiol et/ou de clomifene
immédiatement aprés la naissance par césarienne, ' ACTHémie avant et
juste apres l'inhalation d'éther est comparable dans les trois groupes
ainsi traités a celle des femelles intactes (figure 2a). Par contre, 30
minutes aprés la fin de l'inhalation d'éther, I'ACTHémie est
significativement plus basse (p < 0,05) qu'au temps O chez les femelles
traitées par l'cestradiol. Ceci n'est pas observé lorsque les animaux ont
recu a la fois de l'cestradiol et du clomifene ; ce dernier, administré seul,
ne modifie pas la réponse chez les femelles (figure 2a).

Chez les femelles traitées par I'mstradiol et/ou le clomifene 7 & 12
heures aprés la naissance, les résultats vont dans le méme sens que les
précédents ; toutefois, si on note chez les animaux injectés d'eestradiol
une tendance a la baisse de 'ACTHémie entre 0 et 30 minutes, cette baisse
n'est pas significativement plus basse (figure 2b).

Chez les femelles traitées par l'eestradiol 8 jours apres la
naissance, I'ACTHémie est comparable aux temps 0 et 30 minutes (figure
2c).
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3.3.3 Profil chromatographique de I'ACTH plasmatique chez les
animaux intacts

L'analyse chromatographique des plasmas d'animaux maéles et femelles
stressés, réalisée sur colonne de Sephadex G-50 fine, met en évidence la
sécrétion quasi exclusive d'une seule forme moléculaire dont le volume d'élu-
tion (figure 3), comme le poids moléculaire apparent (figure 4), sont tres
voisins de ceux de 'ACTH, ., humaine synthétique (figure 3). L' ACTH
circulante est donc de type "little ".

0,77
a ACTH 'little"
0,6
3 1-39
8
@ 0,5
? b
T
@
a
3 0,4
2 cytochrome ¢
2
EO 0,3 myoglobine
g
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0,21 alpha-chymotrypsinogéne
0,1
1 ovalbumine
0,0 — T Y
1 10 100

Poide moléculaire (x 1000)
Fig.3:Exemple de chromatographie d'un échantillon plasmatique chezunrat male 4gé deun
mois et sacrifié immédiatement aprés la période d'inhalation d'éther. La colonne de Sephadex
G-50fine a été calibrée avec du bleu Dextran 2000 pour déterminer Vo et de 'ACTH, .. humaine

de synthése.
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Fig.4 : Estimation du poids moléculaire apparent de 1a forme moléculaire de 'TACTH présente
dans les échantillons plasmatiques d'animaux stressés (filtration sur colonne de Sephadex G-
50 fine).
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3.3.4 Taux glandulaires et plasmatiques d'AVP et d'ocytocine chez
les animaux intacts

Le contenu de l'hypothalamus en AVP et en ocytocine est
significativement diminué dans les deux sexes aprés l'inhalation d'éther
(figure 5a). Le contenu du lobe neuro-intermédiaire en AVP est par contre
significativement augmenté a la fin de la période d'inhalation d'éther ;
celui en ocytocine ne varie pas chez le mile mais est plus bas chez la
femelle (figure 5b). Dans le plasma, la concentration en AVP est plus
basse ou tend a étre plus basse aprds le stress, en particulier au temps O
chez le méle ; celle d'ocytocine est plus élevée ou tend a étre plus élevée, en
particulier au temps 30 chez le male (figure 5¢).

Il n'existe cependant pas de différence significative entre les deux
sexes pour les taux glandulaires et plasmatiques d'AVP et d'ocytocine
avant le stress ou a la suite de l'inhalation d'éther.
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3.4 DISCUSSION

L'élévation de 'ACTHémie, qui traduit une stimulation de 1'axe
corticotrope est, a la suite d'un stress a 1'éther, plus durable chez les
femelles que chez les males. Cette différence entre les deux sexes,
observée a l'dge de un mois, existe déja chez les nouveau-nés de 8 jours
(HARY et coll. 1981). Dés 1977, TANG et PHILLIPS, en utilisant une
méthode biologique de dosage de 'ACTH, avaient noté une réponse a un
stress a I'éther de 2,5 ou 15 minutes chez le nouveau-né femelle de 7 jours,
mais non chez le méile. Chez ce dernier, I'absence apparente de réponse
peut vraisemblablement s'expliquer par une ACTHémie beaucoup trop
faible pour étre mesurable par la méthode biologique de dosage utilisée,
dont la sensibilité est moindre que celle de la méthode
radioimmunologique mise en ceuvre par HARY et coll. (1981). L'ACTH
détectée par radioimmunologie dans le plasma est, par ailleurs, sous une
forme biologiquement active, comme en témoignent, d'une part 1'élévation
de la corticostéronémie sous l'effet du stress et d'autre part la mise en
évidence par chromatographie sur colonne de Sephadex G-50 fine d'une
seule forme moléculaire de 'ACTH circulante. Celle-ci, co-éluée avec
I'ACTH{.39 humaine, est de type "little". Cette forme moléculaire
présente une grande activité biologique (CHATELAIN et CHEONG, 1987),
contrairement a la forme "big” éluée plus rapidement, abondante dans les
lobes antérieur et neuro-intermédiaire de I'hypophyse foetale et dans le
plasma du feetus mais non dans celui de l'adulte (CHATELAIN et
CHEONG, 1986).

Chez le rat adulte, la réponse hypophysaire au stress a l'éther,
appréciée par l'évolution temporelle de la corticostéronémie, est
également plus importante chez la femelle que chez le méale (KITAY,
1961 ; LESCOAT et coll. 1970 et 1971 ; GRAY, 1971). Chez nos animaux
dgés de un mois, la différence observée entre les deux sexes pour
I'ACTHémie est cependant moins prononcée ou absente pour la
corticostérone surrénalienne et plasmatique. La différence avec les
auteurs précédents peut étre liée en partie au choix du moment du
prélévement des organes et du plasma apres la fin de I'inhalation d'éther.
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Les résultats observés apres traitement par l'eestradiol et/ou le
clomiféne montrent qu'une réponse de type maéle au stress a 1'éther peut
étre induite chez la femelle par une injection unique d'estradiol, a
condition qu'elle soit effectuée immédiatement apres la naissance. Cet
effet de l'cestradiol est aboli par un traitement simultané au clomiféne.
L'eestradiol pourrait donc "masculiniser” ou "déféminiser” les structures
neuroendocriniennes impliquées dans le déterminisme du type de
réponse au stress a l'éther. La testostérone, injectée selon la méme
procédure a des nouveau-nés femelles leur confére aussi, a4 1'dge de 8
jours, une réponse de type méile (HARY et coll. 1986).

L'ensemble de ces résultats suggeére que la testostérone, sécrétée
en abondance chez le méile au cours de la période périnatale, captée et
convertie en cestradiol par l'hypothalamus (RHODA et coll. 1984), est
responsable d'une différenciation fonctionnelle, sinon morphologique, des
structures neuroendocriniennes impliquées dans la réponse au stress a
I'éther. Dans la mesure ou l'orchidectomie a4 la naissance ne modifie pas
la réponse de type male au stress réalisé a 8 jours (HARY et coll. 1986), on
peut émettre 1'hypotheése que la différenciation fonctionnelle s'établit chez
le male au cours de la vie prénatale. Toutefois, chez la femelle, les
structures neuroendocriniennes impliquées dans la réponse au stress
sont encore sensibles aux androgénes administrés apres la naissance, a
condition que l'injection soit faite immédiatement aprés et non pas au-
dela de quelques heures postpartum. '

Dans la mesure ot I'administration d'eestradiol aux nouveau-nés
femelles a un effet comparable a celle de la testostérone sur le type de
réponse au stress, on peut supposer que cette action de la testostérone
implique sa conversion en cestradiol. Cette action est d'autre part limitée
a une période "critique” du développement périnatal dont il conviendrait
de déterminer la durée. Le fait d'une part que l'activité aromatase de
I'hypothalamus soit maximale chez le foetus & 19 jours de gestation et
décline ensuite assez vite, en particulier au cours de la premiére semaine
de la vie extra-utérine (GEORGE et OJEDA, 1982), et d'autre part que
I'injection d'eestradiol n'a pas d'effet masculinisant sur le mode de
réponse corticotrope au stress a l'éther si elle n'est pas effectuée
rapidement apres la naissance, suggére que cette période "critique" est
bréve.
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Le (ou les) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les stéroides sexuels
peuvent influencer la fonction corticotrope hypophysaire demeure(nt) a
déterminer. Si plusieurs équipes se sont attachées a apprécier 'action de
la testostérone et de 1'cestradiol sur l'expression du géne codant pour le
précurseur de I'ACTH dans l'hypothalamus (la pro-opiomélanocortine :
POMC) (WILCOX et ROBERTS, 1985 ; BLUM et coll. 1989 ; CHOWEN-
BREED et coll. 1989), il n'y a pas été réalisé d'étude a notre connaissance
sur l'expression de ce geéne dans l'hypophyse. Au niveau de
lI'hypothalamus de rat, les résultats de ces études varient ou divergent
méme selon le site étudié et le stéroide administré : la testostérone
administrée par voie générale réduit chez l'animal adulte la teneur en
ARNm de la POMC au niveau de 'hypothalamus médiobasal (BLUM et
coll. 1989) mais l'augmente au niveau du noyau arqué (CHOWEN-BREED
et coll. 1989) ou elle est diminuée par contre sous l'effet d'un traitement
par l'eestradiol (WILCOX et ROBERTS, 1985).

L'activation de la fonction corticotrope au cours du stress a 1'éther
doit mettre en jeu le CRF et peut étre aussi d'autres neurohormones
hypothalamiques telles que I'AVP ou l'ocytocine. Ces derniéres exercent
un effet potentialisateur sur la sécrétion d'ACTH induite par le CRF
(BENY et BAERTSCHI, 1982 ; GILLIES et coll. 1982 ; TURKELSON et coll.
1982 ; GIBBS, 1984 et 1986 ; REDEKOPP et coll. 1986). L'AVP et l'ocytocine
sont présentes dans le sang porte-hypophysaire, a des concentrations plus
élevées que dans le sang veineux périphérique, en raison de l'association
de certaines fibres nerveuses du noyau paraventriculaire aux capillaires
du plexus primaire du systéme porte (BURLET et coll. 1979). Les
concentrations d'AVP et d'ocytocine dans le sang porte sont plus élevées
que celles du CRF (GIBBS et VALE, 1982) et suffisantes pour potentialiser
I'action du CRF in vitro (GIBBS, 1985). Plusieurs agents stressants, dont
I'éther, augmentent les taux d'AVP et d'ocytocine dans le sang veineux
périphérique et leurs sécrétions peuvent étre dissociées de celle du CRF
(GIBBS, 1985).

L'intérét de 1'étude des sécrétions d'AVP et d'ocytocine dans ce
chapitre repose sur le fait qu'elles sont modulées par les hormones
sexuelles et qu'elles évoluent différemment selon le sexe aprés un stress .
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En effet :

- chez des rats adultes gonadectomisés, la testostérone inhibe la libération
d'AVP alors que les cestrogénes I'augmentent (SKOWSKY et coll. 1979),

- les androgénes inhibent la sécrétion d'ocytocine chez le rat (WILLIAMS
et coll. 1985) tandis que les cestrogénes la stimulent chez la femme
(AMICO et coll. 1981),

- chez le rat adulte, I'augmentation des taux d'ocytocine dans le sang
périphérique sous l'effet du stress par immobilisation est plus nette chez
la femelle que chez le male (WILLIAMS et coll. 1985).

Nos résultats concernant les taux d'AVP et d'ocytocine dans
I'hypothalamus, le lobe neuro-intermédiaire et le plasma périphérique ne
mettent pas en évidence de différence notable selon les sexes. Nous ne
confirmons donc pas les observations de WILLIAMS et coll. (1985), sur
lesquelles nous reviendrons dans la discussion générale. Ces auteurs ont
montré en effet, chez 1'animal adulte, une élévation de l'ocytocine
plasmatique plus nette chez la femelle que chez le méile. Néanmoins, on
ne peut pas conclure définitivement pour ce qui nous concerne en
T'absence de différence réelle selon le sexe puisque les hormones n'ont pas
été dosées dans le sang porte-hypophysaire qui draine un certain nombre
de neurohormones de 1'éminence médiane au lobe antérieur de
I'hypophyse.

HARY (1990) a étudié les effets in vivo et in vitro des hormones
(CRF, AVP, et ocytocine) et des amines (noradrénaline et sérotonine)
capables de moduler la fonction corticotrope chez les nouveau-nés de 8
jours des deux sexes. Les effets de ces substances sur la sécrétion d'ACTH
font 1'objet d'une abondante littérature chez 1'adulte (revues in FULLER,
1981 ; GIBBS, 1984 et 1986 ; ANTONI, 1986 ; LABRIE et coll. 1987 ;
PLOTSKY, 1987 ; AL-DAMLUJI et coll. 1988 ; JONES et GILLHAM, 1988)
mais tres peu d'études ont été consacrées au nouveau-né :

- chez le nouveau-né, l'effet potentialisateur in vivo de la
noradrénaline sur la réponse corticotrope a4 une inhalation d'éther est
observé dans les deux sexes 4 une dose qui n'a pas d'effet propre sur la
sécrétion d'ACTH, ce qui suggere un role potentiellement stimulant de
cette substance dans ce type de stress. Cet effet potentialisateur de la
noradrénaline est aboli par la phénoxybenzamine mais non par le

propranolol, ce qui plaide en faveur d'une médiation a-adrénergique. In
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vitro, la noradrénaline n'a pas d'effet direct sur la sécrétion d'ACTH par
le lobe antérieur et le lobe neuro-intermédiaire de 1'hypophyse, a des
concentrations respectivement de 15 & 3000 nmol/l et de 60 a 600 nmol/l. La
noradrénaline diminue, faiblement, la sécrétion d'ACTH induite par le
CRF a partir du lobe antérieur chez la femelle mais non chez le maéle.

- la sérotonine potentialise in vivo dans les deux sexes la sécrétion
d'ACTH induite par le stress a 1'éther. Toutefois, 1a cyproheptadine a un
effet dissocié selon le sexe, inhibiteur chez le male et potentialisateur
(faible) chez la femelle. Ces résultats vont aussi, avec ce qui a été dit pour
la noradrénaline, dans le sens d'une activité corticotrope induite par le
stress plus forte chez la femelle que chez le male. In vitro, la sérotonine
n'a pas d'effet aux concentrations physiologiques sur la sécrétion
d'ACTH.

- l'effet stimulant du CRF et de I'AVP sur la sécrétion in vitro
d'ACTH par le lobe antérieur de l'hypophyse est comparable dans les
deux sexes ; pour obtenir avec l'ocytocine une sécrétion d'ACTH
comparable a celle observée avec 1'AVDP, il faut une dose molaire 200 fois
supérieure. L'effet de synergie qu'exercent normalement chez l'adulte
1'AVP et l'ocytocine sur la sécrétion d'ACTH est, & des concentrations
physiologiques in vitro, observé également a 8 jours postpartum dans les
deux sexes pour 'AVP, tandis qu'il n'est observé que chez la femelle pour
I'ocytocine.
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4.1 INTRODUCTION

Nous venons de voir que l'administration de testostérone ou
d'cestradiol & un nouveau-né femelle provoque la masculinisation des
structures du cerveau impliquées dans la réponse au stress a l'éther
réalisé a I'age de 30 jours. Par contre, 1a "crise testiculaire” du nouveau-
né maile ne parait pas avoir d'effet déterminant sur le type de réponse
puisque, d'aprés HARY et coll. (1986), la castration du méile a la
naissance, avant méme que ne se produise 1'élévation postnatale de la
testostéronémie, n'affecte pas le caractére méale de la réponse au stress a
I'4ge de 8 jours. Il est donc vraisemblable que 1'organisation fonctionnelle
des structures cérébrales concernées s'établisse précocement au cours de
la vie feetale. I1 existe en effet chez le feetus male un pic de testostérone
plasmatique a 18 ou 19 jours de gestation et la testostéronémie demeure
ensuite plus élevée que chez la femelle jusqu'a la naissance (WEISZ et
WARD, 1980). Cette élévation passagere de la testostéronémie pourrait
étre responsable, sinon d'une masculinisation précoce du systéme
nerveux central, tout au moins de sa sensibilisation a la testostérone
sécrétée en abondance dans la période périnatale. En faveur de cette
hypotheése on peut citer le fait que 1'acétate de cyprotérone injecté entre le
17éme et le 18eme jour de gestation "démasculinise” le comportement
sexuel du male adulte (PERAKIS et STYLIANOPOULOU, 1986), lequel
dépend de la crise testiculaire survenant a la naissance (CORBIER et coll.
1981). Par ailleurs un stress prénatal, qui abolit le pic de testostéronémie
(WARD et WEISZ, 1980), "démasculinise” également le comportement
sexuel de l'animal adulte (WARD, 1972 ; STYLIANOPOULOU, 1983).
L'existence de récepteurs aux androgénes et aux wstrogénes dans le
cerveau feetal, principalement dans l'aire pré-optique de 1'hypothalamus
(VITO et FOX, 1982), et d'une activité aromatase hypothalamique
(GEORGE et OJEDA, 1982 ; WEISZ et coll. 1982), dont le maximum
coincide avec celui de la testostéronémie (WEISZ et coll. 1982), conforte
I'hypotheése des effets centraux de la testostérone via sa conversion en
cestradiol au cours de la vie feetale. La testostérone parait étre le principal
régulateur de l'activité aromatase, aussi bien chez l'adulte (ROSELLI et
RESKO, 1984) que chez le feetus (PERAKIS et STYLIANOPOULOQU, 1986).
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Si ces données permettent d'attribuer un rdle important a la
sécrétion de testostérone du feetus maéile dans le processus de
masculinisation des structures cérébrales impliquées dans le
comportement sexuel de 1'adulte, son réle dans le déterminisme du type
de réponse au stress a l'éther est encore assez peu documenté. Par
ailleurs, I'hypothése selon laquelle la testostérone jouerait déja un role au
cours de la vie feetale doit &tre vérifiée. Pour cela il est nécessaire de
supprimer la sécrétion de testostérone -ou d'abolir ses effets- chez le foetus
maéle. Il convient au préalable de connaitre le déterminisme de cette
sécrétion. La testostérone circulante est, pour une large part, d'origine
testiculaire. En effet, bien que le placenta produise de la testostérone, avec
un maximum a 18 jours (MATT et MAC DONALD, 1984), la
testostéronémie est bien plus élevée chez le méile que chez la femelle
(TURKELSON et coll. 1977). En outre, la concentration du testicule en
testostérone atteint un maximum a 18-19 jours (WEISZ et WARD, 1980 ;
HABERT et PICON, 1982 ; WARREN et coll. 1984) et, in vitro, la
production de testostérone par le testicule augmente de 14 a 18-19 jours,
puis décroit (NOUMURA et coll. 1966 ; WARREN et coll. 1973 et 1975 ;
PICON, 1976 ; HABERT et PICON, 1984). L'évolution de l'activité du
testicule feetal est paralléle a celle de la testostéronémie. L'activation
testiculaire parait étre liée a celle de la fonction gonadotrope
hypophysaire, comme le suggeérent les faits suivants : la teneur
hypophysaire en LH augmente brutalement et fortement entre les jours 15
et 18 de la gestation -avant l'apparition du pic prénatal de testostérone
plasmatique- et puis plus faiblement jusqu'au terme de la gestation
(HABERT et PICON, 1981 et 1982) ; des récepteurs de la LH ont été mis en
évidence dans le testicule foetal dés 15,5 jours de gestation, stade ol on
observe une augmentation de la production testiculaire d'AMPc et de
testostérone en réponse a une stimulation par la LH (WARREN et coll.
1984). La population des récepteurs testiculaires a la LH augmente
fortement a 18,5 jours de gestation et atteint un maximum a terme
(WARREN et coll. 1984). L'acquisition de la sensibilité testiculaire & la LH
est synchrone d'une libération de LH par I'hypophyse feetale (SANYAL et
VILLEE, 1971 ; WARREN et coll. 1975 ; FELDMAN et BLOCH, 1978 ;
PICON et GANGNERAU, 1979), mais l'activité sécrétoire du testicule
n'est réellement tributaire de I'hypophyse qu'en fin de gestation. En effet
la suppression du complexe hypothalamo-hypophysaire par décapitation
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du foetus in utero ne réduit nettement les taux de LH plasmatique et de
testostérone testiculaire qu'a partir de 20 jours (HABERT et PICON, 1982).
Il semble toutefois exister une activité gonadotrope extra-hypophysaire,
dont la nature et l'origine restent & préciser (HABERT et PICON, 1981).

Avant de tester 'hypothese selon laquelle la sécrétion feetale de
testostérone est impliquée dans le déterminisme du type de réponse
corticotrope au stress a l'éther, nous avons utilisé deux "outils"
pharmacologiques susceptibles, sinon d'abolir, tout au moins de réduire
cette sécrétion de testostérone chez le méle. Il s'agit d'un anti-GnRH et de
la dexaméthasone.

Nous avons rappelé les faits suggérant l'activation de l'axe
hypophyso-testiculaire a partir du 18&me jour de la vie feetale. La période
ou s'installe le contrdle central de la fonction gonadotrope hypophysaire
est en revanche inconnue. L'existence d'une relation temporelle entre la
sécrétion de testostérone et celle de LH n'est pas suffisante en soi pour en
déduire que l'activité gonadotrope de 1'hypophyse est sous controle
hypothalamique dés le stade feetal. L'hypophyse peut en effet fonctionner
de fagon autonome avant de passer sous contrdle hypothalamique. Une
situation de ce type a été signalée pour la fonction corticotrope
hypophysaire (DUPOUY et JOST, 1970). On peut penser que ce contrdle
central est, par contre, en place & la naissance car la "crise testiculaire”
postnatale est accompagnée d'une augmentation de la teneur du plasma
en LH (ROFFI et coll. 1977 ; CORBIER et coll. 1978) et de I'hypothalamus
en GnRH (CORBIER et coll. 1981).

Afin de voir si le contréle hypothalamique de la fonction
gonadotrope hypophysaire est déja fonctionnel chez le feetus, nous lui
avons administré un anti-GnRH a différents stades de la vie feetale puis
nous avons recherché 1'effet de ce traitement sur les taux plasmatiques de
testostérone et de LH et les taux hypophysaires de LH et hypothalamiques
de GnRH.
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Nous avons vu que le stress psychique de la rate gravide réduit les
taux plasmatiques de testostérone chez le feetus (WARD et WEISZ, 1980 et
1984). Dans la mesure ou les glucocorticoides bloquent la sécrétion de LH
a l'état basal et aprés une stimulation par la GnRH chez différents
animaux adultes -dont le rat- (BALDWIN et SAWYER, 1974 ; BALDWIN ,
1979 ; RINGSTROM et SCHWARTZ, 1985 ; SUTER et SCHWARTZ, 1985a et
1985b ; TILBOT et CHILDS, 1985), l'effet inhibiteur du stress sur la
fonction testiculaire feetale pourrait étre la conséquence -tout au moins en
partie- d'un effet des glucocorticoides sur la sécrétion hypophysaire de
LH.

La dexaméthasone réduit in vivo de fagon dose-dépendante la
sécrétion hypophysaire de LH aussi bien a 1'état basal qu'apres
stimulation par la GnRH (BALDWIN et SAWYER, 1974). Chez la rate, la
dexaméthasone prévient la décharge ovulatoire de LH et de FSH au cours
du cycle cestrien (BALDWIN, 1979) ; chez le male, le cortisol supprime
l'accroissement de la sécrétion de LH consécutive a la castration mais
non celle de FSH (EUKER et coll. 1975) et la dexaméthasone bloque la
sécrétion de LH induite par la manipulation (handling stress) (EUKER et
coll. 1975). L'abaissement de la concentration de la LH circulante ne
s'accompagne pas d'une réduction de son stock hypophysaire (SUTER et
coll. 1988). Chez l'homme, les glucocorticoides réduisent en
administration aigué la testostéronémie (DOERR et PIRKE, 1976 ;
SCHAISON et coll. 1978 ; MAC ADAMS 1986) soit par suppression directe
de la sécrétion testiculaire (DOERR et PIRKE, 1976 ; EVAIN et coll. 1976 ;
SCHAISON et coll. 1978), soit par modification de la sécrétion de LH
(MAC ADAMS et coll. 1986).

Nous avons pour notre part étudié les effets de la dexaméthasone
sur la fonction gonadotrope périnatale en aigu et en chronique et, pour
déterminer le site d'impact possible des glucocorticoides, nous avons

mesuré les mémes parameétres que ceux cités pour 1'étude avec l'anti-
GnRH.
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4.2 PROTOCOLES EXPERIMENTA UX

4.2.1 Etude des hormones de l'axe gonadotrope dans la période
périnatale chez I'animal intact ’

La testostéronémie a été dosée a différentes périodes, en fin de
gestation (chaque jour du 17éme au 21&me et dernier jour) et apres la
naissance a terme par césarienne (de 10 A 120 minutes et 24 et 48 heures
postpartum). Le contenu hypothalamique en GnRH, le contenu
hypophysaire en LH et la teneur du plasma en LH ont été déterminés aux
19¢me et 21eme jours de la gestation.

4.2.2 Traitement des foetus par un antagoniste de la GnRH et
surrénalectomie des rates gravides

4.2.2.1 Etude a différents stades de la gestation

Dans un premigre expérience des rates gravides ont été
laparotomisées sous anesthésie a 1'éther, au 17éme, 18éme, 19eéme, ou
20eéme jour de gestation. Tous les feetus de certaines portées ont été
injectés par voie sous-cutanée, a travers la corne utérine, d'un

antagoniste de la GnRH [Acétyl-(D-Nall, D-Cpaz, D-Trp, D-Arg6, D-
Alal®)GnRH], aimablement fourni par D.H. COY (Nouvelle-Orléans,

U.S.A), a la dose de 5 ug par feetus dans 50 pl d'un mélange de propyléne
glycol/NaCl a 0,9 % (40/60, v/v). Tous les feetus d'autres portées témoins

ont été injectés d'un méme volume (50 ul) de solvant. Il a été

préalablement montré que l'anti-GnRH, a la dose de 100 pg/adulte/jour,

ramene la testostéronémie au niveau de celle du maéle castré (D.H. COY,
communication personnelle). La dose que nous avons administrée aux
feetus a été calculée sur cette base, en prenant en compte le poids moyen
d'un feetus & terme. Les feetus ont été sacrifiés 24 heures apres l'injection
de I'anti-GnRH ou du solvant. Le sang a été prélevé pour le dosage de la
testostérone.

4.2.2.2 Etude a 19 jours de gestation chez des rates
surrénalectomisées

Dans un deuxiéme expérience, des femelles gestantes ont été
surrénalectomisées (par double lombotomie sous anesthésie a 1'éther) au
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14éme jour de la gestation afin de supprimer la source maternelle de
glucocorticoides. Au 182me jour, ces femelles ont subi une laparotomie et
tous les feetus ont été injectés par voie sous-cutanée, soit de l'antagoniste

de la GnRH (5 pg), soit du méme volume (50 pl) de solvant. Les feetus ont
été sacrifiés 24 heures plus tard, au 19éme jour de gestation, et nous

avons déterminé les taux plasmatiques de testostérone et de LH ainsi que
le contenu hypophysaire en LH.

4.2.3 Traitement des rates gravides et des rats nouveau-nés par la
dexaméthasone

4.2.3.1 Traitement chronique des rates gravides
On a administré 4 des femelles gravides de l'acétate de

dexaméthasone (Dectancle, Roussel) dans l'eau de boisson (10 pg/ml) du

15éme au 21éme jour de la gestation. Dans la mesure ou la consommation
d'eau de ces femelles n'a pas excédé 20 ml/jour, on peut estimer qu'elles
n'ont pas ingéré quotidiennement plus de 200 pg de dexaméthasone. Ces
femelles, ainsi que des femelles témoins de méme stade gravidique, ont
été sacrifiées aux 18eme, 19¢me, 20éme, ou 21&éme jour de gestation.

Des feetus de chacun de ces deux groupes expérimentaux,
arrivés a terme, ont été délivrés par césarienne puis placés a 25° C dans
une atmospheére humide pendant 10, 30, 40, 60, 90, ou 120 minutes (groupe
contrdle), ou 30, 60, et 90 minutes (groupe traité par la dexaméthasone).
Apres le sacrifice, le sang a été prélevé pour le dosage de la testostérone
plasmatique.

4.2.3.2 traitement en aigu des rates gravides ou des nouveau-
nés

Dans une premiére expérience, on a administré a des femelles
gravides, au 18&me jour de gestation, de la dexaméthasone par voie orale
(10 pg/ml d'eau de boisson) et par voie sous-cutanée (500 pg) a deux
reprises (2 8 et & 18 heures). Des femelles témoins ont fait 1'objet de deux
injections d'un méme volume (500 ul) de solvant (NaCl a 0,9 %). Les
animaux des deux groupes ont été sacrifiés le lendemain matin, au
19¢me jour de gestation. Sur les prélevements sanguins et tissulaires,
nous avons dosé la testostérone plasmatique, la LH plasmatique et
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hypophysaire et la GnRH hypothalamique.
Dans une deuxiéme expérience, des feetus de meres intactes ont été
délivrés par césarienne a terme (au 21léme jour) et injectés

immédiatement aprés par voie sous-cutanée soit de 10 pg de

dexaméthasone, soit d'un méme volume (50 ul) de NaCl 4 0,9 %. lls ont été

sacrifiés 30, 60, ou 90 minutes plus tard pour le dosage de la testostérone
plasmatique.

4.2.4 Préparations des plasmas et des hypothalamus pour les
dosages de testostérone, de LH et de GnRH

Les échantillons sanguins des feetus dont les meres ont été traitées
par 'anti-GnRH ou par le solvant ont été rassemblés, en respectant le
sexe et le groupe expérimental, de fagon a disposer d'un volume suffisant
pour les dosages. Ces échantillons ont été prélevés rapidement pour éviter
un stress chez le feetus ; le temps qui s'écoule entre le prélevement du
premier et du dernier feetus d'une portée n'est pas suffisant pour
entrainer une augmentation significative des taux plasmatiques d'ACTH
ou de corticostérone (DUPOUY, communication personnelle).

Les fragments hypothalamiques ont été homogénéisés dans 1 ml
d'HCl1 4 0,1 M, chauffés a 80° C pendant 15 minutes, puis centrifugés. Les
surnageants ont été neutralisés par une solution de NaOH 1 N, tampon
phosphate 0,1 M, de fagon a obtenir un pH de 7,4.

4.2.5 Dosage radioimmunologique de la GnRH et de 1a LH

Les dosages ont été effectués dans le laboratoire du Pr M. AUBERT
a Geneve,

La GnRH a été dosée par radioimmunologie selon une procédure
déja rapportée (AUBERT et coll. 1985) avec le sérum anti-GnRH RR-5. Les
dosages de GnRH ont été effectués en deux séries, pour lesquelles les
valeurs de I'EDgj et des standards internes sont presque identiques.

La LH a été dosée par méthode radioimmunologique a4 double
anticorps, en utilisant le kit préparé par le Dr A.F. PARLOW et distribué
par le "National Hormone and Pituitary Program” (Baltimore, U.S.A.).
L'anticorps NIADDK-anti-rLH S9 a été utilisé et les concentrations
plasmatiques sont exprimées en valeurs de référence NIADDK-RP-1. Les
coefficients de variation inter- et intra-essai sont inférieurs a 15 et & 7 %,
respectivement. |
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Fig. 6 : Testostéronémie du rat male au cours de la période prénatale (ours 18 &4 21 de la
gestation) et au cours de la période postnatale précoce (10 4 120 minutes, ler et 2éme jours).
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4.2.6 Dosage de la testostérone

Le dosage de la testostérone (testostérone totale) a été réalisé avec
le kit DIRIA-TESTOK (CEA-SORIN, Gif-sur-Yvette). Aprés 4 heures
d'incubation a 37° C, la séparation hormone liée-hormone libre est
effectuée par précipitation avec du polyéthyléne-glycol et des anti-
immunoglobines de lapin.

Le sérum anti-testostérone croise a 100 % avec la testostérone, 7,2

% avec la 5a-dihydrotestostérone, 0,81 % avec l'androsténedione, 0,036 %

avec la déhydro-épiandrostérone, 0,030 % avec le 5a-androsténe 3o,17(3-

diol et 0,020 % avec d'autres stéroides tels que l'androstérone, la
progestérone, 1'estrone, ';estradiol, 1'cestriol, le cortisol, la corticostérone
et la désoxycorticostérone. Le coefficient de variation intra-essai est de
1,63 % (n = 12) et celui inter-essai est de 1,78% (n = 10).

43 RESULTATS

4.3.1 Les hormones de I'axe gonadotrope chez I'animal intact

L'ensemble des données expérimentales colligées a partir des
études expérimentales a permis d'établir une courbe montrant 1'évolution
de la testostéronémie chez les males témoins au cours de la période
périnatale (figure 6). La testostéronémie évolue de fagon biphasique a
partir du 18eéme jour de la gestation. Un premier pic dépassant 1 ng/ml
est observé au 19éme jour de gestation ; la testostéronémie décroit ensuite
pour atteindre a terme (au 212me jour) un nadir < 0,5 ng/ml. Tres
rapidement apreés la naissance par césarienne a terme la testostéronémie
s'éleve et atteint & 60 minutes un deuxiéme pic de 'ordre de 3 ng/ml, bien
plus important que le premier pic prénatal. Deux jours apreés la
naissance, les valeurs de la testostéronémie sont plus basses qu'au 18&me
jour de la gestation. Chez les foetus femelles ces valeurs de la
testostéronémie (qui ne sont pas rapportées a la figure 6) sont bien plus
faibles que celles des feetus méales de méme portée pour chaque jour étudié
(< 0,2 ng/ml).
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La teneur du plasma en LH est significativement plus élevée chez les
femelles que chez les méles aux deux stades étudiés de la gestation, au 19éme
et au 212me jour (Tableau II) ; elle augmente dans les deux sexes de fagon
significative entre ces deux stades (Tableau II). Le contenu hypophysaire en
LH a 19 et 4 21 jours ne présente pas de différence sexuelle ; 1la valeur moyenne
est plus basse a 21 jours dans les deux sexes qu'a 19 jours (Tableau II). Le
contenu de I'hypothalamus en GnRH est plus élevé chez le méle que chez la
femelle, tant & 19 qu'a 21 jours ; on ne note pas de variation significative dans
les deux sexes entre les deux stades étudiés (Tableau II). ’

Tableau |l. GnRH hypothalamique, LH hypophysaire et plasmatique chez les feetus males et
femelles intacts au 19éme et au 21éme jour de gestation.

¥4 : iz Jour:
maéles (M) _femellles (F) MvsF males (M) femeliies (F) MvsF

GnRH hypothalamique, 136+1,6 86+13 p < 0,05 12,8+1,0 (ns) 60108 (ns) p <0,001

pg/fragment (22) (18) (13) (9)

LH hypophysaire, 226+12 248+17 n.s. 13,3+3,0 (™) 125+50 (™) n.s.
ng/glande (N (11) n ()

LH plasmatique, 2,6+0,8 7,5+0,8 p < 0,001 153+12 (") 209+12 (**) p<0,01

ng/mi (14) {10) {12) (12)
Le nombre de déterminations est indiqué entre parenthéses.
Comparaison par sexe entre les stades : (ns) (p » 6,05), (**) (p < 0,01) et (***) (p < 0,001).

4.3.2 Influence de I'anti-GnRH sur les hormones de 1'axe gonado-
trope

4.3.2.1 Etude & différents stades de la gestation

La testostéronémie des foetus méles de 18 jours n'est pas significa-
tivement affectée par les injections d'anti-GnRH ou de solvant faites 4 17 jours
(figure 7). Enrevanche, aux jours 19, 20, et 21, la testostéronémie des animaux
injectés d'anti-GnRH la veille est significativement plus basse que celle des
animaux injectés de solvant (figure 7). Chez ces derniers elle est par ailleurs
plus basse a 19 et 4 20 jours que chez les animaux intacts mais non a 21 jours
(figure 7). Chez les femelles, la testostéronémie, dont la valeur est < 4 0,2 ng/
ml chez les animaux intacts, n'est pas affectée par 1'administration d'anti-
GnRH ou de solvant (données non montrées).
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Fig. 8:Testostéronémie (a), LH plasmatique (b) et hypophysaire (c) des feetus males et femelles
de 19 jours de méres surrénalectomisées au 14éme jour de gestation. Les feetus ont été injectés
au 18éme jour d'un anti-GnRH (5 pg) ou d'un méme volume de solvant (500 pl).
Comparaison vs "solvant” chez les males et lesfemelles : n.s. (p > 0,05), * (p < 0,05), **(p < 0,01)
et *** (p < 0,001)

Comparaison vs les males dans les groupes "anti-GnRH" et "solvant” : (n.s.) (p > 0,05), (*) (p <
0,05), (**) (p < 0,01) et (***) (p < 0,001).
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Fig. 7 : Testostéronémie des foetus de rat males injectés a différents stades de la gestation (17,
18, 19, ou 20 jours) d'anti-GnRH (5 p1g) ou d'un méme volume (500 ul) de solvant (propyléne
glycol/NaCl). J18, J19 et J20 indiquent les jours ol I'injection a été pratiquée.

Comparaison des feetus injectés d'anti-GnRH vs les feetus injectés de solvant : * (p < 0,05)
Comparaison des foetusinjectés de solvant usles feetus non traités: (n.s.) (p > 0,05), (*) (p < 0,05)
et (**) (p < 0,01). '

4.3.2.2 Etude & 19 jours de gestation chez des rates surrénalec-
tomisées : .
La testostéronémie des feetus males injectés au 18eme jour d'anti-
GnRH est significativement plus faible que chez ceux injectés de solvant
(figure 8a). Chez ces derniers, la testostéronémie est & un niveau comparable
a celui observé a 19 jours chez les feetus de meéres non surrénalectomisées,
injectées de solvant au 18&me jour (figures 7 et 8a).

Dans les deux sexes, les taux plasmatiques de LH sont significative-
ment plus bas sous l'effet du traitement par 1'anti-GnRH que chez les animaux
injectés de solvant (figure 8b). En revanche, et toujours dans les deux sexes,
le contenu hypophysaire en LH est plus élevé chez les animaux traités par
I'anti-GnRH (figure 8c¢). Chezles femelles injectées de solvant, les taux de LH
dans le plasma et dans 1'hypophyse sont plus élevés que chez les males ; cette
différence n'est pas retrouvée chez les animaux injectés d'anti-GnRH pour la
LH plasmatique (figure 8c).
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4.3.3 Influence de la dexaméthasone sur les hormones de 1'axe
gonadotrope

4.3.3.1 Traitement chronique des rates gravides

Le traitement chronique des rates gravides par la dexaméthasone
abolit les pics plasmatiques de testostérone observés chez les feetus méles
intacts au 19éme jour de la gestation et chez les nouveau-nés une heure apres
la naissance par césarienne (figure 9). Aux différents stades de 1'étude, les
valeurs de testostéronémie des feetus ou des nouveau-nés de meres traitées par
la dexaméthasone sont plus basses que chez les animaux de meéres intactes,
sauf au 18éme jour de gestation, out il n'y a pas de différence significative
(figure 9).

Testostéronémie
4._
E 7**
?n N
o 3 |
] - non traités
2 &~ DXM
14
0.

[/ [/
| 77 71
18 19 20 21 10 30 40 60 90 120 1 2

-l - -
gestation période postnatale
(jours) (10a120 min.et1et2j.)

Fig. 9 : Testostéronémie des foetus et nouveau-nés males de méres intactes ou traitées par la
dexaméthasone (DXM, 10 pg/ml d'eau de boisson) du 15éme au 21&me jour de la gestation.
Comparaison vs les animaux de méres intactes : * (p < 0,05), ** (p < 0,01) et *** (p < 0,001).
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4.3.3.2 Traitement en aigu des rates gravides ou des nouveau-nés

Au 19&me jour de gestation, soit 24 heures apres le traitement des
rates gravides par la dexaméthasone, la testostéronémie des méles et les taux
plasmatiques de LH des feetus des deux sexes sont plus bas que chez les feetus
de méres injectées de solvant (figures 10a et 10b). Les taux plasmatiques de
LH des feetus femelles de méres non traitées par la dexaméthasone sont plus
élevés que ceux des foetus males de méme portée, mais cette différence entre les
deux sexes n'est pas retrouvée chezles feetus de meres traitées par la dexamé-
thasone (figure 10b). Les contenus hypophysaires en I.H sont plus élevés dans
les deux sexes chez les feetus de meéres traitées par la dexaméthasone (figure
10¢). Le traitement par la dexaméthasone n'a pas d'effet significatif sur le
contenu hypothalamique en GnRH dans les deux sexes (figure 10d). Ce
contenu est plus élevé chez les méles que chez les femelles (figure 10d).

a. Testostéronémie b. LH plasmatique
2 0,87 2 407 *
& b
i)
= 0,6 1 " 30
0,41 20
4 7 3
02- 74 solvant | ]
£
DXM &
0,0 0
mailes femelles
c. LH hypophysaire - d. GnRH hypothalamique
_g **(n.s.) o 307
£ 207 T
] «
B ®
g B 90+
107
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0 0 .
males femelles mailes femelles

Fig. 10: Testostéronémie (a), LH plasmatique (b) et hypophysaire {¢) et GhRH hypothalami-
que (d) chez les feetus males et femelles de 19 jours dont les méres ont été traitées au 18éme
jour de la gestation par la dexaméthasone (DXM) ou le solvant (NaCl 0,9 %).
Comparaisonvs "solvant” chez les males et les femelles : n.s. (p > 0,05), * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
et *** (p < 0,001)

Comparaison vs les méles du méme groupe expérimental (solvant ou dexaméthasone) : (n.s.)
(p > 0,05), (*) (p < 0,05) et (***) (p < 0,001).
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Chez les nouveau-nés, l'augmentation progressive de la testostéro-
némie observée chezles méles intacts dans les 90 minutes suivant la naissance
est retrouvée chez ceux qui ont été injectés de solvant a la naissance, mais non
chez ceux qui ont regu de la dexaméthasone (figure 11). Ces traitements n'ont
pas d'effet sur la testostéronémie du nouveau-né femelle (données non rappor-
tées).

Testostéronémie
'é o T n.s.
2 4
’ non traités
3 NaCl
g- DXM, 10 ug
1 pu
1 r77a
25
00—

naissance 30 min. 60 min. 90 min.

Fig. 11: Testostéronémie des nouveau-nés mailes intacts ou traités par la dexaméthasone
(DXM, 10 ug s.c.) ou le solvant (NaCl 0,9 %) immédiatement aprés la naissance a terme par
césarienne.

Comparaison vs les animaux intacts 4 30, 60 ou 90 minutes : n.s. (p > 0,05)

Comparaison vs "NaCl" 4 30, 60 ou 90 minutes : (**) (p < 0,01) et (***) (p < 0,001).

Une heure apres la naissance, la teneur du plasma en LH chez les
males injectés de dexaméthasone est significativement plus basse que chez
ceux injectés de solvant (figure 12a). Une tendance inverse est observée pour
la LH hypophysaire et la GnRH hypothalamique (figures 12b et 120 ; les
teneurs en LH et en GnRH sont plus élevées, mais de fagon non significative,
chez les nouveau-nés injectés de dexaméthasone par rapport aux animaux de
la méme fratrie injectés de solvant (figures 12b et 120.
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4.4 DISCUSSION

4.4.1 Axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire chez les feetus
normaux

Avant de discuter les effets de l'anti-GnRH et de la
dexaméthasone, nous voudrions revenir sur les résultats des dosages des
hormones de l'axe gonadotrope chez l'animal intact dans la période
périnatale. La testostéronémie du feetus male est plus élevée que celle de
la femelle. Ces résultats sont en accord avec ceux de TURKELSON et coll.
(1977), de CORBIER et coll. (1978) et de SLOB et coll. (1980). En revanche,
la teneur du plasma en LH est plus élevée chez la femelle que chez le male
au 19éme et au 21éme jour de la gestation, alors que le contenu de
I'hypophyse en LH est comparable dans les deux sexes. Le contenu de
I'hypothalamus en GnRH est moindre chez la femelle que chez le méle.
Ces résultats suggeérent que le rétro-contrdle négatif de la testostérone sur
la sécrétion de LH, et vraisemblablement de GnRH, est opérationnel au
cours des derniers jours de la gestation.

4.4.2 Influence de I'anti-GnRH

La testostéronémie du feetus male est plus basse le lendemain de
I'injection d'anti-GnRH dés lors que celle-ci est faite apres le 17éme jour
de gestation. Ceci suggeére que le contrdle central de la fonction
gonadotrope hypophysaire s'établit entre 18 et 19 jours de gestation. Par
ailleurs le traitement par 1l'anti-GnRH abolit le pic de testostérone
plasmatique observé chez les faetus normaux a 19 jours de gestation. Il est
donc vraisemblable que l'activation du testicule a ce stade de la gestation
est la conséquence de l'activation de l'axe hypothalamo-hypophysaire
et/ou d'une augmentation de la sensibilité du testicule a la LH circulante.
Chez ces feetus maéles traités par anti-GnRH, la testostéronémie n'atteint
pas toutefois les valeurs trés basses rencontrées chez les femelles de
meres non surrénalectomisées. Cette différence pourrait étre due a une
dose insuffisante d'anti-GnRH ou & l'existence d'une activité
gonadostimulante extra-hypophysaire indépendante d'un controle
hypothalamique, comme cela a été suggéré par HABERT et PICON (1981).
L'anti-GnRH injecté le 19¢me jour de la gestation a néanmoins provoqué
la réduction de la teneur du plasma en LH et 1'augmentation du contenu
hypophysaire en LH. Cet accroissement du stockage glandulaire est



-30.

vraisemblablement le reflet d'une réduction de la sécrétion hypophysaire
de LH liée a la suppression de l'action de la GnRH. Nos données
expérimentales plaident en faveur de l'existence d'une régulation
hypothalamique périnatale de 1'activité gonédotrope hypophysaire et
confortent les observations antérieures de DAIKOKU et coll. (1980 et 1981),
de SALISBURY et coll. (1982) et de MATWIJIW et FAIMAN (1987). Par
ailleurs, nos résultats soulignent que l'activité testiculaire est tributaire
de la LH en fin de la gestation. Ceci est en accord avec les hypotheses de
HABERT et PICON (1981 et 1982). Chez d'autres espéces que le rat, la
sécrétion de la LH hypophysaire apparait dépendante de celle de 1a GnRH
avant la fin de la vie feetale. Ainsi, chez le feetus ovin, dés le 104eme jour
de la gestation, 'hypothalamus contréle la fonction gonadostimulante de
I'hypophyse (MATWIJIW et FAIMAN, 1987). Ces auteurs ont abouti a
cette conclusion a la suite d'expériences au cours desquelles ils ont
administré en bolus un antagoniste de la GnRH.

L'administration de solvant au feetus provoque aussi une
réduction de la testostéronémie a 19 et a 20 jours, moins prononcée
toutefois que celle induite par l'anti-GnRH. L'abaissement de la
testostéronémie qui accompagne l'injection de solvant pourrait étre liée
aux glucocorticoides libérés dans la circulation a la suite de 1'anesthésie
et de la laparotomie de la meére puis de la manipulation de la corne
utérine lors du traitement des foetus. Le fait qu'apres l'injection de solvant
la testostéronémie soit aussi basse chez les feetus de mere
surrénalectomisée que chez ceux de mére non surrénalectomisée suggere
que les glucocorticoides maternels ne doivent pas étre responsables de cet
effet sur la sécrétion de testostérone. En revanche, un effet des
glucocorticoides d'origine feetale ne peut pas étre exclu.

L'anti-GnRH pourrait exercer un effet direct sur le testicule, qui
contient des récepteurs 4 la GnRH (RAESIDE et coll. 1984). Si la
détryptoréline, qui est un analogue de la GnRH, ne réduit pas la réponse
testiculaire a la gonadotropine chorionique humaine (hCQG)
(HUHTANIEMI et CATT, 1985), la buséréline (autre analogue de la
GnRH) stimule en aigu in vivo et in vitro la sécrétion de testostérone par
les cellules de Leydig (SHARPE et COOPER, 1987). Par contre, en
traitement chronique, la buséréline, comme des doses supra-
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physiologiques de LH et d'hCQG, exerce in vitro un effet inhibiteur sur
cette sécrétion (SHARPE et COOPER, 1987). Pour tenter d'expliquer la
divergence des résultats obtenus avec la buséréline, SHARPE et COOPER
(1987) ont étudié l'influence de certaines hormbnes dans la régulation de
la fonction paracrine des cellules de Leydig. Ces auteurs ont observé que
les opiacés et l'ocytocine ne pouvaient étre impliqués ; I'AVP pourrait
jouer un roéle, mais probablement mineur. L'explication de la divergence
des résultats passe plus vraisemblablement par un phénomeéne de
désensibilisation de la réponse testiculaire a4 la GnRH, caractérisé par
une altération de l'activité des enzymes de la stéroidogénése (SHARPE et
COOQOPER, 1982).

4.4.3 Influence de la dexaméthasone

En traitement chronique la dexaméthasone réduit, au terme de la
gestation, la testostéronémie des feetus méles et abolit les deux pics de
sécrétion normalement observés dans les périodes pré- et postnatales. En
traitement aigu, la dexaméthasone prévient aussi l'apparition du pic de
testostérone qui survient peu de temps aprés la naissance. Toutefois, dans
la mesure ou la testostéronémie n'a pas été déterminée dans notre
expérience au-dela de 90 minutes aprés la naissance, nous ne pouvons
pas savoir si l'augmentation de la testostéronémie est définitivement
prévenue ou si elle est seulement différée. La dexaméthasone réduit aussi
la teneur du plasma en LH chez le feetus de 19 jours, de fagon comparable
dans les deux sexes, tandis qu'elle augmente le contenu hypophysaire en
LH ; en revanche, le contenu hypothalamique en GnRH n'est pas
significativement affecté.

L'effet inhibiteur de la dexaméthasone observé sur la
testostéronémie du foetus et du nouveau-né est probablement de nature
pharmacologique compte-tenu des doses utilisées. L'augmentation
spontanée, mais éphémere, de la sécrétion de corticostérone chez le foetus
a 19 jours de gestation et chez le nouveau-né a la naissance (DUPOUY et
CHATELAIN, 1987) n'a pas d'influence notable sur l'activation de 1'axe
hypothalamo-hypophyso-testiculaire. En effet, les pics de la testostérone
coexistent avec ceux de la corticostérone. Il faut cependant souligner que
l'augmentation physiologique de la corticostéronémie au cours d'un
stress peut avoir un impact sur la fonction gonadotrope. En effet, les feetus
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méles de meres injectées de solvant a 18 jours présentent, a 19 jours, une
testostéronémie inférieure a celle des feetus de meres intactes. La
différence entre ces deux groupes expérimentaux pourrait étre liée a un
effet des glucocorticoides libérés a la suite du stress occasionné par la
manipulation de la corne utérine et l'injection des foetus.

L'effet des glucocorticoides, exogénes ou endogénes, sur la
fonction gonadotrope a déja fait 1'objet de quelques travaux. Chez le rat
maile, la dexaméthasone bloque la sécrétion de LH induite par la
manipulation des animaux (handling stress) (EUKER et coll. 1975).
WARD et WEISZ (1980 et 1984) ont montré qu'un stress chez la rate
gravide (illumination répétée de cages de contention du 14 au 21éme jour
de la gestation) prévient l'augmentation de la testostéronémie du feetus
maile. Enfin, SAPOLSKY (1985) a montré que le stress par capture et
immobilisation réduit la testostéronémie de fagon importante chez le
babouin, tout comme l'administration de dexaméthasone.

Le mécanisme par lequel les glucocorticoides affectent la fonction
gonadotrope est imparfaitement connu. Certains arguments
expérimentaux plaident en faveur d'une action hypophysaire. La
dexaméthasone marquée au tritium est en effet capable de se lier
spécifiquement aux cellules gonadotropes et corticotropes (REES et coll.
1977). Par ailleurs la dexaméthasone abolit & une étape postérieure a
l'interaction neurohormone-récepteur la réponse gonadotrope 4 la GnRH
(PADMANABHAN et coll. 1983 ; ROSEN et coll. 1988) et accentue, de fagon
dose-dépendante, le phénomeéne d' "up-regulation " qu'exerce la GnRH
sur ses propres récepteurs (ROSEN et coll. 1988). D'autre arguments
suggeérent une action des glucocorticoides au niveau de l'hypothalamus,
par freinage de la sécrétion de GnRH (SUTER et SCHWARTZ, 1985a et
1985b ; ROSEN et coll. 1988). Les glucocorticoides peuvent enfin agir au
niveau testiculaire, comme cela a été suggéré chez 1'homme (DOERR et
PIRKE, 1976 ; EVAIN et coll. 1976 ; SCHAISON et coll. 1978), en bloquant
la sécrétion de testostérone induite par la LH (revues in SAPOLSKY, 1985
et RIVIER et VALE, 1985). Un tel mécanisme d'action est cependant
I'objet de controverses. MEIDAN et coll. (1985) ont rapporté que la
dexaméthasone n'affecte pas la biosynthése de testostérone par des
cellules de Leydig de rats nouveau-nés traitées par hCG. Nos résultats,
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qui mettent en évidence des effets de la dexaméthasone sur les taux de LH
dans le plasma et 1'hypophyse, comparables dans les deux sexes, ne
permettent pas d'invalider 'hypothése d'une action des glucocorticoides
au niveau du testicule. Celle-ci ne peut étre toutefois ni prédominante ni
exclusive. Nos résultats expérimentaux plaident davantage en faveur
d'une action hypothalamique et/ou hypophysaire, d'ampleur comparable
dans les deux sexes.
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5.1 INTRODUCTION

Dans cette dernie¢re partie de notre travail, nous avons étudié le
role de la sécrétion feetale de testostérone dans le déterminisme du type de
réponse corticotrope au stress a 1'éther. Une telle étude implique d'abolir,
ou tout au moins de réduire, les effets de la sécrétion foetale de
testostérone a défaut de pouvoir pratiquer une orchidectomie feetale in
utero. Un hypogonadisme peut étre induit -comme il vient d'étre présenté-
soit par un anti-GnRH, soit par la dexaméthasone. Ces deux "outils"
pharmacologiques présentent chacun un inconvénient majeur. Avec
I'anti-GnRH, il a été difficile de répéter les expériences car on n'a pu
disposer de ce produit rare qu'en tres faible quantité. Par ailleurs, il a été
nécessaire d'opérer & plusieurs reprises les femelles gravides et
d'injecter tous les feetus, ce qui fait courir un risque élevé de mortalité
post-opératoire. La dexaméthasone, aux doses utilisées, induit une
hypotrophie corporelle et surrénalienne, ce qui géne par la suite
l'interprétation de la réponse corticotrope au stress a 1'éther.

Compte-tenu de ces difficultés, nous avons préféré utiliser une
autre approche expérimentale en pratiquant un blocage pharmacologique
de l'activité aromatase. Nous avons vu précédemment qu'une réponse de
type male au stress a 1'éther pouvait étre induite chez des animaux
femelles par l'injection d'estradiol ou de testostérone a la naissance
(HARY et coll. 1986). Ces résultats suggeérent que l'action de la
testostérone pourrait étre médiée par son aromatisation en cestradiol.
L'existence d'une activité aromatase dans l'hypothalamus des feetus et
des nouveau-nés des deux sexes nous a incités dans une premiére
expérience a traiter des rates gravides par un inhibiteur de l'aromatase,
1'ATD (1,4,6-androstatriéne 3,17-dione), au cours de la période pendant
laquelle survient chez le feetus male 1'activation de 1'axe hypothalamo-
hypophyso-testiculaire (WEISZ et WARD, 1980).

Nous rappellerons qu'une activité aromatase est présente dans la
période périnatale au niveau de 1'hypothalamus (RAYNAUD et coll. 1971 ;
REDDY et coll. 1974), tout comme dans le systéme limbique (REDDY et
coll. 1974). L'importance physiologique supposée du pic prénatal de
testostérone est a mettre en relation avec l'évolution de l'activité
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aromatase. Celle-ci présente un maximum au 19¢éme jour de gestation,
contemporain de celui de la testostéronémie (GEORGE et OJEDA, 1982).
L'activité aromatase est plus faible & 21 jours qu'a 19 jours mais
augmente a nouveau dans les cinq premiers jours de la vie extra-utérine,
pour décliner ensuite rapidement, atteignant au terme de la premiére
semaine de la vie postnatale un niveau comparable & celui de 1'adulte
(GEORGE et OJEDA, 1982).

Dans une deuxiéme expérience, nous avons traité in utero tous les
feetus d'une méme portée par de l'estradiol en espérant obtenir chez les
feetus maéles ainsi traités une "déféminisation” du mode de réponse
corticotrope au stress a l'éther lorsque les animaux auront atteint 1'age de
30 jours. L'injection d'eestradiol a été réalisée au 19éme jour de la
gestation, c.a.d. au moment ol survient le pic prénatal de testostérone
dans le plasma (WEISZ et WARD, 1980).

5.2 PROTOCOLES EXPERIMENTA UX

5.2.1 Traitement des rates gravides par un inhibiteur de
l'aromatase

Des rates gravides ont été injectées par voie sous-cutanée chaque
jour, du 17éme au 212me jour de la gestation, soit d'ATD (inhibiteur de
l'aromatase : 1,4,6-androstatriéne 3,17-dione, Steraloids, 5 mg par rate),

soit d'un méme volume (100 pl) de solvant (alcool benzylique/DMSO, v/v).

Certaines rates gravides des deux séries expérimentales ("ATD" et
"solvant") ont été sacrifiées par décapitation & terme (au jour 21 de la
gestation), 3 heures environ aprés la derniére injection d'ATD ou de
solvant. Leurs foetus ont été prélevés par césarienne ; les méles ont été
maintenus a 25° C pendant 0 ou 90 minutes avant d'étre sacrifiés par
décapitation. Des échantillons sanguins ont été prélevés pour dosage de la
testostérone.

Les autres rates gravides des deux groupes expérimentaux
("ATD" et "solvant”), qui ont mené leur gestation a terme, ont donné
naissance a des jeunes, sevrés a I'dge de 21 jours postpartum. Ces jeunes
animaux ont été soumis a une inhalation d'éther de 2 minutes a 1'adge de
30 jours. Leur sacrifice a été réalisé soit juste avant le stress, soit 30
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minutes apres la fin de l'inhalation d'éther ; le sang a été prélevé pour le
dosage de 'ACTH.

5.2.2 Traitement des feetus par I'cestradiol

Apres anesthésie a 1'éther des rates gravides puis laparotomie, les
foetus ont été injectés in utero par voie sous-cutanée, au 19¢me jour de la
gestation, soit d'cestradiol (2 pg), soit d'un méme volume de solvant (50 pl
d'huile d'olive). Ces animaux, nés spontanément a terme, ont été exposés
a une inhalation d'éther au 30éme jour de la vie postnatale. Aprés leur

sacrifice, du sang a été prélevé pour les dosages de 1'ACTH, de la
testostérone et de l'cestradiol.

5.2.3 Dosage radioimmunologique de 'ACTH

Le dosage radioimmunologique de 'ACTH plasmatique a été
réalisé sans extraction préalable a l'aide du kit Allegro HS-ACTH
(Nichols Institute, CA 92675, U.S.A.). L'anticorps utilisé pour le dosage
est de type monoclonal et il n'y a pas de réaction croisée avec 'ACTH 1-10°

l'ACTHn_24, I'a-MSH, la B-MSH, et la B-endorphine. Les ccefficients de

variation intra- et inter-essai sont, respectivement, de 3,2 % (n = 20) et de
6,8 % (n = 12). Les taux d'ACTH sont exprimés en pg/ml, 'ACTH g9
humaine étant utilisée comme standard de référence.

5.2.4 Dosage radioimmunologique de la testostérone et de
I'cestradiol

Les dosages de la testostérone et de 1'aestradiol ont été réalisés avec
les kits DIRIA-TESTOK et DIRIA-ESTRK (CEA-SORIN, Gif-sur-Yvette).
Apres 4 heures d'incubation (& 37° C pour le dosage de la testostérone et a
température ambiante pour celui de l'eestradiol) la séparation hormone
liée-hormone libre est effectuée par précipitation avec du polyéthylene-
glycol et des anti-immunoglobines de lapin.

Les caractéristiques du dosage de la testostérone ont été
précédemment indiquées (cf. 4.2.6). Le sérum anti-testostérone croise a
0,05 % avec I'ATD.

Le sérum anti-cestradiol croise & 100 % avec l'eestradiol, 0,7 % avec
I'cestrone, 0,55 % avec l'estriol, 0,007 % avec la 20-hydroxyprogestérone,

0,002 % avec les stéroides suivants : la progestérone, la 17 a-

hydroxyprogestérone, la prégnenolone, 'androsténedione, la testostérone
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et divers glucocorticoides tels que la corticostérone et le cortisol. Le coefficient
de variation est de 6,40 % intra-essai (n = 10) et de 8,53% inter-essai (n = 10).

5.3 RESULTATS

5.3.1 Effets de l'inhibiteur de 1'aromatase

Chez les animaux méles nés a terme de meéres traitées pendant la
gestation par I'ATD ou par le solvant, la testostéronémie est plus élevée une
heure aprés la naissance qu'immédiatement apres (figure 13). La testostéro-
némie est plus élevée chez les animaux de meres traitées par ' ATD que chez
ceux de méres traitées par le solvant, que ce soit juste aprésla naissance ou une
heure plus tard.

Testostéronémie
10 *)

4 * %

ng/ml

solvant
ATD, 5 mg

naissance 60 minutes

Fig. 13 : Testostéronémie des animaux males nouveau-nés dont les méres ont été traitées
chaque jour du 17éme au 21éme jour de gestation par un inhibiteur de I'aromatase, I'ATD (5
mg) ou par le solvant. Le prélévement de sang a été effectué soit immédiatement apreés la
naissance a terme par césarienne, soit une heure apres.

Comparaison vs "solvant” : ** (p < 0,01)

Comparaison vs "naissance” : (*) (p < 0,05) et (**) (p < 0,01)
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Chez les animaux de 30 jours non stressés, ' ACTHémie est comparable
dans les trois groupes suivants : méles nés de meres traitées par le solvant,
maéles et femelles de meres traitées par I'ATD (figure 14). Une demi-heure
apres l'inhalation d'éther, ' ACTHémie des méles, nés de meéres traitées par
I'ATD, est significativement plus élevée que celle des animaux de méme sexe
dont les méres ont été traitées par le solvant ; chez les premiers, 'ACTHémie
ne differe pas significativement de celle observée chez les femelles, nées de
meres traitées par I'ATD (figure 14).

ACTHémie % %k %k (**)
— 12007 * (4%)
% _
2 10007 \
800 \ |
X mailes solvant
6007 : males ATD
400- * 5% ; femelles ATD
] | : (ATD : 5 mg)
1

- 2 minutes 30 minutes

Fig. 14 : ACTHémie des animaux mailes et femelles exposés a 1'éther 4 I'Age de 30 jours apres
la naissance spontanée A terme de méres traitées chaque jour du 17éme au 21&me jour de
gestation par un inhibiteur de 'aromatase, 'ATD (5 mg) ou par le solvant. LACTH est dosée
soit avant le stress (temps - 2 minutes), soit 30 minutes aprés.

Comparaison vs "- 2 minutes" : * (p < 0,05) et *** (p < 0,001)

Comparaison vs "males solvant” & 30 minutes : (**) (p < 0,01)



Foetus injectés a J 19 par cestradiol ou solvant

_é 8007 e

W

Q‘ —

ol 600

S méles solvant

< 400 ] M. cestradiol
" femel. solvant
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Fig. 15 : ACTHémie des animaux males et femelles exposés a l'éther & 1'dge de 30 jours et
injectés in utero au 19¢me jour de gestation soit d'eestradiol (2 pug) soit de solvant. L'ACTH est
dosée soit avant le stress (temps -2 minutes), soit 30 minutes aprés.

Comparaison vs "femelles solvant” & 30 minutes : * (p < 0,05)
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5.3.2 Effets de 1'eestradiol

Les taux plasmatiques d'cestradiol, avant puis aprés inhalation d'éther a
I'age de 30 jours, chez les rats injectés in utero d'estradiol ou de solvant, sont
rapportés au Tableau IIL. Il apparait quel'cestradiolémie est comparable dans
les différents groupes constitués selon le sexe, le type de traitement, avant ou
apres stress, a l'exception toutefois des males injectés in utero de solvant et
étudiés apres stress. Dans ce dernier groupe, en effet, l'cestradiolémie est
significativement plus élevée que chez les maéles traités par l'cestradiol et
étudiés apres stress. La testostéronémie a également été dosée dans les
différents groupes expérimentaux ; les taux sont a chaque fois indétectables (<
ou << 0,2 ng/ml).

Tableau lll. CEstradiolémie (pg/ml) avant ou 30 min. apreés I'inhalation d'
éther chez les rats de 30 jours injectés in utero au 19éme jour de gesta-
tion soit d'cestradiol (2 ug) soit de solvant.

traitement solvan adic¢
avant stress apres stress avant stress apres stress
males 39,6 +£6,8 85,4 £ 15,0 254+64 31,4 £ 2,7
(n=4) (n=6) (h=5) (n=7)
femelles 56,5 +£8,5 63,4 +8,7 209 +3,7 34,5 +4,5
(n = 5) (n=9) {(n =5) (n=12)

** :p =0,01 vs les males "solvant aprés stress"

Les effets d'une injection unique d'eestradiol in utero aux feetus au 19éme
jour de gestation surla réponse corticotrope au stress al'étheral'age de 30 jours
sont présentés a la figure 15. L'ACTHémie avant stress est comparable dans
les différents groupes expérimentaux (méles et femelles injectés d'estradiol ou
desolvant avant lanaissance). Aprésle stress,'ACTHémie est plus élevée dans
les différents groupes ; chezles males "cestradiol” elle est comparable a celle des
males et des femelles "solvant" ; chez les femelles "cestradiol”, 'ACTHémie est
significativement plus élevée que chez les femelles "solvant'. En d'autres
termes, chez les animaux injectés de solvant pendant la vie feetale, il ne semble
plus exister de différence sexuelle dans la réponse au stress éther.
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5.4 DISCUSSION

Nos résultats expérimentaux obtenus chez les animaux dont la
meére a été traitée par I'ATD au cours de la gestation suggérent que
I'aromatisation de la testostérone endogéne en cestrogénes au cours de la
vie feetale influence l'organisation fonctionnelle des structures
neuroendocriniennes impliquées dans la réponse hypophysaire au stress
a l'éther. Ainsi, le traitement de rates gravides par I'ATD réalisé du
17eme au 21eéme jour de la gestation, commencé avant que ne survienne
chez les maéles le pic prénatal de la testostéronémie (WEISZ et WARD,
1980), n'abolit pas la "crise testiculaire” du nouveau-né, marquée par
I'apparition d'un pic postnatal précoce de testostérone plasmatique, mais
confere au jeune male de 30 jours une réponse corticotrope au stress a
I'éther de type femelle.

Nous avons vu que chez les nouveau-nés males, nés de meres
traitées par I'ATD au cours de la gestation, la testostéronémie mesurée
par dosage radioimmunologique est plus élevée que chez ceux de meéres
traitées par le solvant. Cette différence pourrait s'expliquer soit par un
blocage de la conversion de la testostérone en aestradiol chez le feetus du
fait du passage transplacentaire de I'ATD injecté 4 la mére 3 heures
environ avant le sacrifice, soit par une réaction croisée du sérum anti-
testostérone avec I'ATD circulante (évaluée a 0,05 %) au cours du dosage
radioimmunologique de la testostérone. La vérification de cette deuxiéme
hypothése impliquerait d'effectuer le dosage de la testostérone apreés
extraction chromatographique des stéroidés du plasma. Ceci n'a pas été
possible dans nos conditions expérimentales en raison du trop faible
volume des échantillons sanguins dont nous avons pu disposer (50 a 100

pl).

En injectant in utero de l'mstradiol aux feetus nous pensions
obtenir chez les femelles un effet de "déféminisation” du mode de réponse
corticotrope au stress a 1'éther pratiqué a l'dge de 30 jours. Dans nos
conditions expérimentales, nos résultats, non seulement ne confirment
pas l'hypotheése formulée en introduction de ce chapitre, mais sont de
surcroit en discordance avec ceux obtenus par le traitement par 1'ATD.
En effet, I'injection d'cestradiol in utero ne réduit pas comme on pouvait
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s'y attendre ' ACTHémie apres le stress chez les femelles ; chez celles-ci
en effet, 'ACTHémie est méme plus élevée que chez celles traitées in
utero par le solvant. Ces derniéres ont par ailleurs une réponse au stress
comparable a celle des males injectés d'cestradiol ou de solvant.

Pour tenter d'expliquer cette discordance par rapport aux
résultats attendus, on peut avancer les hypotheéses suivantes.
Premiérement, alors que 1'ATD a été administré de fagon répétée aux
rates gestantes, l'estradiol n'a été injecté qu'une seule fois aux feetus,
directement a travers la paroi utérine de rates gravides, laparotomisées
sous anesthésie a 1'éther ; en outre, du fait de la liaison physiologique de

I'cestradiol & des protéines circulantes, en particulier 1'a-feetoprotéine, il

est possible qu'une seule injection d'eestradiol n'ait pas permis
d'atteindre des taux d'eestradiol hypothalamique suffisants pour
"déféminiser" la maturation de certaines voies neuroendocriniennes.
Deuxiémement on peut remarquer que I'ACTHémie des maéles injectés de
solvant dans 1'expérience "cestradiol” est, 30 minutes apres l'inhalation
d'éther, plus élevée que celle des maéles injectés d’cestradiol
semblablement stressés dans 1'expérience "ATD". En d'autres termes, les
premiers ont une réponse "moins masculine” ou "plus féminine". Ceci
pourrait s'expliquer par le fait que la différence sexuelle de la réponse est
absente chez les animaux injectés de solvant dans l'expérience
"cestradiol”. Il est vraisemblable que dans cette derniére expérience, la
stimulation de la sécrétion de glucocorticoides maternels et feetaux, liée a
I'anesthésie des rates gravides a l'éther, a la laparotomie et a l'injection
des feetus & travers la paroi utérine, soit bien plus grande que lors de
l'administration par voie sous-cutanée, méme répétée, de solvant a des
femelles non anesthésiées et non laparotomisées dans l'expérience
“ATD”. Or, le stress de la rate gestante déprime la sécrétion prénatale de
testostérone chez les feetus méles qu'elle porte (WARD et WEISZ, 1980 et
1984). Il en résulte a l'dge adulte une "féminisation” du comportement
sexuel des animaux nés de meres stressées. Il pourrait en étre de méme,
d'une certaine fagon, pour la réponse corticotrope au stress. Cette
hypothése mériterait d'étre soumise a 1'épreuve expérimentale.
L'injection d'cestradiol par voie sous-cutanée a la meére pendant la
gestation pourrait, par contre, éviter, tout au moins dans une certaine
mesure, une sécrétion excessive de glucocorticoides susceptible de
perturber l'activité de 1'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire feetal ;
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néanmoins se poseraient d'autres problémes, en particulier celui de
l'interruption prématurée de la gestation.

On peut souligner aussi que l'augmentation de I'ACTHémie sous
l'effet du stress chez les femelles est nettement plus faible apres
traitement in utero par l'eestradiol qu'aprés traitement par 1'ATD. Les
taux d'ACTH sont en effet environ deux fois plus faibles dans le premier
cas que dans le second. Cette différence pourrait tenir au fait qu'il existe
chez les foetus femelles intacts un peu de testostérone circulante. Celle-ci
est susceptible d'étre convertie en cestradiol, dans une proportion certes
infiniment moindre que chez les méiles dont la testostéronémie est bien
plus élevée. L'apport aux feetus femelles d'un inhibiteur de l'aromatase
pourrait réduire la production d'cestradiol provenant de la conversion de
la testostérone et accentuer chez l'animal de 30 jours postpartum le
caractére "féminin" de la réponse au stress.

Demeure enfin le probleme de savoir pourquoi l'augmentation de
I'ACTHémie apres stress est plus importante chez les femelles traitées a
l'estradiol que chez celles injectées de solvant. Nous n'avons pas de
réponse satisfaisante a cette question.
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La fonction corticotrope de 1'hypophyse, tout comme la fonction
gonadotrope, semble modulée par les hormones sexuelles. En effet, chez
le rat, la réponse corticotrope & un stress a 1'éther varie selon le sexe.

Le premier but de ce travail a été de rechercher si la différence
sexuelle dans la réponse corticotrope 4 un stress a 1'éther, rapportée par
HARY et coll. (1981) a 1'age de 8 jours, est toujours présente chez le jeune
rat & un stade plus tardif du développement. Le stade de un mois
postpartum a été choisi pour deux raisons : tout d'abord par ce qu'il est
plus facile d'étudier a ce stade qu'a 'Age de 8 jours le déterminisme de la
différence sexuelle dans la réponse a4 un stress a 1'éther ; ensuite, parce
que a ce stade l'influence des stéroides sexuels circulants est
certainement tres faible. A 30 jours en effet, les animaux sont en phase
prépubertaire et le taux des stéroides sexuels circulants est trés bas ;
d'ailleurs, ce taux n'est pas significativement influencé dans les deux
sexes par la castration réalisée a 21 jours postpartum (résultats inédits).
Ainsi, les études réalisées a 30 jours offrent l'opportunité d'apprécier
I'éventuelle influence de la sécrétion périnatale des androgénes sur la
fonction corticotrope de 1'hypophyse plutét que celle de la sécrétion
péripubertaire. Or, la période périnatale constitue une période critique du
développement dans la mesure out 1'on observe chez le nouveau-né male
une véritable "crise" testiculaire marquée par une élévation importante,
mais fugace, des taux plasmatiques de testostérone.

Dans une premiére expérience, nous avons confirmé a 30 jours ce
que HARY et coll. (1981) ont observé a 1'dge de 8 jours : 'ACTHémie, qui
s'éleve trés rapidement et de fagon comparable dans les deux sexes juste
aprés l'inhalation d'éther, demeure, dans la demi-heure qui suit, plus
élevée chez la femelle que chez le male.

Nous avons ensuite cherché a savoir si 'effet masculinisant de la
testostérone sur la réponse corticotrope a l'inhalation d'éther, observé a
I'age de 8 jours par HARY et coll. (1986) chez les femelles injectées a la
naissance de testostérone, implique son aromatisation en cestradiol. Pour
cela, nous avons traité des femelles a la naissance par 1'eestradiol et/ou
un anti-cestrogeéne, le clomiféene. Nos résultats montrent qu'une réponse
corticotrope de type maile a l'inhalation d'éther peut étre effectivement
induite chez la femelle par une injection unique d'eestradiol, 4 condition
qu'elle soit réalisée immédiatement aprés la naissance. Cette action de
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l'estradiol est donc limitée a une courte période "ecritique” du
développement postnatal.

Nous avons aussi étudié les hormones post-hypophysaires (AVP et
ocytocine) -qui potentialisent la sécrétion d'ACTH induite par le CRF-
pour savoir si elles peuvent rendre compte, au moins en partie, de la
différence sexuelle de réponse a l'inhalation d'éther. Nous avons dosé
avant et aprés stress les taux d'AVP et d'ocytocine dans 1'hypothalamus,
le lobe neuro-intermédiaire et le plasma périphérique ; nous n'avons pas
observé de différence significative entre les deux sexes. Aussi nous ne
confirmons pas les observations de WILLIAMS et coll. (1985) faites chez
I'animal adulte. Ces auteurs ont montré en effet une réponse post-
hypophysaire au stress par immobilisation, appréciée par 1'élévation des
taux d'AVP et de d'ocytocine dans le plasma périphérique, plus
importante chez la femelle que chez le maile.

HARY et coll. (1986) ont montré que la castration a la naissance
d'animaux délivrés a terme par césarienne, supprime la brusque
augmentation postnatale de la testostérone plasmatique sans affecter le
type de réponse au stress a 1'éther réalisé 8 jours plus tard. En
prolongement de ces travaux, nous avons étudié l'influence de la
sécrétion feetale de testostérone dans l'organisation fonctionnelle des
structures impliquées dans la réponse hypophysaire au stress. Une telle
étude impliquait d'inhiber la sécrétion feetale de testostérone (expériences
avec un anti-GnRH et la dexaméthasone), d'en réduire les effets
(expérience avec un inhibiteur de l'aromatase) ou au contraire de mimer
ces effets (expérience avec 1'cestradiol), suivant 1'hypothese selon laquelle
I'action de la testostérone implique sa conversion en cestradiol.

Avant de réaliser cette série d'expériences, nous avons dosé les
hormones de l'axe gonadotrope chez le feetus intact. Nos résultats
concernant la testostérone confirment ceux de TURKELSON et coll. (1977),
de CORBIER et coll. (1978) et SLOB et coll. (1980) : chez le foetus male, la
testostéronémie est plus élevée que chez la femelle et on note un pic de
testostérone plasmatique a 19 jours de gestation. Les résultats des dosages
de la LH plasmatique et hypophysaire et de la GnRH hypothalamique
suggérent que le rétro-contrdle négatif qu'exerce la testostérone sur la
sécrétion de LH, et vraisemblablement aussi sur celle de GnRH, est
opérationnel au cours de la gestation. Les traitements pendant la vie
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feetale par l'anti-GnRH et la dexaméthasone abolissent le pic de
testostérone plasmatique observé chez les feetus normaux a 19 jours de
gestation ; aussi, le contrdle de la fonction gonadotrope hypophysaire
parait-il s'établir entre 18 et 19 jours de gestation.

L'anti-GnRH et la dexaméthasone freinent efficacement 1'activité
gonadotrope du feetus, mais il parait impossible d'utiliser ces "outils"
pharmacologiques pour étudier l'influence de la sécrétion feetale de
testostérone sur la réponse corticotrope au stress a 1'éther a 30 jours
postpartum. En effet, les expériences avec 1'anti-GnRH ont nécessité une
injection répétée de chaque feetus et donc de pratiquer a plusieurs
reprises une laparotomie des rates gravides ; d'autre part, la
dexaméthasone induit une hypotrophie corporelle. Nous avons donc
préféré une autre approche : le blocage pharmacologique de l'activité
aromatase feetale par I'ATD. Cette drogue a été administrée & des rates
gravides par voie sous-cutanée, chaque jour du 17éme au 21éme jour de la
gestation. Elle n'abolit pas la "crise" testiculaire du rat nouveau-né mais
confere au jeune maéale de 30 jours une réponse corticotrope au stress a
I'éther de type femelle. Ces résultats suggeérent fortement que
I'aromatisation de la testostérone endogéne en cestrogénes au cours de la
vie feetale influence l'organisation fonctionnelle des structures
neuroendocriniennes impliquées dans la réponse hypophysaire au stress
a l'éther pratiquée un mois postpartum. Par contre, nos résultats apres
injection in utero d'eestradiol ne confirment pas cette hypothése et sont
méme en discordance avec ceux obtenus avec le traitement par I'ATD.
Cette discordance pourrait avoir pour explication, au moins partielle, la
différence de modalité d'administration de l'eestradiol par rapport a
1'ATD. L'eestradiol a, en effet, été administré en injection unique aprés
anesthésie a 1'éther, laparotomie des rates gravides et manipulation des
cornes utérines. Une telle procédure est a 1'origine d'une stimulation de
la sécrétion des glucocorticoides foetaux et maternels ; or, on sait que le
stress chez la femelle gestante déprime la sécrétion prénatale de
testostérone chez le feetus maéle et "féminise” son comportement sexuel a
I'age adulte (WARD et WEISZ, 1980 et 1984).

En résumé, il existe une différence sexuelle de réponse
corticotrope au stress a l'éther chez le jeune rat ; le type de réponse est
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déterminé chez le male par la sécrétion feetale de testostérone tandis que
la femelle est encore sensible & la naissance a 1'action masculinisante de
cet androgéne.

Nos résultats suggeérent donc que les hormones sexuelles peuvent
avoir une action sur la fonction hypothalamo-hypophysaire qui n'est pas
limitée a 1'axe gonadotrope. Cette hypothése est renforcée par les travaux
de WILLIAMS et coll. (1985), qui montrent également une différence de
réponse post-hypophysaire au stress chez le rat adulte. Le stress par
immobilisation induit en effet une nette augmentation des taux
plasmatiques d'AVP et surtout d'ocytocine chez la femelle, alors que chez
le male il n'y a pas de variation significative des taux d'AVP et ceux
d'ocytocine n'augmentent que faiblement (WILLIAMS et coll. 1985). La
castration de 1'animal adulte ne modifie pas la réponse post-hypohysaire
au stress chez la femelle ; la réponse de 1'ocytocine est par contre plus
forte chez le male (WILLIAMS et coll. 1985). Afin de savoir si la différence
sexuelle de réponse post-hypophysaire peut faire intervenir les opioides,
puisque ces derniers modulent la sécrétion des hormones
neurohypophysaires, CARTER et LIGHTMAN (1986) ont étudié les effets
de la naloxone. Ces auteurs ont observé qu'un tel traitement augmente la
réponse post-hypophysaire au stress chez la femelle mais non chez le
male. Ils ont ensuite prolongé ces travaux suivant la méme démarche que
nous-mémes et leurs observations vont dans le méme sens que les nétres :
la castration chirurgicale ou pharmacologique (par 1'administration d'un
anti-GnRH) réalisée 2 a 5 jours aprés la naissance 4 terme ne modifie pas
la réponse post-hypophysaire au stress chez le male adulte tandis que
I'injection de testostérone 4 des femelles saines au méme moment de la
vie postnatale leur confere a 1'état adulte une réponse de type maéle
(CARTER et coll. 1988). Dans le méme laboratoire, SARIDAKI et coll.
(1988) ont enfin étudié les effets d'un inhibiteur de 1'activité aromatase
(I'ATD) et de la dihydrotestostérone (DHT), administrés au cours de la
gestation. Des rates gravides ont donc été injectées chaque jour du 17&éme
au 21éme et dernier jour de la gestation ; le traitement par I'ATD ou la
DHT a été poursuivi chez les nouveau-nés du ler au 5&me jour de la vie
postnatale. Les animaux des différentes portées ont été soumis au stress
par immobilisation & 8-12 semaines chez les males et a 12-14 semaines
chez les femelles. Aprés traitement par I'ATD, la réponse de I'AVP au
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stress est augmentée chez le méile. Les auteurs concluent que la
testostérone exerce un effet d'organisation sur les voies
neuroendocriniennes impliquées dans la différence sexuelle de réponse a
ce type de stress via sa conversion en cestradiol. On peut ajouter a cette
conclusion que ce mode d'action n'est pas exclusif car le traitement par la
DHT, qui est un androgéne non aromatisable, donne les mémes résultats
chez le méle que ceux par I'ATD.

Pour notre part, nous n'avons pas observé chez le jeune rat agé de
30 jours de différence sexuelle concernant les taux d'AVP et d'ocytocine
dans le plasma périphérique, le lobe neuro-intermédiaire et
I'hypothalamus, avant et aprés stress par inhalation d'éther. Cela ne
dénie pas toutefois l'existence d'une différence sexuelle de sécrétion
d'AVP et d'ocytocine car nous n'avons pas dosé ces hormones directement
dans le sang porte-hypophysaire. Outre le role que jouent directement ces
hormones sur la sécrétion d'ACTH, il faut considérer leurs effets de
potentialisation sur la réponse corticotrope hypophysaire au CRF. A ce
sujet, HARY (1990) a montré que 1'hypophyse du nouveau-né male ne
parait pas sujette, contrairement a celle de la femelle, a 1'effet de
potentialisation qu'exerce l'ocytocine sur la sécrétion d'ACTH stimulée
par le CRF.

Le (ou les) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les stéroides peuvent
influencer la fonction corticotrope hypophysaire demeure(nt) a4 préciser.
. Soulignons d'emblée qu'une telle analyse des agents modulant la
sécrétion d'ACTH pose de grandes difficultés d'interprétation, qui
tiennent a plusieurs points : ces agents sont multiples, tout comme leurs
sites d'action ; la cinétique d'action varie selon l'agent considéré ; les
effets sur le systéme nerveux central d'un stress dépendent du type de
stress et du stade de l'évolution de 'animal ; le sang porte-hypophysaire
n'est pas facilement accessible pour le dosage des neurohormones et les
études de l'influence des agents modulant leur sécrétion sont donc
limitées par cet obstacle ; le probléme le plus complexe est, en définitive,
de tenter d'intégrer les actions des différents agents, tant les afférences
nerveuses du systéme corticotrope sont nombreuses.

Nous avons déja discuté l'influence possible de 1'AVP et de
l'ocytocine sur la fonction corticotrope, dont la sécrétion est modulée par
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les hormones sexuelles (SKOWSKY et coll. 1979 ; WILLIAMS et coll. 1985 ;
AMICO et coll. 1981). Il faut également mentionner l'influence possible
des stéroides sexuels sur les amines cérébrales qui modulent la fonction
corticotrope (revue in HARY, 1990). Enfin, il convient naturellement
d'examiner la possibilité d'une action directe des stéroides sexuels sur la
fonction corticotrope. Il n'y a pas, & notre connaissance, d'argument pour
supporter une telle hypothése. En particulier, on peut rappeler que
T'estradiol et la testostérone ne modifient pas in vitro la sécrétion d'ACTH
par le lobe antérieur de I'hypophyse (HARY, 1990). Par ailleurs, il n'est
pas rapporté dans la littérature d'effet stimulant des stéroides sexuels sur
l'expression du géne du précurseur de I'ACTH, la pro-opiomélanocortine,
au niveau du lobe antérieur de I'hypophyse.

Les stéroides sexuels modulent donc la fonction corticotrope. En
outre, les stéroides sexuels ont un effet précoce dans la vie périnatale
d'organisation fonctionnelle des structures neuroendocriniennes
impliquées dans la réponse anté- et post-hypophysaire au stress. En effet,
les traitements par la testostérone a la naissance chez la femelle et par
1'ATD au cours de la vie feetale chez le male, modifient le mode de réponse
au stress a l'éther dans la vie postnatale dans un sens non conforme au
sexe génétique des animaux. Il est méme possible que les stéroides
sexuels exercent un effet morphogéne sur les structures
neuroendocriniennes. A ce sujet, TOBET et FOX (1989) ont montré que
l'injection d'androgénes & la naissance chez le rat femelle réduit a 1'age
adulte le nombre de cellules et de fibres a sérotonine et & catécholamines
dans différentes régions du cerveau. Or, ces neurotransmetteurs
centraux jouent un rdle certain dans l'activation centrale de la fonction
corticotrope hypophysaire dans certaines conditions de stress.
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Les données que nous avons présentées concernent le rat. Il serait
fort intéressant de savoir si elles peuvent &tre transposables a d’autres
espéces et a l'espéce humaine en particulier. L'observation faite par
ROFFI (communication personnelle) d'un pic postnatal de
testostéronémie chez le nouveau-né humain apporte un éclairage tout
particulier a cette question. Sachant que le stress réduit la
testostéronémie dans diverses espéces, dont ’espéce humaine, tant chez
I’adulte que chez le feetus (revue in WARD et WEISZ, 1984), on'peut se
demander si la survenue d’un stress dans la vie périnatale peut orienter
tel ou tel type de comportement chez ’adulte dans un sens non conforme
au sens génétique. Par extension, on peut s’interroger sur les
conséquences possibles de diverses aggresions et affections pathologiques
en néo-natologie sur les procesus de maturation, ainsi que sur les
conséquences de la prise en charge thérapeutique de ces affections.
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