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I INTRODUCTION 

1.1. Historique de l'usage des opiacés par l'homme. 

Les opiacés figurent parmi les plus anciennes et les plus importantes substances 
utilisées par l'homme à des fins thérapeutiques puisque les premiers usages comme 
substances médicamenteuses remontent à l'antiquité. L'opium, extrait du pavot, fut 
utilisé par GALIEN, médecin grec du Hème siècle, pour combattre les maux de tête, les 
troubles de la vésicule biliaire, les coliques, les calculs rénaux ainsi que pour calmer 
l'agitation respiratoire liée à l'asthme et aux insuffisances cardiaques. 

L'opium est connu depuis longtemps non seulement pour ses remarquables vertus 
analgésiques, mais également pour ses effets psychotropes. Les grecs l'utilisaient déjà 
durant l'Antiquité tout autant pour l'agrément qu'il procurait que pour ses effets 
médicamenteux. On retrouve dans I'Oeyssée, poème écrit par HOMBRE vers le IXème 
ou Vlllème siècle av. J. C., la trace d'une substance extraite d'une plante, appelée 
népenthes, célèbre dans l'Antiquité grecque comme remède magique contre la tristesse, 
dont les effets, qui procuraient bien-être et tranquillité, sont bien caractéristiques de 
ceux que la Science moderne attribue aujourd'hui aux opiacés. Dans la culture romaine, 
l'opium à une importance patente, ne représentait-on pas SOMNUS, le dieu romain du 
sommeil, portant un récipient empli de jus de pavot. 

Jusqu'à l'aube du XIXème siècle, l'utilisation d'opium à des fins thérapeutiques ou 
psychotropes va rester cantonnée à une petite fraction de la population qui avait accès 
aux pratiques médicales. Le XIXème siècle est néanmoins marqué par deux événements 
majeurs qui vont rendre populaire l'utilisation de l'opium davantage pour ses propriétés 
euphorisantes que pour ses vertus analgésiques. Le premier est l'isolement en 1805 par 
l'allemand SER TURNER du principe actif du pavot, baptisé Morphine par référence au 
nom de MORPHEE, le dieu grec des rêves ; le second est l'invention en 1853 par 
l'anglais WOOD de la seringue hypodermique qui, en permettant l'administration 
intraveineuse plutôt qu'orale de la drogue, accélérera l'apparition de ses effets par 
ailleurs plus intenses. Cependant, l'utilisation abusive de cette drogue n'est pas sans 
conséquences à court ou à long terme puisque, déjà au XYlème siècle, des médecins 
avaient décrit chez les toxicomanes d'une part, les premiers symptômes de la tolérance, 
marquée par l'impérieuse nécessité d'utiliser la drogue à des doses croissantes pour 
obtenir les effets souhaités, et d'autre part, le phénomène de la dépendance physique et 
psychique liée à l'utilisation de l'opium. 

Durant la seconde moitié du XIXème siècle, la morphine utilisée pour ses vertus 
analgésiantes va être administrée à grande échelle notamment en Europe durant la 
guerre de 1870 et aux Etats-Unis au cours de la guerre de Sécession (1861 - 1865), 
mettant ainsi en état de dépendance nombre de soldats rentrés dans leurs foyers. 

Dans l'Europe du XIXème siècle, l'utilisation de cette drogue pour ses vertus 
psychotropes demeurera restreinte à certains milieux intellectuels et littéraires dans le 
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but de stimuler la créativité ou comme échappatoire. Mais, peu à peu, l'usage abusif de 
la morphine va s'amplifier et s'étendre à l'ensemble du corps social. 

Au début du XX.ème siècle est synthétisée l'héroïne, molécule de morphine sur 
laquelle sont greffés deux groupements acétyles (Fig. 1) qui, grâce à sa plus grande 
liposolubilité, pénètre plus facilement dans le système nerveux et agit plus rapidement 
que la morphine. La mise sur le marché de l'héroïne va être à l'origine d'un des fléaux de 
ce siècle, à savoir la dépendance aux drogues dures, opiacés en général, héroïne en 
particulier. 

Dans notre société actuelle, la consommation accrue d'héroïne, constitue un des 
problèmes majeurs de santé publique. Elle représente un véritable danger tant sur le 
plan sanitaire que sur le plan socio-économique dont les effets dévastateurs ne sont pas 
encore pleinement inventoriés. Dans notre seule région du Nord-Pas-de-Calais, on 
estime à 10.000 personnes environ le nombre de consommateurs d'héroïne devenus 
dépendants, en France 160.000 personnes héroïnomanes ont recours au système 
sanitaire et social (données de l'OFDT 1996). 

N-CH 
/-, 3 

1 CH- c-o 
3 Il 

0 

\ 
o-c -cH 

Il 
3 

0 

OH 

Héroïne Morphine 

Figure. 1 : Structures chimiques de la morphine et de l'héroïne 

1.2. Héroïne et grossesse : données cliniques. 

L'extension actuelle de la toxicomanie, qui est à mettre en relation avec la crise 
socio-économique que traverse notre société, touche de plus en plus largement une 
population jeune. Celle-ci, en âge de procréer, prend le plus souvent inconsciemment le 
risque d'exposer in utero embryon ou foetus à des drogues parmi lesquelles figurent en 
bonne place l'héroïne, la morphine ou ses dérivés. 

Les premières observations des effets de ces drogues sur le foetus durant la 
grossesse ont été rapportées dès 1875 (in COBRINIK et coll. 1959), mais il a fallu 
attendre les années 70 pour que les conséquences de ces toxicomanies sur la grossesse 
aient pu être mieux définies sur la base d'études portant sur plusieurs centaines de cas 
(ZELSON et coll. 1971 ; OSTREA et coll. 1979). 
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Il convient cependant de souligner que les effets d'une consommation d'héroïne 
sur la grossesse dans bien des cas, ne sont pas faciles à inventorier, d'une part, en raison 
de l'absence ou de la faible organisation, dans de nombreux pays, d'une surveillance 
médicale prénatale institutionnalisée et d'autre part, en raison du fait que de nombreux 
toxicomanes vivent en marge des organisations sanitaires. 

Plusieurs auteurs attribuent à la toxicomanie liée aux opiacés, un accroissement 
significatif de la fréquence des avortements (14,3% pour FRAZER 1976 ; 29,8% pour 
STOFFER 1968), une augmentation de la fréquence des accouchements prématurés 
(15 à 35%), un risque accru d'anémie dans 30% des cas et surtout un important retard 
de croissance intra-utérin dans près de 40% des cas (BOUTTE et coll. 1988). A ceci 
s'ajoutent des risques importants d'infections associées à la toxicomanie comme les 
maladies vénériennes sexuellement transmissibles (MST), les hépatites virales et surtout 
le Syndrome d'lmmunodéficience Acquise (SIDA) souvent dues à une contamination 
sanguine (BONGAIN 1991). 

Néanmoins, c'est chez le nouveau-né que s'observent les conséquences les plus 
marquées de la toxicomanie maternelle. Parmi elles, la plus remarquable est la forte 
diminution du poids à la naissance qui reste inférieur à 2500 g chez 40% des enfants 
exposés in-utéro à ces drogues. Le syndrome de sevrage qui se caractérise par un 
ensemble de signes non spécifiques, tant neurologiques que digestifs, est un autre signe 
associé, chez 60 à 90% des nouveau-nés âgés de 1 à 4 jours, à une exposition prénatale 
à l'héroïne. Des anomalies respiratoires ont également été rapportées (OSTREA et coll. 
1979) ainsi que, plus rarement, des effets tératogènes (BONGAIN 1991) chez des 
enfants de mères ayant poursuivi la consommation de drogues tout au long de leur 
grossesse. 

En résumé, les conséquences chez l'enfant d'une prise d'opiacés par la mère 
s'observent dès la naissance. La morbidité accrue chez le nouveau-né est à mettre en 
relation avec la prématurité et l'hypotrophie. Il convient néanmoins de souligner que 
cette morbidité n'est pas exclusivement imputable à ce type de drogue puisque la 
consommation des opiacés est souvent associée à l'usage d'autres éléments nocifs tels 
que l'alcool et/ou le tabac. De surcroît, la précarité des conditions de vie de la mère 
toxicomane est aussi un facteur de risques pour la grossesse. De plus, bon nombre de 
toxicomanes présentent une polyintoxication par prise de barbituriques ou 
d'amphétamines associés à l'héroïne dont les quantités consommées sont souvent très 
variables et difficiles à préciser par les sujets eux-mêmes. 

1.3. Données expérimentales. 

Dans le but de mieux comprendre les risques encourus par les enfants de mères 
toxicomanes, l'utilisation de modèles expérimentaux, impliquant des animaux de 
laboratoire, a permis une étude des modifications physio-pathologiques engendrées par 
une exposition prénatale aux opiacés. 

Différentes études relatives à l'action des opiacés au cours du développement 
périnatal ont été focalisées sur le système nerveux. Les premières, réalisées par 
SLOTKIN et coll. ( 197 5), ont porté sur 1' étude des cellules adrénergiques 
médullosurrénaliennes de rats exposés à la morphine avant et après la naissance ; la 
drogue administrée à la mère atteignant le foetus via le placenta et le nouveau-né via le 
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lait maternel. Ces auteurs ont ainsi montré que l'exposition à la morphine induit, au 
cours des 20 premiers jours de la vie postnatale, un retard de maturation des cellules 
chroma:ffines caractérisé par une diminution de l'activité Dopamine f3-hydroxylase 
(enzyme responsable de la conversion de la Dopamine en Noradrénaline) et par une 
réduction du contenu en catécholamines de la médullosurrénale. Par la suite, avec la 
découverte des récepteurs aux opiacés (PERT et SNYDER 1973 ; SIMON et coll. 
1973 ; TERENIUS 1973) et la caractérisation consécutive de différents types de 
peptides opioïdes endogènes (HUGUES et coll. 1975 ; GOLDSTEIN et coll. 1979), 
les recherches relatives à l'action des opiacés sur le cerveau en développement se sont 
focalisées sur l'étude de ces récepteurs et de leurs ligands endogènes. Cependant, 
compte tenu de la grande variété des protocoles expérimentaux utilisés, de la nature de 
la drogue, de sa fréquence d'administration et de la durée du traitement, il est 
particulièrement difficile d'établir une synthèse cohérente de l'ensemble des résultats 
obtenus au cours de ces multiples études. On peut cependant retenir un fait majeur, à 
savoir qu'une exposition chronique à un opiacé a, sur l'ontogenèse des systèmes 
opioïdes endogènes, des effets délétères bien plus marqués chez l'animal jeune, que 
chez l'adulte (revue in KUHN et coll. 1992). 

Un autre grand axe de recherche a porté sur l'action inhibitrice des opiacés sur la 
croissance du système nerveux central, et a conduit à la découverte, au début des 
années 80, du rôle de facteurs de croissance joué par les opioïdes endogènes au cours 
de l'ontogénèse (revue in HAMMER et HAUSER 1992). En effet, il est maintenant 
bien établi que les peptides opioïdes sont fortement impliqués dans la croissance 
neuronale et gliale du système nerveux, aussi bien au cours de l'embryogénèse que 
durant la période postnatale précoce. Ainsi, un traitement périnatal à la morphine 
perturbe chez le rat à la fois le développement des neurones, celui de la glie ainsi que 
l'établissement des branchements dendritiques (HAMMER et HAUSSER 1992). Par 
ailleurs, plusieurs études relatives à la maturation de différents ensembles neuroniques, 
tels que les systèmes catécholaminergique ou cholinergique, font état d'altérations 
morpho-fonctionnelles occasionnées par une exposition prénatale aux opiacés (KUHN 
et coll. 1992). La morphine administrée à la rate gestante induit à long terme des effets 
sur sa progéniture. Quand celle-ci est devenue adulte, il a été signalé des altérations 
sexuellement dimorphiques du contenu hypothalamique en Noradrénaline (diminution 
de 57% chez la femelle et augmentation de 95% chez le mâle) et des perturbations des 
comportements sexuels (inhibition du comportement de lordose chez la femelle et 
augmentation du comportement de monte chez le mâle) (VATRY et coll. 1985 ; 
V ATHY et KATA Y 1992). 

En résumé, les principales conclusions que l'on puisse tirer de ces différentes 
études concernant les conséquences, chez le nouveau-né, d'une exposition aux opiacés 
au cours de l'ontogenèse sont : 

1. -Une altération de la maturation et du fonctionnement des systèmes opioïdes 
endogènes. 

2. - Une action des opioïdes sur le système nerveux en développement d'une 
part comme agents trophiques, et d'autre part en tant que 
neurotransmetteurs. 

- 5-



3. - Une modification à long terme et probablement permanente du 
fonctionnement des systèmes catécholaminergiques centraux et 
périphériques. 

A ce jour de nombreuses inconnues subsistent cependant en ce qui concerne plus 
particulièrement : 

- la nature des "médiateurs" possibles des effets des opiacés sur les paramètres 
neurochimiques et physiologiques, 

- l'existence éventuelle d'autres effets trophiques des opiacés sur le développement de 
systèmes neuronaux non-opioïdes, 

- l'impact des modifications neurochimiques engendrées par ces drogues sur le 
fonctionnement du système nerveux central. On peut s'attendre en particulier à de 
profondes perturbations des fonctions contrôlées par les catécholamines et les peptides 
opioïdes endogènes chez les animaux exposés à ces drogues avant leur naissance. 

Ces vastes champs d'investigations possibles et la nécessité, dans le contexte 
clinique actuel, de mieux connaître les effets et le mode d'action de ces drogues chez le 
foetus, nous ont conduit à l'étude présente. Pour différentes raisons, qui seront 
développées par la suite, nous avons choisi de limiter provisoirement celle-ci à la 
période postnatale précoce. 

Il est maintenant bien établi que le système catécholaminergique central ainsi que 
d'autres systèmes, sérotoninergique en particulier, jouent un rôle majeur dans le 
contrôle central de l'activité des axes hypothalamo-hypophyso-surrénalien et 
hypothalamo-hypophyso-gonadique. Aussi, sur la base des données expérimentales 
chez le rat et cliniques chez l'homme, nous avons émis l'hypothèse que la prise de 
morphine par la mère pouvait altérer à court terme (foetus et nouveau-né), d'une part le 
métabolisme de plusieurs neurotransmetteurs dans le cerveau et en particulier dans 
l'hypothalamus et, d'autre part, le contrôle central des fonctions corticotrope et 
gonadotrope hypophysaires. 
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Il RAPPELS SUR LE CONTROLE CENTRAL DES FONCTIONS 
CORTICOTROPE ET GONADOTROPE HYPOPHYSAIRES. 

11.1. L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. 

L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien ou plus simplement l'axe 
corticotrope a l'organisation type d'un système neuroendocrinien (fig. 2). Une glande 
endocrine périphérique, la surrénale, par sa partie périphérique, le cortex surrénalien (ou 
corticosurrénale), secrète une hormone stéroïdienne,(cortisol chez l'homme, 
corticostérone chez le rat) responsable des effets physiologiques caractéristiques de 
l'activation de l'axe corticotrope. La corticosurrénale est placée sous le contrôle de 
l'adénohypophyse via l'ACTH (Adrenocorticotropic Hormone) ou corticostimuline, 
elle-même sous le contrôle de l'hypothalamus par l'intermédiaire de neurohormones 
dont la principale est la corticolibérine ou CRF (Corticotropin-Releasing Factor) et, à 
un degré moindre l'A VP ou vasopressine. La synthèse et la sécrétion du CRF par les 
neurones parvocellulaires du Noyau Paraventriculaire (NPV) est tributaire des centres 
nerveux supérieurs. Les glucocorticoïdes surrénaliens (cortisol, corticostérone) 
modulent en retour l'activité du système par un mécanisme de rétrocontrôle (ou feed
back) négatif qui s'exerce à différents niveaux de cet axe. 

L'axe corticotrope est activé de façon aigüe dans diverses situations de stress, 
quand surviennent des modifications du milieu intérieur ou de l'environnement externe 
à l'organisme, ce qui confère à ce système un rôle primordial dans le maintien de 
l'homéostasie et dans la mobilisation de l'énergie métabolique nécessaire à une réponse 
comportementale adaptée. 

L'axe corticotrope présente une activité pulsatile et cyclique ; chez le rat le 
rythme est circadien (période voisine de 24 heures) et la sécrétion de corticostérone est 
maximale ( acrophase) au cours de l'heure qui suit le passage de la phase lumineuse à la 
phase obscure du nycthémère. 

11.1.1. Hypothalamus et corticolibérine (CRF). 

Bien que la notion de facteurs hypothalamiques contrôlant les sécrétions adéno 
ou antéhypophysaires ait été postulée dès les années 40, il a fallu attendre 1981 pour 
que la structure de la corticolibérine (CRF) soit déterminée, suite à son isolement à 
partir d'hypothalamus de mouton (V ALE et coll. 1981 ; SPIESS et coll. 1981 ). Le 
CRF, peptide de 41 acides aminés, est un puissant stimulant de la sécrétion d'ACTH 
(BAIRD et coll. 1982 ; RIVIER et coll. 1982) par les cellules corticotropes de 
l'hypophyse antérieure. D'autres facteurs d'origine hypothalamique (vasopressine ou 
ADH, ocytocine, angiotensine II) exercent aussi un certain effet stimulant sur la 
sécrétion d' ACTH ou, plus généralement, potentialisent l'action du CRF sur 
1' adénohypophyse. 

Le CRF impliqué dans la stimulation de la fonction corticotrope de l'hypophyse 
est synthétisé par des neurones parvocellulaires du NPV dont les axones se projettent 
dans la couche externe de l'éminence médiane (EM) où des terminaisons nerveuses 
viennent au contact de capillaires du système porte hypothalamo-hypophysaire 
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Figure 2 :Voies d'activation et d'inhibition de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien 
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(contacts neuro-hémaux). Le CRF est donc une neurohormone hypothalamique qui, via 
le sang portal, atteint les cellules corticotropes adénohypophysaires, reconnues par des 
récepteurs spécifiques localisés sur leur membrane plasmatique. 

Le NPV reçoit de nombreuses afférences nerveuses ; il est en relation 
fonctionnelle avec le système limbique (amygdale, hippocampe) qui l'informe de l'état 
émotionnel, avec l'organe sous-fornical qui l'informe de la composition physico
chimique du plasma, avec des afférences viscérales du tronc cérébral (noyaux du nerf 
vague et noyaux catécholaminergiques à l'origine de voies noradrénergiques 
ascendantes) qui le renseignent en particulier sur l'état du système cardiovasculaire. Le 
NPV est aussi en relation fonctionnelle avec de nombreux autres noyaux 
hypothalamiques comme le noyau ventro-médian qui centralise les informations sur la 
balance énergétique ou le noyau suprachiasmatique qui joue un rôle important dans 
l'intégration de messages photopériodiques et dans le déterminisme du rythme circadien 
de l'axe corticotrope. 

Cet ensemble de connexions pourrait servir de support anatomique aux 
influences du fonctionnement cérébral sur l'activité de l'axe corticotrope (fig. 3). 

La plupart des systèmes neurochimiques sont capables de moduler l'activité des 
neurones peptidergiques (CRF et A VP) du NPV, impliqués dans le contrôle de l'activité 
de l'axe corticotrope (GUILLAUME et coll. 1987). 

On rappellera brièvement que les neurones à CRF du NPV reçoivent une 
importante innervation noradrénergique en provenance des noyaux Al, A2 et A6 du 
tronc cérébral et du locus coeruleus, et une innervation adrénergique issue des noyaux 
C 1, C2 et C3 de la portion caudale de la médulla. Il est clairement établi que ces 
systèmes catécholaminergiques exercent un contrôle activateur majeur, via des 
récepteurs de type a - adrénergique, sur l'activité des neurones à CRF du NPV, plus 
particulièrement lors de la réponse à un stress (SZAFARCZYK et coll. 1985, 
ECKLAND et coll. 1988, PLOTSKY et coll. 1989). 

Des fibres dopaminergiques contactent des neurones à CRF du NPV ; bien que 
l'effet de la dopamine sur l'axe corticotrope ait été peu étudiée, on peut signaler que l' 
administration d'agonistes dopaminergiques stimule la sécrétion de CRF (revue in 
CALOGERO 1995) et provoque une élévation de la corticostéronémie (KITCHEN et 
coll. 1988). 

Le neuropeptide Y fréquemment colocalisé avec la noradrénaline dans des 
neurones des noyaux catécholaminergiques du tronc cérébral et présent également dans 
des neurones du noyau arqué, est capable de stimuler la sécrétion d'ACTH d'une part 
en augmentant la sécrétion du CRF hypothalamique et d'autre part en potentialisant 
l'action de ce neuropeptide sur l'hypophyse (SUDA et coll. 1993). 

Des fibres nerveuses sérotoninergiques issues de corps cellulaires localisés dans 
les noyaux B7, B8 et B9 du raphé médian, contactent des neurones parvocellulaires à 
CRF du NPV. Il est bien établi que le système sérotoninergique active la libération à la 
fois du CRF et de l'ACTH (revue in FULLER 1992). La sérotonine (SHT) et des 
agonistes sérotoninergiques stimulent la sécrétion de CRF in-vivo et in-vitro. La 
fenfluramine, qui augmente la sécrétion de SHT en bloquant sa recapture, stimule la 
production de CRF par l'hypothalamus (HOLMES et coll. 1982), augmente sa 
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Les neurones peptidergiques ( CRF et A VP) du noyau paraventriculaire, responsables du 
contrôle de la sécrétion d' ACTH par l'hypophyse antérieure reçoivent une riche innervation. 
Ils informent le noyau paraventriculaire de l'humeur (système limbique, hippocampe, 
amygdale), des caractéristiques physico-chimiques du plasma (organe sous-fornical), de 
l'équilibre de la balance énergétique (noyau ventro-médian de l'hypothalamus), de l'état du 
système cardiovasculaire (nerf vague et systèmes noradrénergiques ascendants). 

(d'après : Mormède P. 1988 Les réponses neuroendocrines de stress. Numéro spécial du 
recueil de Médecine Vétérinaire, 1164 (19) : 723-742). 



libération dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire (OLIVER et coll. 1990) et 
élève la corticostéronémie (APPEL et coll. 1991 ). 

Sur la base de données pharmacologiques, il apparaît que de nombreux autres 
neurotransmetteurs semblent également jouer un rôle dans le contrôle central de 
l'activité des neurones à CRF. C'est le cas par exemple pour l'acide gamma
aminobutyrique (GABA) qui exercerait une influence inhibitrice ou pour l'acétylcholine 
et des peptides opioïdes endogènes qui auraient une influence plutôt stimulatrice. 

11.1.2. Hypophyse et corticostimuline (ACTH). 

L' ACTH ( corticostimuline ou corticotropine) est synthétisée dans les cellules 
corticotropes adénohypophysaires (antéhypophysaires) sous la forme d'un précurseur 
de grande taille, la proopiomélanocortine (POMC), clivé ensuite par diverses enzymes 
protéolytiques en différents peptides de plus petite taille, dont l'ACTH. 

Le CRF, qui atteint les cellules corticotropes par le sang portal, stimule la 
sécrétion d'ACTH via sa liaison à des récepteurs membranaires spécifiques couplés aux 
protéines G, et l'activation des systèmes adénylate cyclase/protéine Kinase A (PKA) et 
phospholipase C. L'accroissement rapide de la sécrétion d'ACTH induite par le CRF, 
sécrété de manière pulsative va de pair avec la stimulation de l'expression du gène de la 
POMC et l'augmentation du contenu intracellulaire en ACTH des cellules 
corticotropes. (REISINE et AFFOLTER 1987). Le CRF est également capable, lors 
d'une administration chronique, d'augmenter la proportion de cellules corticotropes 
antéhypophysaires (GERTZ et coll. 1987). 

L'ACTH est un peptide de 39 acides aminés dont les 24 premiers (extrémité N
terminale) constituent la séquence nécessaire et suffisante à la manifestation de son 
action biologique. Sa structure est parfaitement conservée dans l'ensemble des espèces 
(RINIKER et coll. 1972). 

L'ACTH se fixe sur des récepteurs de la membrane plasmique des cellules 
corticosurrénaliennes, récepteurs de haute affinité couplés positivement à l'adénylate
cyclase qui, ainsi stimulée, augmente la production d'AMPc. Une protéine Kinase (PK) 
AMPc-dépendante catalyse la phosphorylation et l'activation d'une enzyme hydrolysant 
les esters de cholestérol présents dans les enclaves lipidiques. Ce mécanisme permet 
l'approvisionnement des mitochondries en cholestérol libre. (fig. 4). 

L'ACTH active aussi le système de clivage de la chaîne latérale du cholestérol 
qui conduit, au sein des mitochondries, à la formation de pregnénolone par 
hydroxylation. Ainsi, l'ACTH augmente la production surrénalienne de cortisol à court 
et à long terme en activant la synthèse d'autres enzymes impliquées dans la biosynthèse 
des glucocorticoïdes (fig. 4). Il en résulte une élévation de la réponse à l'ACTH, lorsque 
la glande a été préalablement stimulée (MURAKAMI et T AKAHASHI 1983 ; 
ARMARIO et coll. 1985) ou une hyporéactivité de la glande à l'ACTH, après une 
absence prolongée de stimulation (BIERICH et coll. 1959). L'action de l'ACTH sur la 
glande surrénale s'accompagne également d'une action trophique au niveau de la zone 
corticale (DAZORD 1983) ; l'hypertrophie surrénalienne est d'ailleurs un des signes 
cliniques mettant en évidence une activation chronique de l'axe corticotrope (SELYE 
1936). 
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11.1.3. Surrénale et corticostéroïdes. 

La glande surrénale des mammifères est constituée de deux tissus endocrines la 
' corticosurrénale à la périphérie et la médullosurrénale au centre, distinctes par leur 

origine embryologique et leurs fonctions. La surrénale est entourée d'une capsule 
conjonctive externe (fig. 5). Chez l'adulte, les cellules les plus nombreuses de la 
médullosurrénale sont des cellules chromaffines qui synthétisent et libèrent dans le sang 
des catécholamines (principalement noradrénaline et adrénaline). Ces cellules, par leur 
origine embryologique, sont assimilables à des cellules sympathiques "post
ganglionnaires". Elles sont innervées par des fibres du nerf splanchnique qui, dans leur 
grande majorité, sont de nature cholinergique préganglionnaire, néanmoins, un 
contingent non négligeable de fibres sont de nature peptidergique. 

ZF CORTEX 

ZR 

Medutla 

Figure 5 : Représentation schématique d'une portion de glande surrénale de mammifère. La corticosurrénale (Cortex) est 
périphérique et la médullosurrénale (Medulla), centrale. La surrénale est délimitée par une capsule fibreuse (C). Le cortex 
est sur la base de critères anatomo-physiologiques, subdivisé en trois grandes zones qui sont, de la périphérie vers le centre, 
la zone glomérulée (ZG), la zone fasciculée (ZF) et la zone réticulée (ZR). 

La corticosurrénale est subdivisée de l'extérieur vers l'intérieur en 3 zones : 
glomérulée (ZG), fasciculée (ZF) et réticulée (ZR) (fig. 5), qui constituent le tissu 
stéroïdien synthétisant des hormones dérivées du cholestérol ; les principales sont 
l'aldostérone (ZG), la corticostérone (rat) ou le cortisol (homme) (ZF, ZR) et des 
androgènes (ZR).La corticostérone et le cortisol appartiennent au groupe des hormones 
dites glucocorticoïdes , elles induisent de nombreux effets métaboliques, 
immunologiques et nerveux et sont libérées sous l'action de l'ACTH. L'aldostérone 
appartient au groupe des minéralocorticoïdes ; elle joue un rôle majeur dans la 
régulation du métabolisme hydrominéral. 
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I/.1.4. Transport des corticostéroïdes. 

La corticostérone, comme l'ensemble des hormones stéroïdes est liposoluble. 
Elle circule dans le sang en grande partie liée (à plus de 98%) à des protéines 
plasmatiques telles que la transcortine ou CBG (Cortisol Binding Globuline) qui couvre 
plus de 80% du transport et l'albumine; un faible pourcentage de corticostérone (moins 
de 2%) circule à l'état libre. 

Chez l'homme, la CBG lie le cortisol avec une haute affinité (constante 
d'association Ka = 760 J...lmol/1 ; concentration plasmatique CP = 0, 7 J...Lmol/1), mais une 
faible capacité. A l'inverse l'albumine est un transporteur de forte capacité mais de faible 
affinité (Ka= 1mmol/l ; CP= 550 J...lmol/1). Il en est de même chez le rat. 

La forme libre constitue fondamentalement la fraction biologiquement active de 
l'hormone. Il semble en être de même pour la forme liée à l'albumine puisque la 
corticostérone associée à cette protéine est capable de passer la barrière hémato
encéphalique et d'atteindre les cellules cibles nerveuses (PERDRIDGE et MIETUS 
1979). Des études récentes sur la transcortine laissent supposer que cette protéine 
pourrait être impliquée dans le relargage "dirigé" du cortisol dans les cellules cibles, soit 
en interagissant avec une protéine de liaison plasmatique (HSU et coll. 1986), soit sous 
l'influence d'une protéase capable de réduire son affinité par le ligand (SCROCCHI et 
coll. 1993). En conclusion, on peut estimer que 20% environ de la sécrétion de 
corticostérone constituent la fraction biologiquement active de l'hormone au niveau du 
système nerveux central. Au niveau d'autres tissus seule la corticostérone libre parait 
susceptible soit de diffuser librement dans les cellules cibles pour induire ses effets, soit 
d'être captée par le foie pour y être dégradée. 

I/.1.5. Les récepteurs aux corticostéroïdes. 

I/.1.5.1. Généralités. 

Les glucocorticoïdes (cortisol, corticostérone) agissent sur leurs tissus cibles via 
leur liaison avec des récepteurs spécifiques. Ceux-ci sont de deux types ; on distingue 
ainsi les récepteurs aux minéralocorticoïdes (MR) et les récepteurs aux 
glucocorticoïdes (GR). Les récepteurs aux glucocorticoïdes ont des affinités très 
différentes pour la corticostérone. Les MR ou récepteurs de type I présentent une 
affinité très élevée pour la corticostérone et l'aldostérone (Kd = 0,5 - 1nM) et une 
affinité bien plus réduite pour la dexaméthasone, un glucocorticoïde de synthèse. Les 
GR ou récepteurs de type II présentent une affinité plus faible pour la corticostérone 
(Kd=2,5-5nM), une affinité très faible pour l'aldostérone et par contre une affinité 
élevée pour la dexaméthasone (KROZOWSKI et FUNDER 1983, REUL et DE 
KLOET 1985). Les concentrations circulantes de glucocorticoïdes étant beaucoup plus 
élevées que celles de l'aldostérone (deux à trois fois supérieures) et les MR présentant 
une affinité 5 à 10 fois supérieure à celle des GR pour les glucocorticoïdes, les MR 
devraient être en permanence occupés par ceux-ci en l'absence d'un mécanisme capable 
d'exclure les glucocorticoïdes des tissus cibles de l'aldostérone. Ceci est le cas 
puisqu'une enzyme, la 11~-hydroxystéroïde deshydrogenase (11~-HSD), abondante 
dans les tissus périphériques, catabolise la corticostérone en 11-déhydrocorticostérone 
ayant peu d'affinité pour les MR ; cette enzyme empêche ou réduit ainsi la liaison des 
glucocorticoïdes aux récepteurs MR et les laisse disponibles pour 1' aldostérone 
(FUNDER et coll. 1988). Les MR et les GR, sont des récepteurs intracellulaires 

- 12-



cytosoliques. Ces récepteurs dans leur forme inoccupée (forme inactivée) sont 
constitués de deux hétéromères : le premier porte deux sites de liaison, l'un pour les 
hormones stéroïdes, l'autre pour l'ADN; le deuxième hétéromère est composé de deux 
protéines dites de choc thermique (hsp 90) de 90 kDa chacune. Ces protéines sont 
libérées lors de la liaison du récepteur avec le ligand, et le complexe stéroïde-récepteur 
(forme activée) migre dans le noyau cellulaire pour se fixer, sous la forme de dimère, à 
l'ADN. En général, il s'agit d'un homodimère constitué de l'association de 2 MR ou de 
2 GR occasionnellement d'un hétérodimère MR-GR (HOLSBOER et BARDEN 1996). 
Les dimères se lient à des "éléments régulateurs hormonaux" (HRE) constitués par une 
séquence commune d'une quinzaine de nucléotides localisée dans la région du 
promoteur des gènes dont l'expression est modulée par les hormones stéroïdes. Ainsi la 
liaison aux HRE du récepteur dimérique sous sa forme activée, entraîne l'activation d'un 
ensemble complexe de facteurs de transcription nécessaires à l'initiation de la 
transcription elle-même, et à l'augmentation de l'expression des gènes cibles. Le retour 
du récepteur à sa forme inactivée nécessite, comme pour son activation, des processus 
de phosphorylation couplés à l'utilisation d'ATP (SCHMIDT et LITWACK 1982, 
MENDEL et coll. 1990). 

Bien que les glucocorticoïdes aient fondamentalement une action génomique, il 
n'est pas exclu qu'ils puissent agir à des étapes post-transcriptionnelles ou encore via 
des récepteurs membranaires, ce qui parait être le cas pour le rétrocontrôle immédiat de 
la sécrétion d'ACTH (revue in SHIPSTON 1995). Des travaux récents suggèrent que 
les glucocorticoïdes pourraient agir via des récepteurs MR et/ou GR autrement que par 
l'interaction avec les HRE, en particulier en interagissant avec d'autres facteurs de 
transcription voire sans interaction avec l'ADN (FUNDER 1996). 

11.1.5.2. Particularités des récepteurs cérébraux. 

Au niveau du système nerveux central, les MR ne sont pas protégés contre la 
fixation des glucocorticoïdes puisque la 11~-HSD est présente dans ce tissu 
(notamment dans l'hippocampe) à un niveau très faible. Par ailleurs, les concentrations 
cérébrales en corticostérone sont beaucoup plus élevées que celles de l'aldostérone 
(YONGUE et ROY 1987). 

Bon nombre d'études relatives à ces récepteurs ont permis de montrer 
clairement que les récepteurs cérébraux de type 1 fixent ainsi préférentiellement les 
glucocorticoïdes et ne se comportent donc pas comme des récepteurs des 
minéralocorticoïdes. Ainsi, les deux types de récepteurs aux corticostéroïdes (type 1 et 
type II) diffèrent par leurs affinités pour la corticostérone, et par leur degré 
d'occupation en condition de base ou de stress. Aux concentrations circulantes basales 
de corticostérone on estime que, les MR sont occupés à 80% par la corticostérone 
tandis que les GR ne sont occupés qu'à 40%. Les MR pourraient donc être 
responsables des actions toniques (ou permissives) de la corticostérone au cours du 
fonctionnement basal de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, indispensable au 
bon fonctionnement de l'organisme. En revanche, en situation de stress, GR et MR sont 
occupés à 95% par la corticostérone (DE KLOET et REUL 1987). Les GR, peu 
occupés dans des conditions basales, le sont fortement quand l'activité de l'axe 
corticotrope est intense (réponse à un stress) ou bien lors d'un traitement aux 
corticoïdes à des doses pharmacologiques. Il a été ainsi proposé que du taux 
d'occupation respectif de ces deux types de récepteurs, dépendent les actions 
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spécifiques des glucocorticoïdes au niveau du système nerveux central (DE KLOET 
1991). 

La distribution des récepteurs centraux aux corticostéroïdes a fait l'objet de très 
nombreuses études (REUL et DE KLOET 1985-1986, SAPOLSKY et coll. 1983, 
SARRIEAU et coll. 1984, FUXE et coll. 1985, VAN EEKELEN et coll. 1987-1988). 
Il apparaît que les récepteurs de type II sont répartis de manière ubiquitaire dans le 
cerveau alors que les récepteurs de type I sont présents en grande quantité dans le 
système limbique et plus particulièrement dans l'hippocampe et le septum. De plus, les 
corps cellulaires des neurones localisés dans des noyaux des systèmes 
monoaminergiques ascendants ( dopaminergique, adrénergique et sérotoninergique du 
tronc cérébral) présentent une forte immunoréactivité à des anticorps monoclonaux 
anti-GR ; ceci suggère que les glucocorticoïdes sont susceptibles de moduler l'activité 
de ces systèmes. (HARFSTRAND et coll. 1986, AHIMA et HARLAN 1990, 
MORIMOTO et coll. 1996). 

11.1.6. La régulation par rétroaction de la fonction corticotrope 
hypophysaire. 

Il existe deux types de rétrocontrôle de l'activité de la fonction corticotrope : 

-la rétroaction courte (short-loop-feedback) exercée par le CRF et l'ACTH, 

- La rétroaction longue (long-loop-feedback) exercé par la corticostérone. 

11.1.6.1. La rétroaction courte. 

Ce type de rétroaction met en jeu l'ACTH et le CRF. Il a été montré que 
l'ACTH est susceptible d'inhiber la sécrétion de CRF hypothalamique et que le CRF 
comme l' ACTH pourraient inhiber leur propre sécrétion (MONTELEONE 1990). 
Cependant, l'importance de ce type de rétroaction semble très limitée puisque ces 
peptides traversent peu ou pas la barrière hémato-encéphalique ; ils ne peuvent agir que 
sur des structures centrales hors barrière telles que l'éminence médiane, l'area postrema, 
la glande pinéale ou le tubercule interpédonculaire. 

11.1.6.2. La rétroaction longue. 

Le principal facteur de contrôle de l'activité corticotrope hypophysaire est la 
corticostérone elle-même. Toutes les composantes de l'axe corticotrope (NPV de 
l'hypothalamus, adénohypophyse) ainsi que les structures centrales situées en amont et 
impliquées dans l'activation ou l'inhibition de cet axe (système limbique en général et 
hippocampe en particulier) possèdent des récepteurs aux glucocorticoïdes. Par leur 
intermédiaire, ces hormones surrénaliennes sont susceptibles de moduler l'activité de 
ces différentes composantes. In fine, la corticostérone est donc capable de contrôler sa 
propre production par un phénomène de rétrocontrôle négatif sur le complexe 
hypothalamo-hypophysaire (KELLER-WOOD et DALLMAN 1984). Les effets 
inhibiteurs de la corticostérone sur les sécrétions de CRF et d'ACTH s'exercent de 
manière différente au cours du temps ; la rétroaction négative de la corticostérone peut 
ainsi être divisée en trois composantes : une rapide, une intermédiaire et une tardive. 

Le rétrocontrôle rapide, intervient entre 10 min. et 2 heures après une élévation 
modérée de la corticostéromie. L'effet inhiteur des glucocorticoïdes sur la sécrétion 
d'ACTH s'exerce principalement sinon exclusivement au niveau hypophysaire, via une 
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interruption du couplage stimulus-sécrétion, sans affecter la biosynthèse de l'ACTH, 
son stockage ou sa dégradation (WIDMAIER et DALLMAN 1983a,b). Cette inhibition 
rapide mettrait en jeu les récepteurs intracellulaires de type II et dépendrait de 
l'induction de nouvelles protéines, dont celle de calmoduline qui, en liant le calcium, 
inhiberait sa mobilisation intracellulaire (ANTON! et coll. 1996). 

La rétroaction dite intermédiaire survient de 2 à 10 h après une exposition 
prolongée à des concentrations plus élevées de glucocorticoïdes. L'effet de ces 
stéroïdes sur l'inhibition de la sécrétion d' ACTH implique la transcription de l'ADN et 
la production de protéines. (McEWEN et coll. 1986). A cette phase de la rétroaction, 
ni la synthèse de l'ACTH ni celle du CRF ne sont perturbées. 

Enfin la rétroaction tardive se traduit par l'inhibition de la synthèse d'ACTH en 
diminuant l'expression des gènes de la POMC dans l'adénohypophyse et du CRF dans 
1 'hypothalamus, la diminution du nombre de récepteurs au CRF et l'inhibition des 
mécanismes de transduction cellulaire du CRF et de l'A VP (Revue in DALLMAN et 
coll. 1994). 

En conclusion, les deux premiers types de rétroactions, rapide et intermédiaire, 
interviendraient probablement lors de la régulation circadienne de la corticostéronémie 
dans des conditions basales voire dans des conditions de stress très modérés et de 
courte durée alors que la rétroaction tardive s'exercerait uniquement dans des 
conditions pathologiques, après un traitement prolongé aux glucocorticoïdes ou dans 
des conditions de stress intenses et prolongés. 

11.1. 7. Ontogenèse de l'axe corticotrope. 

Dès le 13ème jour du développement embryonnaire (E13) peut être avant, les 
surrénales du foetus sont capables de synthétiser et de sécréter spontanément de la 
corticostérone (ROOST 1967). Le contrôle de l'activité surrénalienne par l' ACTH 
adénohypophysaire n'apparaît que vers E16 - E17 (COHEN 1960, DUPOUY et 
CHA TE LAIN 1981) ; la corticostéronémie foetale s'élève progressivement pour 
atteindre son niveau maximum à E 19 avant de décroître. Au cours de cette période, les 
évolutions de l' ACTHémie, de la population des récepteurs surrénaliens à l' ACTH et 
de la corticostéronémie sont parfaitement corrélées (CHATELAIN et coll. 1989, 
BOUDOURESQUE 1988). Les ARN messagers (ARNm) codant pour la POMC 
apparaissent au niveau adénohypophysaire à E 15 (HINDELANG et coll. 1990) puis 
leur taux augmente jusqu'à E21 (GRINO et coll. 1989a). Quant au contenu de 
l'hypophyse en ACTH, il augmente entre E17 et E19, mais chute momentanément à 
E20 (DUPOUY et CHATELAIN 1981, 1984 ; BOUDOURESQUE et coll. 1988) ce 
qui peut être le reflet d'une sécrétion accrue de cette hormone à cette période. 

En fin de gestation le contrôle hypothalamique de la fonction corticotrope 
hypophysaire devient opérationnel. En effet, l' encéphalectornie des foetus in utéro, qui 
détruit l'hypothalamus mais laisse l' adénohypophyse en place dans la selle turcique, 
induit à terme une diminution de l' ACTHémie, une atrophie surrénalienne et une forte 
baisse de la corticostéronémie (DUPOUY et CHATELAIN 1981). Le neuropeptide 
CRF est détecté dans l'hypothalamus en voie de différenciation à E15,5, dans le NPV à 
E 16,5 et dans la partie antérieure de l'éminence médiane à E18 (BUGNON et coll. 
1982). Le contenu hypothalamique en CRF augmente régulièrement de E17 à E21 
(CHATELAIN et coll. 1988). Dans le NPV, les ARNm du CRF sont détectables à E17, 
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leur taux augmente entre E17 et E19 puis diminue jusqu'à E21 (GRINO et coll. 1989a, 
BARAM et LERNER 1991).In vitro, le CRF et à un degré moindre l'AVP stimulent la 
sécrétion d' ACTH par des adénohypophyses collectées à E 17, E 19 et E21 (DUPOUY 
et CHATELAIN 1984 ; DELOFF et coll. 1994). Enfin BOUDOURESQUE et coll. 
(1988) ont montré par immunoneutralisation passive à l'aide d'un immunserum anti
CRF que ce neuropeptide régule la sécrétion d' ACTH hypophysaire foetal dès E 17 
toutefois, en fin de gestation, d'autres facteurs sécrétagogues paraissent intervenir dans 
le contrôle central de la sécrétion d' ACTH hypophysaire ; parmi eux figure 1' A VP. 

Les ARNm de l'AVP sont détectés dans le NPV dès E18 (ALMAZAN et coll. 
1989) puis leur taux augmente de E 18 à E21 ; cette évolution est conforme à celle de 
l'A VP mise en évidence par immunohistologie dans l'hypothalamus foetal. (GRINO et 
BURGUNDER 1992a). 

Chez le foetus, la voie via laquelle CRF et A VP atteignent l'antéhypophyse 
n'est pas clairement élucidée tout au moins à un stade précoce du développement 
embryonnaire quand s'établissent les relations fonctionnelles entre l'hypothalamus et 
l'hypophyse. En effet, des connexions vasculaires entre l'éminence médiane et 
l'adénohypophyse se mettent en place entre E12 et E18 (SZABO et CSANYI 1982, 
HALASZ et coll. 1972), mais l'établissement de contacts neurohémaux entre les fibres 
neurosécrétrices et les capillaires du système porte-hypophysaire, n'est pas observé 
avant E18 (BUGNON et coll. 1982, UGRUMOV et coll1985). Ces données suggèrent 
qu'à des stades plus précoces du développement, le CRF pourrait diffuser dans le tissu 
nerveux hypothalamique puis atteindre l'adénohypophyse par la circulation portale. 

Dès E16, l'existence de sites récepteurs MR et/ou GR a été montré in-vitro 
(KITRAKI et coll. 1984). La densité des GR est faible au cours des premiers jours de 
vie extra-utérine aussi bien dans l'hypothalamus que dans l'hippocampe. Cependant, au 
cours de la période périnatale l'affinité de ces récepteurs pour la corticostérone est plus 
élevée que pour des stades ultérieurs. Le taux de ces récepteurs augmente ensuite pour 
atteindre celui de l'adulte entre la deuxième et la troisième semaine après la naissance 
(MEANEY et coll. 1985 ; ROSENFELD et coll. 1993). En ce qui concerne les MR, 
leur concentration est très faible au cours des premiers jours suivant la naissance, puis 
elle augmente fortement pour atteindre à la fin de la première semaine de vie extra
utérine le niveau de l'adulte. Ces récepteurs sont présents uniquement dans la région 
septohippocampale, et à l'inverse des GR ne présentent pas de modification de leur 
affinité pour la corticostérone (revue in ROSENFELD et coll. 1993). Leur expression, 
leur densité et leur caractéristique de liaison ne changent guère entre la première 
semaine de vie extra-utérine et le stade adulte (ROSENFELD et coll. 1988, 
SARRIEAU et coll. 1988,V AN-EEKELEN et coll. 1991). Le contrôle par les 
glucocorticoïdes de l'activité des neurones à CRF ne semble cependant pas s'exercer 
entre E 17 et E 18 puisque, le blocage pharmacologique de la stéroïdogénèse 
surrénalienne par la métopirone (inhibiteur de la 11 I3-hydroxylase ), ne perturbe pas à 
cette période de la gestation l'expression du CRF dans le NPV (BARAM et SCHULTZ 
1992). Néanmoins, entre E19 et E21 sur la base de plusieurs critères physiologiques on 
peut affirmer que le rétrocontrôle exercé par les glucocorticoïdes est opérationnel chez 
le foetus (DUPOUY et CHATELAIN 1984). La CBG est présente dans la circulation 
foetale au début de la 3 ème semaine de gestation, son taux plasmatique est voisin de 
celui de l'adulte (SMITH et HAMMOND 1991 ; ELFAHIME et coll. 1992) puis il 
chute régulièrement au cours des premiers jours de la vie extra-utérine (KOCH 1969 ; 

- 16-



D'AGOSTINO et HENNING 1981 ; DUPOUY et CHATELAIN 1986); il augmente 
ensuite pour atteindre celui de l'adulte 6 semaines environ après la naissance 
(HENNING 1978; SMITH et HAMMOND 1991). 

En conclusion, chez le nouveau-né délivré à terme, 1' axe corticotrope est 
pleinement développé et fonctionne de manière similaire à celle de l'adulte. 

11.2. L'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. 

La partie de ce mémoire relative à l'axe gonadotrope chez le mâle et la femelle 
étant assez restreinte, le fonctionnement de cet axe ne sera rappelé que succinctement. 

11.2.1. L'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire (Fig 6). 

Dans le testicule endocrine, la biosynthèse de la testostérone par les cellules de 
Leydig est sous le contrôle hypophysaire de l'hormone lutéinique (LH), dont la 
synthèse et la sécrétion par les cellules gonadotropes, dépendent de la gonadolibérine 
hypothalamique ou GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) qui atteint 
l'adénohypophyse via le sang porte hypothalamo-hypophysaire. En retour, des 
hormones testiculaires élaborées par les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli 
modulent l'activité de l'axe par divers mécanismes de rétrocontrôle mettant en jeu plus 
particulièrement la testostérone pour la production de GnRH et de LH, et l'inhibine 
pour celle de FSH (Follicule-Stimulating Hormone). 

L'hormone stéroïde majeure produite par le testicule est la testostérone, dont 
les actions s'exercent principalement au niveau des organes de la sphère sexuelle et 
dont les effets biologiques déterminent les caractères sexuels secondaires. 

La testostérone possède également un effet anabolisant et stimule les 
métabolismes protéiques, lipidiques et glucidiques. 

11.2.2. L'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien (Fig 7). 

L'axe gonadotrope de la femelle présente le même type d'organisation que celui 
du mâle. La biosynthèse et la sécrétion par l'ovaire des deux hormones stéroïdes 
majeures l'oestradiol et la progestérone, est sous le contrôle hypophysaire de la LH et 
de la FSH elles-mêmes régulées par la sécrétion pulsatile de GnRH dans le sang porte 
hypothalamo-hypophysaire. En retour, les hormones stéroïdes et peptidiques 
ovariennes modulent l'activité hypothalamique et/ou hypophysaire via de complexes 
mécanismes de rétrocontrôle (feedback) dits positif (activation) ou négatif (inhibition) 
(Fig 7). 

11.2.3. La gonadolibérine hypothalamique. 

La GnRH est un décapeptide dont l'extrémité N-terminale est cyclique 
(pyroglutamyl) et l'extrémité C-terminale amidée. Dans toutes les classes de vertébrés 
les corps cellulaires des neurones à GnRH, relativement peu nombreux (environ 1300 
chez le rat, moins de 3000 chez le babouin et l'homme) et dispersés, sont localisés 
principalement dans l'hypothalamus antérieur. On les trouve au voisinage du septum, 
dans la bande diagonale de Broca, dans la partie ventrolatérale de l'aire préoptique et la 
région suprachiasmatique. Quelques cellules sont également présentes dans 
l'hypothalamus médiobasal et le noyau arqué. 
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Figure 6 :Voies d'activation et d'inhibition de l'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire. 



____ ,.... 

.... 
~ ____ ,.... 

-----
------

f y 
L.---H-yp_o_th_a_l_am_u_s __ ___J, .. - - - -

LH 

GnRH 

Antéhypophyse : cellules 
gonadotropes 

~ ~ FSH 

Ovaire 

Stéroïdes ovariens 
Oestradiol 
Progestérone 

Peptides ovariens 
Activine 
lnhibine 

___ .....;,.,~ Voies d'activation 

------,.... Voies d'inhibition 

Figure 7 :Voies d'activation et d'inhibition de l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien. 



Cependant, tous les neurones à GnRH ne sont pas impliqués dans le contrôle 
hypothalamique de la fonction gonadotrope hypophysaire. Chez le rat 50 à 70% des 
neurones à GnRH seulement ont des terminaisons axoniques au niveau de l'éminence 
médiane (SILVERMAN et coll. 1987, MERCHENTHALER et coll. 1989). Les fibres 
à GnRH sont particulièrement abondantes dans l'éminence médiane et au niveau de 
l'organe vasculaire de la lame terminale (GAUTRON 1992). Les neurones à GnRH 
sont polymorphes, certains ont un aspect « lisse » du fait de la rareté de leurs 
expansions somato-dendritiques alors que d'autres bien plus nombreux ont un aspect 
«épineux» en raison de l'abondance de ces expansions. Ces derniers paraissent 
engagés dans des connexions synaptiques réciproques avec des neurones voisins dont 
quelques neurotransmetteurs ont été caractérisés (DA, noradrénaline, ~ endorphine, 
sérotonine, GABA, NPY). Chez le rat, la libération pulsatile de GnRH dans le sang 
portal implique une certaine synchronisation de 1' activité de ces neurones 
hypophysiotropes à gonadolibérine, situés dans l'aire préoptique. Cette synchronisation, 
pour être réalisée, doit impliquer l'intervention d'afférences neuronales établissant, 
avec les neurones à GnRH un véritable réseau fonctionnel. 

L'activation de la fonction gonadotrope hypophysaire met en jeu de très 
nombreux neurotransmetteurs dont la production et/ou la libération dépendent pour la 
plupart, des taux de stéroïdes sexuels dans la circulation. En ce qui concerne les 
relations établies entre les neurotransmetteurs étudiés dans ce travail, et la fonction 
gonadotrope hypophysaire rappelons brièvement : 

1) que des neurones à NPY établissent des contacts synaptiques avec des 
neurones à GnRH et que le NPY stimule la libération de GnRH dans le sang 
porte hypophysaire et potentialise l'action stimulatrice de la GnRH sur la 
sécrétion de LH hypophysaire (revue in DUPOUY 1992). 

2) que des neurones à GnRH sont aussi contactés par des fibres 
catécholaminergiques (DA, NA) et que la NA a une action stimulatrice 
directe sur les neurones à GnRH (revue in DUPOUY 1992). 

3) que des fibres sérotoninergiques établissent des contacts avec des corps 
cellulaires de neurones à GnRH dans l'aire préoptique et avec des 
terminaisons axonales de neurones à GnRH dans l'éminence médiane. De 
plus, la SHT, dont le métabolisme hypothalamique est accru lors de la 
sécrétion de LH en phase préovulatoire du cycle oestrien chez la femelle, 
stimule in-vitro la sécrétion de GnRH (revue in VIT ALE et CHI OC CHIO 
1993). 

Divers autres neurotransmetteurs sont susceptibles de participer, semble t-il à un 
degré moindre, au contrôle activateur de la fonction gonadotrope hypophysaire. En ce 
qui concerne le contrôle inhibiteur de celle-ci, on peut citer, de manière non exhaustive, 
le rôle joué par les peptides opioïdes endogènes (dont la ~ endorphine), le CRF, la 
dopamine ou encore le GABA (revue in DUPOUY 1992). A un moment précis du 
cycle oestrien ou du cycle menstruel, la prédominance de l'activation ou de l'inhibition 
de la fonction gonadotrope dépend d'une part de multiples interrelations fonctionnelles 
entre plusieurs groupes de neurones précédemment cités et d'autre part de l'état 
endocrinien des animaux et, plus particulièrement, des taux de stéroïdes sexuels 
gonadiques dans la circulation (cf Fig. 8). 
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Figure 8 :Représentation schématique et non exhaustive du contrôle de la fonction 
gonadotrope de l'hypophyse antérieure (d'après: DUPOUY JP, 1992, Hormones et grandes 
jonctions. Collection Ellipses, Tome 1, p.l50). 



11.2.4. Gonadotropines hypophysaires. 

La LH et la FSH sont des hormones glycoprotéiques, composées de deux sous
unités distinctes, a et f3, dont les chaînes polypeptidiques sont associées de manière 
non-covalente (PIERCE et PARSONS 1981 ). 

Dans une espèce donnée, la chaîne polypeptide de la sous-unité a est identique 
pour toutes les hormones glycoprotéiques hypophysaires (LH, FSH, TSH) et 
placentaires (HCG). Ces hormones antéhypophysaires sont synthétisées dans les 
cellules gonadotropes (LH, FSH) ou thyréotropes (TSH). La sous-unité a est codée 
par un seul gène alors que les sous-unités f3, spécifiques de chaque hormone, sont 
codées par des gènes différents (PIERCE et PARSONS 1981, COMBARNOUS 1991). 
La synthèse de FSH et de LH est généralement colocalisée dans les mêmes cellules 
gonadotropes. Celle de LH est essentiellement sous le contrôle de la gonadolibérine 
hypothalamique. Celle-ci contrôle la transcription du gène de la LHf3 et stimule à très 
court terme la sécrétion de LH. Ainsi, la sécrétion pulsatile de LH par l'hypophyse 
dépend directement de la pulsatilité des neurones hypothalamiques à GnRH (CALDINI 
et coll. 1991). Les effets de la GnRH sur la transcription du gène de la FSH f3 et sur la 
sécrétion de FSH sont plus discrets que ceux relatifs à la LH. Ceci explique pourquoi la 
GnRH a été initialement, mais de manière trop restrictive, nommée LH-RH (LH
releasing hormone). Bien que la présence de la GnRH soit indispensable à la synthèse et 
à la sécrétion de LH et à un moindre degré de FSH, d'autres facteurs (oestradiol, 
inhibine, activine) peuvent également intervenir (ROTTEN 1991). La synthèse et la 
sécrétion de FSH dépendent de rétroactions exercées par des stéroïdes (oestradiol, 
progestérone, testostérone) et par des facteurs protéiques gonadiques (inhibine, 
activine, follistatine) ayant principalement mais non exclusivement pour cible 
l'adénohypophyse (CALDINI et coll. 1991). A l'inverse, la synthèse et la sécrétion de 
LH dépendent de rétroactions qui s'exercent en majeure partie sur l'hypothalamus et 
aboutissent à une modulation de la pulsatilité (amplitude et fréquence) de la sécrétion 
de GnRH (CALDINI et coll. 1991). Toutefois, comme les neurones à GnRH n'ont pas 
de récepteurs aux stéroïdes (SHIVERS et coll. 1983, WATSON et coll. 1992, 
HUANG et HARLAN 1993), ces derniers ne peuvent agir que par l'intermédiaire 
direct ou indirect d'autres neurones (aminergiques et peptidergiques) qui, pour certains 
d'entre eux, possèdent des récepteurs aux stéroïdes (HERBISON et coll. 1991, 
HERBISON et THEODOSIS 1992). La GnRH, libérée dans le sang portal de manière 
pulsatile, selon une fréquence et une amplitude propres à chaque espèce, agit 
directement sur les cellules gonadotropes via des récepteurs membranaires bien 
caractérisés et induit une sécrétion pulsatile mais permanente de gonadotrophines 
(HAZUM et CONN 1988). 

L'initiation de la sécrétion de LH, induite par la GnRH, implique le calcium et la 
calmoduline. La GnRH provoque l'activation de la phospholipase C, la production 
d'inositol phosphates, et de diacylglycérol, l'activation de la protéine Kinase C (PK-C). 
Ce mécanisme de transduction du signal neurohormonal intervient aussi bien pour la 
libération de LH que pour la stimulation de sa synthèse via la production des ARNm 
des sous-unités a et LH f3. Par ailleurs, puisque l' AMPc stimule également 
l'expression des gènes de ces sous-unités, et que la GnRH augmente sa production, ce 
second messager est un autre candidat potentiel comme médiateur intracellulaire des 
effets de la GnRH (revue in DUPOUY 1992). Chez le mâle, la LH se fixe à des 
récepteurs transmembranaires présents à la surface des cellules de Leydig testiculaires, 

- 19-



et positivement couplés au système adénylate-cyclase/ AMPc.. Par ce biais, la LH 
stimule la synthèse et la sécrétion de testostérone. La FSH stimule aussi la 
stéroïdogénèse leydigienne, mais de manière indirecte via la sécrétion, par les cellules 
de Sertoli dotées de récepteurs à cette hormone gonadotrope, de facteurs diffusibles à 
actions paracrines. Ces deux hormones gonadotropes (LH et FSH) en initiant une 
cascade d'interactions cellulaires au niveau testiculaire sont impliqués dans le 
développement des cellules germinales, la différenciation des cellules myoïdes 
péritubulaires et le bon fonctionnement des cellules de Leydig autrement dit dans le 
contrôle des fonctions exocrine et endocrine des testicules (revue in DUPOUY 1992). 
Chez la femelle, la LH et la FSH sont impliquées dans le développement folliculaire au 
sein de l'ovaire. La FSH stimule la multiplication des cellules de la granulosa et la 
formation de l'antrum. De plus, la FSH, via un mécanisme dépendant de l' AMPc, induit 
la synthèse des récepteurs à la LH sur les cellules de la granulosa, permettant à cette 
hormone d'exercer son rôle trophique sur ces cellules folliculaires pour aboutir à la 
maturation du follicule préovulatoire. La LH est aussi impliquée dans la différenciation 
des cellules de la thèque interne en cellules stéroïdogènes et dans la régulation de la 
stéroïdogénèse alors que la FSH, en stimulant l'aromatase des cellules de la granulosa 
permet la transformation d'androgènes élaborés par les cellules de la thèque interne en 
oestrogènes. Ainsi, la LH et la FSH sont deux des hormones majeures agissant en 
synergie pour assurer la stéroïdogénèse folliculaire. Le pic de LH qui survient en milieu 
de cycle (cycle menstruel ou en proestrus cycle oestrien) accompagné d'un pic plus 
discret de FSH provoque l'ovulation ; la LH initie en phase postovulatoire les 
changements morphologiques et fonctionnels caractéristiques du corps jaune (revue in 
DUPOUY 1992). 

11.2.5. Ontogénèse de raxe gonadotrope. 

Aux environs du 15ème jour du développement embryonnaire, les testicules de 
rat sont capables de synthétiser et de sécréter de la testostérone (McEWEN 1978). La 
LH stimule la sécrétion de testostérone dès E 18,5, au delà de ce stade (entreE 18,5 et 
E 21) la réponse à la LH diminue, tandis que dans les testicules le nombre de cellules de 
Leydig double (HABERT 1993). 

Chez la femelle, les ovaires sécrètent peu d'oestrogènes au cours de la vie 
foetale mais leur sécrétion s'accroit significativement 5 jours après la naissance. Bien 
que les ovaires des foetus répondent à la LH par une production d' AMPc dès le stade E 
14, le contrôle de la stéroïdogénèse ovarienne par les hormones gonadotropes 
adénohypophysaires ne parait pas s'établir de manière indiscutable avant le Sème jour 
postpartum (WENIGER et coll. 1993). 

En ce qui concerne la biosynthèse de LH et de FSH, les cellules gonadotropes 
synthétisent et sécrètent la sous-unité a bien avant de synthétiser la sous-unité P de la 
LH ou de la FSH (SIMMONS et coll. 1990). Ainsi, la sous-unité a libre est décelable 
dans l'ébauche hypophysaire avant même l'individualisation de la poche de Rathke, 
vers le llème jour de gestation chez le rat ; elle constitue un des marqueurs les plus 
précoces de la différenciation hypophysaire. La LH résultant de l'association des sous 
unités a et LH p, apparaît à 17 jours de gestation chez le rat ; son apparition précède 
de quelques heures celle de FSH, décelable par immunohistologie au voisinage de 19 
jours (revue in TARAGNAT 1997). Ces résultats concernant les peptides chez le rat 
ont été confirmés par l'analyse des ARNm des sous-unités a, LHP et FSHP ; en effet la 

-20-



présence de transcrits a est notée dès le llème jour de gestation, celle de transcrits 
LHJ3 et FSHJ3 respectivement vers 16,5 et 17,5 jours (revue in TARAGNAT 1997). 

Chez l'embryon de rat, la GnRH est détectée dès 11,5 jours de gestation, 
exclusivement au niveau de l'épithélium olfactif ; dès lors, les neurones à GnRH 
commencent leur migration le long du septum nasal en direction du cerveau proprement 
dit. Au cours de cette migration, des fibres axoniques de neurones à GnRH se dirigent 
vers l'éminence médiane (revue in EL AMRAOUI 1995). La GnRH est détectée dans 
l'hypothalamus à partir du 12ème jour de gestation (revue in TARAGNAT 1997). 
Après migration, les neurones à GnRH du rat sont en grande majorité localisés dans 
l'aire préoptique (SILVERMAN 1988). En fin de gestation, une augmentation du 
nombre de neurones est observée autour de l'aire préoptique, alors que les neurones à 
GnRH ne sont plus observés dans la région nasale et à proximité du nerf olfactif (revue 
in EL AMRAOUI 1995). 

Les cellules gonadotropes adénohypophysaires répondent à la GnRH dès le 
stade E 18,5, toutefois le contrôle endogène de la sécrétion des hormones 
gonadotropes hypophysaires par la GnRH hypothalamique n'est pas clairement établi 
avant le stade 20,5 (DAIKOKU et coll. 1981). Ces observations montrent la mise en 
place progressive de 1' axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire au cours de la vie 
foetale. Cet axe est fonctionnel avant la naissance puisque la destruction in-utéro de 
l'hypothalamus par encéphalectomie ou l'ablation simultanée du cerveau et de 
l'hypophyse par décapitation dès le stade E 16,5 induisent une inhibition de la 
maturation et du fonctionnement des cellules de Leydig chez le foetus mâle (revue in 
DAIKOKU et coll. 1981). Le contrôle hypothalamique de la fonction gonadotrope 
chez le rat mâle s'exerce dès le stade E 19 et la rétroaction négative de la testostérone 
sur la libération de LH et probablement celle de GnRH semble opérationnelle aux 
stades El9 et E21 de la gestation (LALAU et coll. 1990a,b). 

L'ensemble de ces données et bien d'autres apporte la preuve que, à la 
naissance, l'axe gonadotrope du nouveau-né mâle est fonctionnellement en place (revue 
in TARAGNAT 1997). Au cours de la vie foetale, l'activité endocrine du testicule du 
rat est très importante à E19, stade où la testostéronémie est maximale (LALAU et 
coll. 1990a,b). 

11.3. Ontogénèse de systèmes neuronaux hypothalamiques impliqués dans le contrôle 
des fonctions corticotrope et gonadotrope hypophysaires. 

11.3.1. Le système sérotoninergique. 

Chez le rat adulte, les fibres sérotoninergiques qui innervent l'hypothalamus ont 
pour origine des corps cellulaires des noyaux du raphé et des neurones à 5HT présents 
dans l'hypothalamus dorso-médian (FRANKFURT et coll. 1981 ; STEINBUSCH et 
NIEUWENHUYS 1981). Les premiers neurones sérotoninergiques des noyaux B4 et 
B9 du raphé, du mésencéphale et de la protubérance apparaissent dès le stade E13 du 
développement embryonnaire. Des projections nerveuses ascendantes à destination du 
diencéphale en général et de la région hypothalamique en particulier ont été mises en 
évidence entre E14 et E15 (WALLACE et coll. 1983). Au stade E16, quelques fibres 
sérotoninergiques en provenance des noyaux du raphé innervent la portion dorsa
caudale du 3 ème ventricule et la région suprachiasmatique (UGRUMOV et coll. 
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1986) Deux jours plus tard, un réseau dense de fibres sérotoninergiques apparaît 
autour du 3 ème ventricule (UGRUMOV et coll 1985b) ainsi qu'au niveau du chiasma 
optique, de 1' aire préoptique, du septum, de 1' organe vasculaire de la lame terminale et 
de quelques noyaux de la région médiobasale de l'hypothalamus (UGRUMOV et coll 
1986). L'éminence médiane reçoit aussi un important contigent de fibres à 5 HT, mais à 
ce stade (E 18) ces fibres se terminent pour la plupart dans la zone sub-épendymaire et 
au niveau de la zone externe de l' éminence médiane ; peu d'entre-elles atteignent le 
plexus capillaire primaire du système porte-hypophysaire. Chez des rats agés de 9 jours 
des fibres à 5HT établissent des contacts neurohémaux au niveau de la couche externe 
de l'éminence médiane (UGRUMOV et coll 1986). 

Les données de la littérature relatives au développement et au fonctionnement 
des récepteurs de la sérotonine sont assez peu nombreux, de plus, ces récepteurs sont 
polymorphes. HELLENDALL et coll (1992) ont détecté chez le rat la présence 
d' ARNm codant pour différents types de récepteurs à la sérotonine dès le stade E 14 
(récepteurs 5HT 1c dans le plexus choroid et 5 HT JA dans les noyaux B4 et B9 du raphé) 
et au stade E18 (récepteurs 5 HT2 dans le cortex cérébral) . A des stades précoces du 
développement foetal , la population de récepteurs à la 5HT est élevée puis elle diminue 
ensuite pour atteindre les taux de l'adulte (UZBEKOV et coll 1979). 

La mise en place du système sérotoninergique central suggère que la Sérotonine 
pourrait entre autre jouer un rôle dans le contrôle neure-endocrinien de fonctions 
adénohypophysaires du foetus à des stades précoces du développement intra-utérin. 
UGRUMOV et coll. (1985a) ont émis l' hypothèse que la Sérotonine circulant dans le 
liquide céphalo-rachidien (LCR) peut à des stades précoces de l'ontogénèse moduler 
les sécrétions hypophysaires après avoir été absorbée par les tanicytes puis captée soit 
par des cellules neurosécrétrices, soit par les vaisseaux du système porte 
adénohypophysaires. 

11.3.2. Le système catécholaminergique. 

L'hypothalamus du foetus et du nouveau-né comme celui de l'adulte est innervé 
par des fibres catécholaminergiques issues de corps cellulaires de neurones 
hypothalamiques et du tronc cérébraL Dès le 13 ème jour de gestation des fibres 
catécholaminergiques peuvent être mises en évidence dans l'hypothalamus médian. 
(UGRUMOV et coll 1989b), et des neurones présentant une immunoréactivité à la 
tyrosine hydroxylase (enzyme impliquée dans la biosynthèse des cathécolamines via la 
conversion de la tyrosine en DOPA) apparaissent dans l'hypothalamus et le septum. 
(UGRUMOV et coll 1989a). Au 15 ème jour de gestation, ces neurones se répartissent 
de manière bilatérale dans la partie dorsale de l'hypothalamus. Au 18 ème jour, des 
fibres catécholaminergiques sont présentes dans le septum et la bande de BROCA ; 
elles innervent, chez le nouveau-né comme chez l'adulte, des neurones à GnRH 
(WRAY et HOFFMAN 1986). A ce stade du développement intra-utérin, les premières 
terminaisons catécholaminergiques apparaissent dans l'éminence médiane ; par la suite 
leur nombre s' accroit jusque la 4ème semaine après la naissance (UGRUMOV et coll 
1989b ; UGRUMOV et MITSKEVICH 1992). 

Dans le NPV, bien que les premières fibres catécholaminergiques soient 
observées dès le 17 ème jour (KHACHATURIAN et SLADEK 1980) ou au 19 ème 
jour de gestation (HYYPPA 1969). C'est surtout à partir de la naissance que le réseau 
de fibres se développe pour atteindre sa complexité maximale dans le NPV de l'adulte 
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où ces fibres entrent en contact avec des neurones peptidergiques dont ils modulent 
1' activité (FOS TER et coll. 1985). 

Chez le foetus, du 18 ème au 21 ème jour, les neurones catécholaminergiques se 
répartissent dans l'ensemble de l'hypothalamus et plus particulièrement.dans sa portion 
antérieure, puisqu ' on les rencontre plus volontiers dans les noyaux péri et 
paraventriculaires, et, dans une moindre mesure, dans les noyaux suprachiasmatiques et 
supraoptiques ainsi que dans l' aire préoptique médiane (UGRUMOV et coll 1989a). 
Dans la partie ventrale de l'hypothalamus médian et postérieur, un important groupe de 
neurones catécholaminergiques innerve la zona incerta, les noyaux dorsomédians et 
postérieurs de l'hypothalamus ; leurs fibres atteignent latéralement l'éminence médiane 
(UGRUMOV et coll. 1989a). En fin de gestation certains de ces neurones commencent 
à migrer en direction du noyau arqué. 

Au cours de la période postnatale, la répartition des neurones 
catécholarninergiques de 1' hypothalamus n'est pas sensiblement différente de celle 
observée chez le foetus à terme à ceci près que le nombre de neurones augmente dans 
toutes les régions avec 1' âge (UGRUMOV et coll. 1989a). Deux à trois semaines après 
la naissance, les interrelations entre ces neurones et des neurones peptidergiques du 
NPV sont similaires à celles observées chez l'adulte (KHACHATURIAN et SLADEK 
1980). Dans 1' éminence médiane, le nombre de fibres catécholaminergiques et 
l' intensité de leur marquage en immunohistologie augmentent avec l'âge et sont 
maxima vers le 33 ème jour postnatal au moment de la maturité sexuelle (HYYPPA 
1969, LOIZOU 1971 , IBATAetcoll. 1982). 

En conclusion, ces données morphologiques suggèrent que les catécholamines 
pourraient jouer un rôle dès la naissance voire avant dans le contrôle central de 
fonctions adénohypophysaires. Il convient cependant de noter que le système 
catécholaminergique plus que le système sérotoninergique subit d' importantes 
modifications postnatales. La participation éventuelle de ces deux systèmes neuroniques 
dans le contrôle de fonctions hypophysaires au cours de la période postnatale précoce 
sera discuté par la suite. 

11.3.3. Le système NPYergique. 

Les premiers corps cellulaires immunoréactifs au NPY sont détectés dès le 
13ème jour de gestation dans le tronc cérébral du foetus de rat (WOODHAMS et coll. 
1985). Au 14ème jour le NPY est quantifiable par dosage radioimmunologique dans le 
diencéphale (ALLEN et coll. 1984). Dans le tronc cérébral, l' apparition du NPY est 
synchronisée avec le développement des systèmes catécholaminergiques. Ceci n' est pas 
surprenant puisque chez 1' adulte, NPY et catécholamines sont co localisés dans des 
terminaisons de neurones adrénergiques des complexes ventrolatéraux C 1 et dorso
vagaux C2 de la médulla ainsi que dans des terminaisons de neurones noradrénergiques 
des complexes A1, A2, ~ et A.; (EVERITT et coll. 1984). Au cours du développement, 
tous ces complexes neuroniques contiennent du NPY, bien que sa répartition locale 
puisse présenter une certaine hétérogénéité. Ainsi, dans le complexe A.;, le NPY détecté 
par immunohistologie parait peu abondant et cantonné à la partie ventro-médiane du 
locus coerulus ; dans le complexe ~ quelques fibres à NPY sont décelables au 
voisinage du 4ème ventricule (WOODHAMS et coll. 1985). 
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Dans l'hypothalamus, les premiers neurones à NPY apparaissent dans le noyau 
arqué et dans 1' aire dorsolatérale au stade E 14,5. De E 15 à E 17, des fibres à NPY en 
provenance des régions dorsales et ventrales du thalamus atteignent l'hypothalamus. A 
E 18 1 'hypothalamus s'enrichit en fibres et corps cellulaires NPY ergiques 
particulièrement dans les noyaux arqués et paraventriculaires (KA GOT ANI et coll. 
1989). 

Au 19ème jour de gestation, des neurones à NPY de la strie terminale innervent 
la zone préoptique de l'hypothalamus. Dès lors, jusqu'à la naissance (E 21), le nombre 
de corps cellulaires et de fibres et NPYergiques augmente dans l'hypothalamus, 
particulièrement dans les noyaux arqués, dorsomédio-latéraux et paraventriculaires 
(KAGOTANI et coll. 1989). A la naissance, la distribution des neurones à NPY dans le 
cerveau est pratiquement identique à celle observée chez l'adulte (WOODHAMS et 
coll. 1985). 

Après la naissance, le marquage immunocytochimique du NPY intéresse 
principalement des fibres nerveuses, toutefois des corps cellulaires situés dans les 
noyaux arqués restent bien marqués (KAGOTANI et coll. 1989). 

Ces données suggèrent donc que le système NPY ergique du cerveau se met en 
place au cours de la dernière semaine de la vie foetale. On ignore quel est son rôle chez 
le foetus, néanmoins compte tenu de ce que l'on sait chez l'adulte, on peut émettre 
l'hypothèse qu'il puisse participer dès la naissance au contrôle multifactoriel des 
sécrétions hypophysaires de LH et d' ACTH, de manière directe (via la sécrétion dans le 
sang portal) et/ou de manière indirecte (via le contrôle des neurones à GnRH et à 
CRF). 
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Etude Préliminaire : 

Evolution des métabolismes hypothalamiques de neurotransmetteurs 
(Sérotonine, Noradrénaline, Dopamine, Neuropeptide Y) en relation avec 
l'activation des axes gonadotrope et corticotrope au cours de la période 
postnatale précoce chez le rat. 
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1. INTRODUCTION 

Au cours de la gestation, le foetus vit dans des conditions privilégiées lui 
permettant de laisser certains organes au repos ou au semi-repos. Les échanges gazeux 
étant assurés par le placenta, le système pulmonaire est pratiquement quiescent; les 
besoins métaboliques étant également assurés par des échanges transplacentaires, 
l'appareil digestif et les reins fonctionnent au ralenti, bien que le foetus déglutisse du 
liquide amniotique et produise de l'urine. Enfin, le foetus in utéro n'a pas à assurer la 
thermorégulation. Son séjour dans l'utérus est néanmoins marqué par l' organogénèse, 
la mise en place de fonctions vitales, d'interrelations fonctionnelles entre divers organes 
et tissus et la préparation de la vie extra-utérine. Par ailleurs, la circulation du sang dans 
1' appareil cardio-vasculaire est permanente mais elle s'effectue, là encore, de façon 
privilégiée. Les résistances systémiques sont basses, et la circulation pulmonaire est 
quasiment au repos. A la naissance, tous ces systèmes vont devoir s'adapter 
brutalement aux conditions de vie extra-utérine dans un milieu aérien relativement 
froid, avec des apports de substrats énergétiques à assurer par l'alimentation, des 
déchets à éliminer par le rein et un équilibre hydro-minéral à maintenir. Il existe 
cependant des priorités déterminées par les nécessités de la survie immédiate ; en 
premier lieu viennent l'approvisionnement en 02, le rejet de co2 et le maintien d'une 
glycémie normale. Ceci nécessite d'une part l'adaptation du système pulmonaire et 
l'établissement de la circulation coeur-poumon et d'autre part des modifications 
endocriniennes adaptées pour utiliser les substrats énergétiques stockés pendant la 
gestation (glycogène hépatique, lipides du tissu adipeux) et pour assurer la régulation 
du métablolisme énergétique à partir de substrats endogènes et exogènes. 

Au niveau endocrinien, au cours des toutes premières heures qui suivent la 
naissance, période que nous nommerons « postnatale précoce » (PP) plusieurs systèmes 
endocriniens sont activés, c'est en particulier le cas pour les axes gonadotrope et 
corticotrope. 

Ll. L'hyperactivité testiculaire du nouveau-né. 

L'hyperactivité testiculaire (HAT) du rat nouveau-né se caractérise par un pic 
fugace de sécrétion de testostérone (T) dans les minutes qui suivent la naissance 
(CORBIER et coll. 1978; PANG et coll1979; SLOB et coll. 1980). Cette activation 
testiculaire néonatale entraîne, parallèlement à l'augmentation de la testostéronémie, 
une intense et éphémère élévation du contenu de l'hypothalamus en T et de son dérivé 
par aromatisation, l'oestradiol (E2), (CORBIER et coll. 1981 ; RHODA et coll. 1983, 
1984). L'HAT n'est pas propre au rat ; elle a été retrouvée chez plusieurs espèces de 
mammifères dont la souris, le poulain et l'homme (CORBIER et coll. 1990, 1992). Le 
pic de T est lié au fait de naître ; ni le passage de l'obscurité à la lumière, ni 
l'abaissement raisonnable de température entre le milieu intra-utérin et le milieu 
extérieur, ni la chute de la progestéronémie qui accompagne la mise-bas ne sont des 
facteurs susceptibles d'expliquer l'apparition de cette hyperactivité testiculaire aussi 
précoce qu'éphèmère (ROFFI et coll. 1985). L'HAT résulte de l'activation de l'axe 
gonadotrope chez le mâle, puisqu'elle est associée à une sécrétion intense et fugace de 
LH par l' adénohypophyse (ROFFI et coll. 1977 ; SLOB et coll 1980) et à une élévation 
transitoire du contenu hypothalamique en GnRH (CORBIER et coll. 1983b). 
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Ces profondes modifications du milieu hormonal observées en période 
postnatale précoce jouent un rôle essentiel dans la sexualisation définitive du système 
nerveux central (SNC). En effet, il est bien établi, grâce aux travaux de CORBIER et 
coll. (1981 ; 1983a, b; 1992) et de ROFFI et coll. (1986; 1987) que le comportement 
sexuel normal (attitude de monte chez le mâle, de lordose chez la femelle) tout comme 
le caractère acyclique de la sécrétion de LH chez le mâle résultent d'une sexualisation 
du SNC par la T et son dérivé l'oestradiol (E2) au cours de la période périnatale. 
L'HAT est précédée, in utero, d'une activation de l'axe hypothalamo-hypophyso
testiculaire dont l'apogée se situe à 18 ou 19 jours de gestation (WEISZ et W ARZ 
1980 ; HABERT et PICON 1982 ; LALAU et coll. 1990a) ; cette hyperactivité 
testiculaire prénatale pourraît être, quant à elle en relation avec l'organogénèse sexuelle 
de type mâle. 

Tout laisse penser que la T sécrétée par le foetus et le nouveau-né exerce une 
action déféminisante et/ou masculinisante sur le SNC, en désensibilisant l'animal adulte 
aux hormones sexuelles femelles et/ou en le sensibilisant aux androgènes. L'HAT joue 
un rôle dans l'établissement de la réponse sexuellement dimorphique de la fonction 
corticotrope hypophysaire au cours d'un stress plus intense et plus durable chez la 
femelle que chez le mâle (revue in DUPOUY et coll. 1987). L'HAT rend les mâles 
adultes plus sensibles à la T. Les mâles castrés immédiatement après la naissance, avant 
que survienne l'HAT, traités à l'age adulte par de laT ont une fréquence de monte bien 
plus faible que des mâles normaux et nécessitent une exposition plus longue à la T pour 
induire le chevauchement de la femelle en oestrus (CORBIER et coll. 1981). La 
sécrétion, pré et/ou postnatale, de T est aussi impliquée dans l'établissement de 
différences neuroanatomiques observées au niveau du SNC entre mâles et femelles. En 
effet, un noyau (Sexually Dimorphic Nucleus of the Preoptic Area ou SDN-POA) situé 
dans l'aire préoptique médiane de l'hypothalamus est quatre fois plus grand chez le rat 
mâle que chez la femelle ; sa taille diminue chez le mâle castré à la naissance et de ce 
fait privé d'HAT (CORBIER et coll. 1983b). Cependant l'HAT n'est probablement pas 
l'unique responsable de cette différence neuroanatomique puisque la castration du mâle 
ne confère pas à ce noyau une taille comparable à celle du noyau observé chez la 
femelle (CORBIER 1983b). 

Le nouveau-né femelle peut être masculinisé ou déféminisé par un apport unique 
de testostérone ou d'oestradiol (CORBIER et coll. 1983b ). Toutefois le foetus et le 
nouveau-né femelle, sont protégés de cette action de l'Ez sur le SNC par la présence 
dans le plasma d'une protéine de transport, l' a-foeto-protéine (AFP), qui lie les 
oestrogènes avec une forte affinité (ATTARDI et RUOSLAHTI 1976) et de ce fait doit 
réduire son accès aux structures nerveuses centrales. 

Au cours de la période périnatale, le plasma de rat contient en effet de grandes 
quantités d'AFP, qui traverse la barrière hémato-encéphalique et se distribue, pour une 
grande part, dans le liquide extra-cellulaire (PLAPINGER et coll. 1973). 

Le jour de la naissance, la concentration plasmatique en AFP est telle que cette 
protéine pourrait lier des quantités d'E2 beaucoup plus grandes que celles qui sont 
présentes dans le plasma à ce stade (ATTARDI et RUOSLAHTI 1976). Ces différentes 
données plaident en faveur du fait que 1 'AFP joue un rôle clé dans la protection du 
SNC de la femelle contre l'action masculinisante de l'E2 au cours de la période 
périnatale. Par ailleurs, l'axe gonadotrope de la femelle, contrairement à celui du mâle 

-27-



est peu ou pas activé au cours de cette période (PANG et coll. 1979, SLOB et coll. 
1980, RHODA et coll. 1984). 

1.2. L'activité glucocorticoïde surrénalienne du nouveau-né. 

La naissance représente un changement radical d'environnement pour le foetus, 
le nouveau-né se trouve alors exposé à divers stress parmi lesquels figurent 
l'hypothermie, l'hypoxie et l'hypoglycémie (LAGERCRANTZ et SLOTKIN 1986). 
Les glucocorticoïdes et les catécholamines étant par excellence les hormones du stress, 
il n'est donc pas surprenant d'assister à une activation de l'axe corticotrope du 
nouveau-né durant cette période critique du développement. 

En effet, une brusque élévation de la corticostéronémie et de la cortisolémie 
apparaissent dans les premières heures de vie extra-utérine, respectivement chez le rat 
(COHEN et PECHINOT 1979) et chez l'homme (KRAIEM et coll. 1985 ; ROKICKI 
et coll 1990). Cette hyperactivité surrénalienne néonatale est déclenchée par une 
élévation de l' ACTHémie (NAGAYA et WIDMAIER 1993). 

L'hypoglycémie néonatale apparait comme un des facteurs responsables de cette 
activation de la fonction corticotrope hypophysaire.. Durant la période postnatale 
précoce l'hypoglycémie est négativement corrélée avec l'hyper-corticostéronémie. Le 
rat agé de 1 jour est capable de répondre à certains stimuli physiologiques comme par 
exemple l'hypoglycémie néonatale (SANN 1990). L'hypoglycémie induite par une 
injection d'insuline chez celui-ci entraine une élévation de la corticostéronémie (ARAl 
et WIDMAIER 1991 ). Enfin, si la glycémie néonatale est supérieure à 60-70 mg/dl, 
l'axe corticotrope n'est pas activé (NAGAYA et WIDMAIER 1993). L'action 
hyperglycémiante des glucocorticoïdes peut jouer un rôle majeur dans la restauration de 
l'homéostasie au cours de cette phase critique de la vie postnatale. 

1.3. Autres fonctions endocriniennes majeures activées à la naissance. 

1.3.1. Fonction minéralocorticoïde et système rénine angiotensine. 

La surrénale du nouveau-né synthétise de l'aldostérone et l'activation de l'axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien durant la période périnatale concerne aussi la 
fonction minéralocorticoïde (DELOOF et coll. 1992). Le système rénine-angiotensine 
est opérationnel chez le nouveau-né ; l'activité rénine plasmatique et la concentration 
en angiotensine II (Ali) sont plus élevées dans le sang du cordon ombilical que dans le 
sang maternel (revue in SIZONENKO et AUBERT 1978). 

1.3.2. Fonction thyroïdienne. 

Les premières heures de vie extra-utérine sont également marquées par une 
stimulation de l'axe hypophyse-thyroïdien. La teneur du plasma en TSH s'élève et 
atteint un pic 30 minutes après la naissance pour décroitre ensuite et devenir 
comparable à celle de l'adulte dès le troisième jour post-partum; les taux plasmatiques 
de triiodothyronine (T3) atteignent, provisoirement à la fin du 1er jour, des valeurs 
observées dans l'hyperthyroïdie (Revue in CZERNICHOW 1982). 
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1.3.3. Fonction pancréatique endocrine. 

Après la naissance, on observe une chute de la glycémie liée à la rupture du 
cordon ombilical et à l'interruption des apports transplacentaires de glucose en 
provenance du compartiment maternel. L'insulinémie baisse progressivement tandis que 
la glucagonémie s'élève (revue in BERTRAND et coll. 1982). L'évolution inverse des 
taux plasmatiques d'insuline et de glucagon constitue, dans cette période postnatale 
précoce un moyen très efficace de lutte contre l'hypoglycémie en permettant, d'une 
part l'utilisation des réserves énergétiques de glucose stockées sous forme de 
glycogène (hépatique et musculaire) et, d'autre part de générer du glucose par la voie 
de la néoglucogénèse à partir de substrats glucoformateurs (lactase, acides aminés ... ) 

1.4. But de l'étude préliminaire. 

Comme on l'a précédemment signalé, l'axe corticotrope et l'axe gonadotrope 
sont mis en place avant la naissance et activés chez les nouveau-nés, des deux sexes 
(axe corticotrope) et chez le nouveau-né mâle (axe gonadotrope). 

Plusieurs systèmes neuroniques : sérotoninergique ( SHT), catécholaminergique 
(NA ou DA), et NPY ergique (NPY) innervent dans la période périnatale 
l'hypothalamus qui commence à contrôler, comme chez l'adulte, les fonctions 
corticotrope et gonadotrope de l'hypophyse foetale et néonatale. 

Dans la mesure où très peu de données de la littérature sont relatives à 
l'évolution des métabolismes hypothalamiques de ces neurotransmetteurs chez le foetus 
et/ou chez le nouveau-né et, où beaucoup d'inconnues subsistent quant au rôle possible 
de ces différents systèmes dans le contrôle de l'activité des axes gonadotrope et 
corticotrope foetaux et néonataux; nous avons choisi dans un premier temps, d'étudier 
l'évolution du métabolisme hypothalamique de ces neurotransmetteurs chez le rat au 
cours de la période postnatale précoce. 

II. MATERIEL ET METHODES 

11.1. Animaux, traitements et prélèvements. 

11.1.1. Les animaux. 

Les expériences sont réalisées sur des rats de souche WIST AR (Iffa Credo-
1' arbresle ), élevés au laboratoire et soumis à un rythme nycthéméral comportant en 
alternance 12 heures d'éclairement (7h- 19h)/ 12 heures d'obscurité (19h - 7h), dans 
une pièce dont la température est maintenue à 22 ± 2° C. Ils ont libre accès à la 
nourriture et à l'eau. 

La reproduction est assurée en plaçant le soir vers 1 7 heures un mâle dans une 
cage contenant 5 ou 6 femelles ; le lendemain matin, vers 9 heures, la réalisation d'un 
frottis vaginal permet de rechercher la présence de spermatozoïdes témoins d'un 
accouplement suivi d'éjaculation et donc d'une possible fécondation. Par convention, le 
jour du frottis est le jour 0 de la gestation. Les femelles fécondées sont placées dans des 
cages individuelles et élevées dans les conditions standard définies ci-dessus. La 
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gestation dure 21 jours et la parturition a généralement lieu dans la nuit du 21 ème au 
22 ème jour. 

11.1.2. Prélèvement des foetus à terme. 

Le matin du 21 ème jour de gestation, les rates sont sacrifiées par décapitation à 
l'aide d'une guillotine ; les foetus à terme sont délivrés rapidement par césarienne puis 
placés sur un support thermostaté (température de l'ordre de 25°C) dans une 
atmosphère saturée en vapeur d'eau, pendant une durée comprise entre 0 et 120 
minutes. Dans ces conditions, il a été démontré antérieurement (LALAU et coll., 
1990a) l'apparition d'une "crise testiculaire néonatale" analogue, dans son intensité et sa 
durée, à celle développée spontanément par les nouveau-nés délivrés naturellement par 
voie vaginale. Les nouveau-nés sont sacrifiés 0, 30, 60, 90 ou 120 minutes après leur 
naissance. Leur sexe est déterminé par examen de la région ano-génitale. 

11.1.3. Collecte et stockage des échantillons biologiques. 

Sur chaque nouveau-né le sang est collecté après incision de la région du cou. Le 
cerveau est retiré de la boite crânienne et l'hypothalamus disséqué, soigneusement pesé 
puis traité de manière appropriée selon le type de dosage à effectuer. 

11.1.3.1. Sang. 

Le sang des nouveau-nés est collecté dans des tubes coniques en polypropylène 
contenant 5 J...L1 d'une solution d'EDTA à 5% puis centrifugé (13000 t/min. pendant 5 
min. à 4 °C) ; le plasma est réparti en fractions aliquotes puis rapidement congelé à -
20°C pour le dosage des hormones circulantes (ACTH, corticostérone, testostérone, 
oestradiol). A chaque fraction de plasma destinée au dosage de l'ACTH, on a ajouté 
avant congélation 5J...Ll d'une solution d'aprotinine 0,05 mM (inhibiteur de protéases). Le 
volume maximum de plasma collecté pour chaque individu étant de l'ordre de 100J...Ll, 
toutes les hormones n'ont pu être dosées sur un même échantillon. 

11.1.3.2. Hypothalamus. 

L'hypothalamus néonatal est désagrégé par sonication : 

- soit dans 200J...Ll d'acide acétique 0,5N. Une fraction de 150J...Ll 
destinée au dosage radioimmunologique du NPY est placée à 70°C pendant 10 min. 
pour inactiver les enzymes protéolytiques ; le reste (50J...Ll) est réservé au dosage par 
HPLC de neuromédiateurs [Dopamine (DA), Noradrénaline (NA), Sérotonine (5HT)] 
et de leurs métabolites [acide 3-4 dihydroxyphénylacétique (DOPAC), acide 
homovanillique (HV A), 3 méthoxy-4 hydroxyphényléthylèneglycol (MHPG) et acide 5 
hydroxyindole acétique (5HIAA)] (cf figure 9). 

- soit dans 250J...Ll de tampon acétate de sodium 0, 12M à pH 5 
pour le dosage de MHPG qui doit être libéré de sa forme sulfoconjugué par hydrolyse. 
Une fraction de 200J...Ll est réservée au dosage par HPLC de la NA et du MHPG : le 
reste (50J...LL) est destiné au dosage des autres neuromédiateurs et de leurs métabolites. 
Toutes ces fractions sont centrifugées (14000 t/min. pendant 20 min.) ; le surnageant 
congelé à -20°C. 
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11.2. Dosages radioimmunologiques des hormones. 

11.2.1. Dosage des hormones circulantes. 

11.2.1.1. Extraction des hormones stéroïdes du plasma. 

Les hormones stéroïdes ont été dosées après avoir été extraites du plasma. Les 
échantillons de plasma sont d'abord délipidés par l'isooctane. A cet effet, un volume de 
plasma compris entre 20 et 1 OOJ.Ll (selon les hormones à doser) est complété à 200J.1l 
avec de l'eau distillée puis mélangé à 500J.1l d'isooctane. Après agitation au vortex et 
centrifugation (3000 t/min. pendant 5 min.), un séjour de quelques min. à -20°C permet 
de séparer facilement les deux phases : l'inférieure (aqueuse) étant congelée, la 
supérieure (organique) est éliminée par aspiration. Les hormones stéroïdes sont alors 
extraites de la phase aqueuse décongelée par 2ml d'acétate d'éthyle. Après quelques 
secondes d'agitation au vortex, centrifugation (10 min. à 3000 t/min.) puis congélation, 
le surnageant (phase organique) est récupéré et évaporé complètement sous courant 
d'air à 37°C. Le résidu sec est remis en suspension dans 150J.1l de tampon utilisé pour le 
dosage radioimmunologique. Toutes ces opérations ( délipidation et extraction) sont 
réalisées dans des tubes de verre à usage unique. Les rendements d'extraction 
déterminés à l'aide des hormones radioactives sont les suivants : testostérone ( 66% ), 
oestradiol (73%) et corticostérone > (95%). 

Tous les dosages radioimmunologiques ont été réalisés dans des tubes de 
polypropylène de 5rnl à usage unique. 

11.2.1.2. Testostérone. 

a) Réactifs de dosage. 

Le tampon utilisé, pour la remise en suspension du résidu sec d'extraction et le 
dosage radioimmunologique, est du tampon phosphates 0,02M, pH 7,4 additionné de 
0,5% de sérum albumine bovine (BSA). Le standard de référence est la testostérone 
(Sigma) et le traceur, la [1,2,6,7]3H testostérone (Amersham) dont la radioactivité 
spécifique (RAS) est de 90 Ci/mmol. Le traceur est stocké à -20°C dans de l'éthanol 
absolu. L'immunsérum utilisé est un immunsérum de lapin, anti-testostérone conjuguée 
à la BSA (UCB-Bioproducts); il a été couramment utilisé à la dilution finale de 
1/20000ème. Le volume final d'incubation, de 300 J.Ll, comprend 100 J.Ll de la solution 
standard de testostérone (gamme de 0,0078 ng à 0,5 ng/tube) ou 100 J.Ll d'extrait 
plasmatique, 100 J.ll d'une solution de testostérone 3H et 100 J..tl d'immunsérum. 

b) Séparation. 

Après 90 min. d'incubation à 4°C, les complexes testostérone/anticorps sont 
séparés de la testostérone libre par addition à tous les tubes de 1 ml de milieu de 
séparation [tampon de dosage contenant en gramme 1 100rnl: 0,0025% de dextran T70 
(Sigma) et 0,25% de charbon activé (Norit charcoal, Sigma) homogénéisé à 4°C]. 
Après agitation au vortex, décantation 30 min. à 4°C, les tubes sont centrifugés 15 min. 
à 5000 t/min.. On prélève ensuite 500 J..tl de surnageant contenant les complexes 
antigène/anticorps que l'on introduit dans les tubes de comptage avec 4 ml de liquide 
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scintillant (Optiphase "Hisafe" de Wallac England) ; la radioactivité est mesurée au 
compteur J3 (LKB). 

c) Caractéristiques du dosage. 

Le pourcentage de liaison de la testostérone 3H en absence de compétition avec la 
testostérone froide est de 80% (n = 14). La spécificité du dosage a été testée en 
déterminant le pourcentage de réaction croisée ; il est de 1 00% avec la testostérone, de 
50% avec la dihydrotestostérone, de 1,19% avec la déhydroisoandrostérone, de 0,16% 
avec la corticostérone, de 0,10% avec la déoxycorticostérone ; de 0,042% avec la 
progestérone, de 0,0125% avec le 5 pregnan 3 J3-ol 20-one et la 17 a
hydroxyprogestérone ; de 0,00025% avec le J3-oestradiol et de 0,00002% avec 
l'hydrocortisone. Une inhibition de 50% de la liaison du traceur à l'anticorps est 
généralement obtenue en présence de 0,025 ng de testostérone "froide" ; la variabilité 
intra-dosage est de 4,55% (n = 12) et inter-dosage de 8,46% (n = 8). Le contenu en 
testostérone de l'échantillon est déterminé par référence à la courbe standard puis 
corrigé d'après le rendement d'extraction. 

11.2.1.3. Oestradiol. 

a) Réactifs du dosage. 

Le tampon utilisé pour la remise en suspension du résidu sec d'extraction et le 
dosage radioimmunologique est identique à celui utilisé pour le dosage de la 
testostérone. Le standard de référence est l'oestradiol (Sigma) et le traceur, le 
[2,4,6, 7]3H oestradiol (Amersham) dont la RAS est de 83 Ci 1 mmol.. Le traceur est 
stocké à -20°C dans de l'éthanol absolu. L'immunsérum utilisé est un immunsérum de 
lapin, anti-oestradiol conjugué à la BSA (UCB-Bioproducts) ; il a été couramment 
utilisé à la dilution finale de1/10500ème. Le volume final d'incubation, de 300J..tl 
comprend 100J..tl de la solution standard d'oestradiol (gamme de 0,0039 ng à 0,250 ng 1 
tube) ou 100 J..tl d'extrait plasmatique, 100 J..tl d'une solution d'oestradiol 

3
H et 100 J..tl 

d'immunsérum. 

h) Séparation. 

La durée d'incubation est de 90 min. à 4°C. La séparation des complexes 
oestradiol/anticorps et de l'oestradiol libre s'effectue selon un protocole identique à 
celui décrit précédemment pour le dosage de la testostérone. 

c) Caractéristiques du dosage. 

Le pourcentage de liaison de l'oestradiol 3H en absence de compétition avec 
l'oestradiol froide est de 34% (n=7). La spécificité du dosage a été testée en 
déterminant le pourcentage de réaction croisée ; il est de 100% avec l'oestradiol, de 
0,073% avec la déhydroisoandrostérone, de 0,027% avec la testostérone, de 0,012% 
avec la corticostérone, de 0.011% avec le 5 pregnan 3-J3 ol 20-one, 0,0013% avec la 
progestérone, 0,011% avec la deoxycorticostérone, 0,0006% avec la 17 a
hydroxyprogestérone et 0,00012% avec l'hydrocortisone. 

Une inhibition de 50% de la liaison du traceur à l'anticorps est généralement 
obtenue en présence de 0,016 ng d'oestradiol "froid" ; la variabilité intra-dosage est de 
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2,82% (n=5) et inter-dosage de 10,7% (n=4). Le contenu en oestradiol de l'échantillon 
est déterminé par référence à la courbe standard puis corrigé d'après le rendement 
d'extraction. 

11.2.1.4. Corticostérone. 

a) Réactifs du dosage. 

Le tampon utilisé pour la remise en suspension du résidu sec et le dosage est du 
tampon phosphates 0,05M, pH 7,4 additionné de 0,2% d'azide de sodium et de 0,1% 
de gélatine. Le standard de référence est la corticostérone (Sigma) et le traceur de la 
[1,2,6,7]

3
H corticostérone (Amersham) dont la RAS est de 85 Ci/mmol.. Le traceur est 

stocké à -20°C dans de l'éthanol absolu. L'immunsérum utilisé est un immunsérum de 
lapin, anti-corticostérone conjuguée à la BSA (UCB-Bioproducts) utilisé à la dilution 
finale de 1/20000ème. Le volume final d'incubation de 7001J.l comprend : 4001J.l de 
tampon, 1 OO!J.l de la solution standard de corticostérone (gamme de 15 pg à 4000 pg 1 
tube) ou 1 OO!J.l d'extrait plasmatique, 1 OO!J.l de corticostérone 3H et 1 OO!J.l 
d'immunsérum. 

b) Séparation. 

Après deux incubations successives (30 min. à 37°C ; 16 heures à 4°C), les 
complexes corticostérone/anticorps sont séparés de la corticostérone libre selon le 
principe de séparation décrit pour le dosage de la testostérone, à la différence près que, 
le volume du tampon (composition détaillée ci-dessus) ajouté à chaque échantillon est 
de SOO!J.l. 

c) Caractéristiques du dosage. 

Le pourcentage de liaison de la corticostérone 3H en absence de compétition avec 
la corticostérone froide est de 50% (n = 20). La spécificité du dosage a été testée en 
déterminant le pourcentage de réactions croisées ; il est de 100% avec la corticostérone 
; de 5% avec la 11 déoxycorticostérone ; de 0, 18% avec la 21 déoxycorticostérone ; de 
0,16% avec la 21 déo:xycortisol; de 0,005% avec le 11 déoxycortisol et le cortisol; de 
0,002% avec la progestérone et inférieur à 0,001% avec la 17 hydroxyprogestérone, le 
pregnénolone et la 17 a hydroxypregnénolone. La variabilité intra-dosage est de 2,37% 
(n = 12) et inter-dosage de 4,41% (n = 5). Une inhibition de 50% de la liaison du 
traceur à l'anticorps est généralement obtenue en présence de 250 pg de corticostérone 
"froide". Le contenu en corticostérone de l'échantillon est déterminé par référence à la 
courbe standard puis corrigé d'après le rendement d'extraction. 

11.2.1.5. Dosage de l'ACTH. 

Le dosage de l' ACTH plasmatique a été réalisé sur les échantillons de plasma 
non-extraits, avec un kit de dosage radioimmunologique du commerce (ACTH K-PR, 
Cis Biolnternational, France). 

La sensibilité du dosage est de 10 pg/ml et les variations intra et inter-dosage 
sont respectivement de 4,3% (n=6) et 11,7% (n=9). 
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11.2.2. Dosage du neuropeptide Y hypothalamique. 

Le jour du dosage, les broyats tissulaires acides sont dilués de moitié avec du 
tampon contenant 1% de rouge phénol puis neutralisés par NaOH lN. Le tampon de 
dosage est du tampon phosphates 0,05M, pH 7,4 additionné de BSA (0.3%) et 
d'EDTA (1 OmM). Le standard de référence est du NPY 1_36 de rat (Neosystem) et le 
traceur du NPY porcin marqué à l'iode 125 (IM 170-Amersham) dont la RAS est de 
2000 Ci/mmol. L'immunsérum utilisé est un immunsérum de lapin dirigé contre le NPY 
de rat/homme. (Peninsula), à la dilution finale de 1112000ème. Le volume total 
d'incubation de 600 J..tl est constitué de tampon (300 J..tl), de la solution standard de 
NPY (gamme de 30 à 8500 pg/tube) ou de l'échantillon (100 J..tl), de la solution de NPY 
125

1 (100 J..l.l) et d'immunsérum (100 J..l.l). La durée d'incubation est de 48 heures à 4°C. 

La séparation des complexes NPY 1 anticorps et du NPY libre, est réalisée par 
apport dans chaque tube de 250 J..tl de tampon phosphates 0,05 M, pH 7,4 contenant du 
charbon activé 1 Dextran (1,6g/100rnl, Norit Charcoal; 0,16 g/lOOml, Dextran T), de la 
gélatine (0,2%) et de l'EDTA (10 mM). Après homogénéisation au Vortex puis 
centrifugation 10 min. à 3 500 t/min. à 4 °C, la radioactivité du surnageant est mesurée 
au compteur gamma LKB. 

Le pourcentage de liaison du ligand radioactif en absence de compétition avec 
du NPY froid est de 50% (n=9). Le pourcentage de réaction croisée est de 100% avec 
le NPY de rat 1 homme ou de NPY porcin, de 0,040% avec la p endorphine, de 
0,022% avec le PHI (Peptide Histidine Isoleucine) de rat et de 0,008% avec la 
substance P. Par contre, le C-PON (humain), le VIP, le peptide YY (porc), le 
polypeptide pancréatique (rat), la Met-enképhaline, la somatostatine, l'ACTH1_39 et 
l'ACTHI-24, l'A VP, l'ocytocine et l'angiotensine Il, n'entrent pas significativement en 
compétition avec le NPY marqué pour la fixation à l'anticorps. Une inhibition de 50% 
de la liaison du traceur à l'anticorps est généralement obtenue en présence de 500 pg de 
NPY "froid". La variabilité intra-dosage est de 3,1% (n=12) et inter-dosage de 12% 
(n=17). 

11.3. Dosage par chromatographie liquide haute pression (HPLC) de 
neurotransmetteurs et de leurs métabolites (Cf Fig. 9). 

11.3.1. Principe et matériel de mesure. 

La séparation des neurotransmetteurs et de leurs métabolites se fait par 
chromatographie de partage en phase inverse. La phase fixe, non polaire, est constituée 
de grains de silice ( 5 J..Lm de diamètre) sur lesquels sont greffées des chaînes 
hydrocarbonées à 18 atomes de carbone (C18). La phase mobile est constituée d'un 
tampon contenant du sulfate d'octyle dont l'extrémité hydrophobe permet sa fixation sur 
les chaînes en c 18 du support de silice, tandis que l'autre extrémité so4 = retient les 
différentes monoamines par leur fonction amine ionisée. Ce principe est celui d'une 
chromatographie d'échange d'ions. Dans la cellule du détecteur électrochimique, les 
produits sont oxydés à un certain potentiel ; les électrons captés par l'électrode de 
mesure génèrent un courant d'intensité proportionnelle à leur concentration donc au 
nombre de molécules oxydées. 
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Le matériel est constitué d'une pompe P4000 (Spectra Physics Analytical) avec 
dégazeur automatique, d'une colonne Altex Ultrasphère ODS 250 x 4,6 mm, d'un 
détecteur ampérométrique LC-4C BAS dont la cellule est équipée d'une électrode de 
travail en carbone vitreux et d'un intégrateur Chromjet Spectra Physics. 

11.3.2. Dosage des neuromédiateurs et de leurs métabolites. 

Dans l'hypothalamus ont été dosés les catécholamines (DA,NA), la 5 HT, ainsi 
que leurs principaux métabolites (DOPAC, HV A, MHPG et 5HIAA). 

Dans la mesure où le l\1HPG est surtout sous forme de sulfo-conjugué, ce 
dernier doit être au préalable hydrolysé pour libérer le MHPG. A cette fin, 200 J..Ll de 
surnageant d'extraits hypothalamiques (cf II 1.3.2) sont soumis à une hydrolyse 
enzymatique par apport de 50 J..Ll d'une solution de sulfatase d'Hélix Pomatia (110 
mg/1 0 ml) pendant 3 heures à 3 7°C. Cette hydrolyse est stoppée par addition, après 
refroidissement, de 20 J..Ll d'acide citrique 0,416 M et de 30 J..Ll de méthanol pur. Les 
échantillons sont alors centrifugés (20 min. à 14000 t/min.) et filtrés (filtres Millipore 
avec des pores d'un diamètre de 0,22 J..Lm) ; 20 J..Ll sont ensuite injectés dans l'appareil 
HPLC. La phase mobile décrite par KIM et coll. (1987) traverse la colonne avec un 
débit de 1,2 ml/min ; le potentiel imposé est de + 800 rn V. 

11.4. Statistiques. 

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes accompagnées de leur 
erreur standard (ESM). Les moyennes sont comparées à l'aide du test« t » de Student, 
quand deux groupes uniquement sont comparés par exemple (mâles versus femelles). 
Pour les comparaisons faisant intervenir deux facteurs (sexe x temps), une analyse de 
variance (ANOV A) a été réalisée suivie du test de Dunnett. Les différences sont 
statistiquement significatives si P < 0,05. 

III. RESULTATS 

111.1. Animaux étudiés. 

L'étude a été réalisée sur 13 portées de mères "indemnes" non traitées (136 
nouveau-nés dont 78 mâles et 58 femelles). 

111.2. Evolutions des métabolismes hypothalamiques d'amines biogènes et du NPY. 

111.2.1. La Sérotonine (5HT) et le 5H1AA. 

Chez les mâles, le contenu hypothalamique en 5HT reste stable au cours des 
deux heures suivant la naissance (Fig. 1 OA). Chez les femelles il est augmenté au cours 
de la deuxième heure, période durant laquelle le contenu hypothalamique en 5 HT est 
significativement plus élevé chez les femelles que chez les mâles (Fig. 10A). 

Le contenu hypothalamique en 5HIAA (métabolite de la 5 HT) augmente 
significativement aussi bien chez les mâles que chez les femelles au cours des deux 
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heures de vie extra-utérine (Fig. 1 OB). Il est plus élevé chez les mâles que chez les 
femelles 30, 90 et 120 minutes après la délivrance. 

Le métabolisme de la sérotonine exprimé par le ratio 5HIAA/5HT augmente 
seulement chez les nouveau-nés mâles au cours de la deuxième heure suivant la 
naissance, durant cette période il est significativement plus élevé chez ce dernier que 
chez les femelles (Fig. 1 OC). 

111.2.2. La noradrénaline (NA) et le MHPG. 

Le contenu de l'hypothalamus en NA ne varie pas chez les nouveau-nés mâles et 
femelles au cours des deux heures suivant la délivrance (Fig. liA). Cependant, il est 
significativement plus élevé chez les mâles, excepté 90 minutes après la naissance, que 
chez les femelles. 

Le contenu hypothalamique en MHPG augmente au cours de la deuxième heure 
chez les nouveau-nés des deux sexes (Fig. liB) mais, aucune différence liée au sexe 
n'est observée. 

Le métabolisme de la noradrénaline exprimé par le ratio MHPG/NA est 
augmenté aussi bien chez les mâles que chez les femelles 60 et 90 minutes après la 
délivrance (fig. llC) ; il est significativement plus élevé chez les femelles que chez les 
mâles à ces stades. 

111.2.3. La dopamine (DA), le DOPAC et le HVA. 

Chez les nouveau-nés des deux sexes le contenu hypothalamique en DA reste 
stable au cours des deux premières heures de vie extra-utérine et n'est pas 
significativement différent entre mâle et femelle (Fig. 12A). 

Le contenu en DOP AC reste stable chez les mâles alors qu'il augmente chez les 
femelles 60 et 120 minutes après la délivrance (Fig. 12B). Il est significativement plus 
élevé chez les mâles que chez les femelles uniquement 30 minutes après la naissance et 
au contraire plus faible 120 minutes après (Fig. 12B). 

Le contenu hypothalamique en HV A, reste stable chez les femelles alors qu'il 
augmente chez les mâles 90 minutes après la délivrance (Fig. 12C). A ce stade il est 
significativement plus élevé chez les mâles que chez les femelles. 

Le métabolisme hypothalamique de la DA exprimé par le ratio DOP AC/DA est 
stable chez les mâles et augmente chez les femelles 60 minutes après la naissance (Fig. 
13A). Pour le ratio HV AIDA, il est stable chez les femelles et augmente chez les mâles 
à 90 minutes (Fig. 13B). Pour ces deux paramètres, on n'observe pas de différences 
liées au sexe au cours de la période étudiée. 

111.2.4. Le Neuropeptide Y (NPY). 

Le contenu de l'hypothalamus en NPY est significativement plus élevé chez les 
mâles que chez les femelles à la naissance. Il diminue chez ceux-ci au cours de la 
première heure de vie extra-utérine alors qu'il reste stable chez les nouveau-nés femelles 
(Fig. 14). 
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111.3. Evolution des taux d'hormones circulantes. 

111.3.1. L'ACTHémie. 

Chez les nouveau-nés l'évolution postnatale précoce de la concentration 
plasmatique en ACTH est comparable dans les deux sexes ; elle augmente non 
significativement 1 0 minutes après la délivrance puis diminue régulièrement ensuite 
(Fig. 15A). 

111.3.2. La corticostéronémie. 

Au cours des minutes qui suivent la naissance la corticostéronémie s'élève 
significativement et de manière comparable dans les deux sexes (Fig. 15B). Cette 
élévation est significative 60 et 90 minutes chez les mâles et seulement à 90 minutes 
chez les femelles (Fig. 15B). 

111.3.3. La testostéronémie. 

La testostéronémie s'élève fortement chez les nouveau-nés mâles au cours des 
60 premières minutes après la délivrance, puis tend à décroître de manière non 
significative au cours de la deuxième heure post-partum (Fig. 16A). 

111.3.4. L'oestradiolémie. 

Chez les nouveau-nés femelles, le taux plasmatique d'oestradiol s'élève très 
légèrement mais non significativement au cours des deux heures qui suivent la naissance 
(Fig. 16B). 

IV DISCUSSION 

IV.l. L'activation gonadique néonatale. 

Chez les nouveau-nés mâles, nous avons observé l'apparition, dès la naissance 
d'une élévation de la testostéronémie témoignant d'une activation testiculaire, celle-ci 
est conforme à celle décrite antérieurement par de nombreux auteurs sous l'appellation 
de « crise testiculaire» néonatale (CORBIER et coll. 1981, 1983a,b ; ROFFI et coll. 
1986,1987 ; LALAU et coll. 1990a). Cette activation testiculaire sous le contrôle de la 
LH hypophysaire, résulte d'une stimulation de la fonction gonadotrope par la GnRH 
hypothalamique (CORBIER et coll. 1983b ). La testostérone sécrétée au cours de cette 
crise testiculaire néonatale, est captée par 1 'hypothalamus et aromatisée en oestradiol ; 
il va en résulter une masculinisation ou déféminisation du système nerveux central qui 
se traduira chez 1' adulte par un comportement sexuel conforme au sexe génétique et 
gonadique de 1' individu et, une sécrétion acyclique de la LH hypophysaire (revue in 
DUPOUY et coll. 1987). Néanmoins, l'établissement de la réponse sexuellement 
dimorphique (plus intense et plus durable chez la femelle que chez le mâle) de la 
fonction corticotrope hypophysaire de l'adulte à un stress est antérieur à la naissance 
chez le mâle, mais peut être orienté dans le sens mâle chez des nouveau-nés femelles 
injectés de testostérone (revue in DUPOUY et coll. 1987). 
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Figure 16 : Evolution postnatale de la testotéronémie (A) chez des nouveau-né mâles et de 
l'oestradiolémie (B) chez des nouveau-nés femelles de mères indemnes. 

Moyenne ± ESM ( n=4-17). Analyse stastitique : 
-versus temps 0 min. * P<0,05 ** P<O,Ol *** P<O,OOl 



Chez le nouveau-né femelle, nous n'avons pas observé d'élévation de 
1' oestradiolémie au cours de la période postnatale précoce étudiée. Ceci est conforme 
aux résultats d'autres auteurs qui ont signalé l'absence d'activation de l'axe 
gonadotrope du nouveau-né femelle au cours des premières heures de vie extra-utérine 
(PANG et coll. 1979, SLOB et coll. 1980, RHODA et coll. 1984). 

IV.2. L'activation surrénalienne néonatale. 

Chez les nouveau-nés des deux sexes, l'élévation de la corticostéronémie, au 
cours des minutes qui suivent la délivrance, est le signe d'une forte stimulation des 
corticosurrénales qui pourrait être la conséquence d'une activation de la fonction 
corticotrope hypophysaire par entre autre le CRF hypothalamique. Cependant, nous 
n'avons observé qu'une modeste augmentation de l' ACTHémie 10 minutes environ 
après la naissance. Néanmoins, il a été montré qu'à cette période du développement, la 
stimulation de la sécrétion surrénalienne de corticostérone dépend principalement de 
l'ACTH (DUPOUY et CHATELAIN 1981, DUPOUY et coll. 1987, NAGAYA et 
WIDMAIER 1993). Cette sécrétion néonatale d'ACTH est un phénomène rapide et 
fugace. En raison du nombre important de manipulations, les nouveau-nés ont été 
délivrés puis sacrifiés à des temps légèrement décalés. On peut alors émettre 
l'hypothèse que notre mode opératoire qui a duré quelques minutes, ne nous a pas 
permis de réaliser le prélèvement sanguin chez les nouveau-nés au moment précis du 
pic de sécrétion d' ACTH. 

Nous n'avons pas observé de différence liée au sexe pour l'évolution de 
l' ACTHémie ou celle de la corticostéronémie durant la période étudiée. Chez des rats 
de 8 jours, l'activation de l'axe corticotrope est en intensité et en durée plus marquée 
chez la femelle que chez le mâle en réponse à un stress par inhalation de vapeurs 
d'éther (HARY et coll. 1981). Un tel dimorphisme entre mâles et femelles n'a pas été 
observé dans les minutes qui suivent la délivrance bien qu'une réponse sexuellement 
dimorphique à l'injection d'entoxines au nouveau-né de 1 jour ait été rapportée par 
SHANKS et coll. (1994). A ce stade, cette réponse semble dépendre des stéroïdes 
gonadiques puisque la gonadectomie des nouveau-nés supprime, deux jours plus tard, 
cette différence de réponse entre mâle et femelle (SHANKS et coll1994). 

Le facteur à l'origine de la stimulation de l'axe corticotrope à la naissance n'a 
pas encore été clairement défini bien que l'hypoglycémie néonate puisse être l'un des 
stimuli-majeurs (SANN 1990, ARAl et WIDMAIER 1991, NAGAYA et WIDMAIER 
1993). Le rôle du CRF dans cette activation est supposé mais non démontré ; ce facteur 
hypothalamique est néanmoins capable de stimuler la fonction corticotrope 
hypophysaire du nouveau-né (BOUDOURESQUE et coll. 1987). 

Chez le rat de 8 jours, la sécrétion basale d' ACTH et de corticostérone ainsi que 
la réponse de l'axe corticotrope, à de nombreux agents stressants pour l'adulte sont 
fortement diminuées. Cette période néonatale est appelée« période d'hypo-réponse au 
stress », elle s'étend du 2ème au 1 Oème jour après la naissance (SAPOLSKY et 
MEANEY 1986). Les bases physiologiques de ce phénomène ne sont pas encore 
clairement élucidées, elles pourraient faire intervenir à la fois une augmentation du 
feedback négatif exercé par les glucocorticoïdes (W ALKER et coll. 1986) et une 
immaturité relative des systèmes neuroniques et/ ou neuroendocriniens impliqués dans la 
stimulation centrale de la sécrétion d' ACTH ( GRINO et coll. 1989a, GRINO et coll. 
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1989b) Durant cette période particulière du développement, une hypoglycémie induite 
par une injection d'insuline, stimule la sécrétion d' ACTH via une augmentation de la 
sécrétion d'A VP hypothalamique et de catécholamines (in GRINO et OLIVER 1992b) 
indépendante du CRF puisque l' immunoneutralisation passive du CRF endogène ne 
perturbe pas significativement cette réponse (MURET et coll. 1992). 

En conclusion, l'activation corticotrope hypophysaire qui survient à la naissance 
pourrait donc faire intervenir différentes neurohormones telles que le CRF et/ou l'A VP 
mais également d' autres facteurs tels que les catécholamines. 

IV.3. Evolution du métabolisme hypothalamique des catécholamines. 

Nos résultats montrent que durant la période postnatale précoce, le métabolisme 
hypothalamique de la dopamine reste stable, alors que celui de la noradrénaline s'élève 
au cours du temps chez les nouveau-nés des deux sexes. Cependant, la 
médullosurrénale sécrète des catécholamines dans le sang ; celles-ci peuvent, chez le 
nouveau-né, atteindre le système nerveux central dans la mesure où la barrière hémato
encéphalique n' est pas complètement établie avant le 10 ème jour postnatal chez le rat, 
elle n' atteindra l' épaisseur de celle de l'adulte qu'à 2 ou 3 semaines post-partum 
(JOHANSSON 1990). Par ailleurs, chez le jeune rat, les catécholamines 
médullosurrénaliennes sont sécrétées après une hypoglycémie induite par l'insuline 
(McCARTY et coll. 1989). Les dosages de catécholamines hypothalamiques que nous 
avons réalisés peuvent donc prendre en compte, en partie tout au moins, des amines 
d'origine périphérique. Cependant, une telle hypothèse est peu vraisemblable pour deux 

. . 
ratsons maJeures : 

1) la surrénale libère principalement de 1' adrénaline mais sécrète, en bien plus 
faible quantité de la noradrénaline et de la dopamine, 

2) il existe un dimorphisme sexuel en ce qui concerne le métabolisme de la NA, 
qui parait plus intense chez les femelles que chez les mâles. 

Un tel dimorphisme qui a également été signalé chez l'adulte, s'établit à la suite 
de la masculinisation périnatale du SNC par la testostérone (SIDDIQUI et GILMORE 
1988). Si la présence d' androgènes durant la période périnatale influence le 
développement du système noradrénergique dans l'hypothalamus, il ne semble pas en 
être de même pour d'autres structures comme le cortex, le cerveau médian ou le 
cervelet (SIDDIQUI et GILMORE 1988). L'élévation des taux plasmatiques 
d'androgènes chez le mâle durant cette période accélère la diminution du contenu du 
cerveau en monoamines (SIDDIQUI et GILMORE 1988). Nos résultats sont 
compatibles avec les observations de BORISOV A et coll. (1991) selon lesquelles, à ce 
stade du développement (E21 ), le système catécholaminergique hypothalamique, bien 
que non-mature, possède la même organisation que celle de l' adulte. 

En conclusion, on peut raisonnablement affirmer que les variations des 
métabolismes hypothalamiques des catécholamines étudiées sont principalement celles 
des amines issues des terminaisons neuronales hypothalamiques. En ce qui concerne le 
dimorphisme sexuel du métabolisme hypothalamique de la NA, puisque celui-ci est 
présent dès la naissance, c'est vraisemblablement la sécrétion d' androgènes en fin de 
gestation au voisinage de E 19 chez le mâle qui pourrait être responsable de son 
établissement. 
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Les variations des métabolismes hypothalamiques de la DA et de la NA 
pourraient être mises en relation avec l'activation des axes gonadotrope chez le mâle et 
corticotrope chez les nouveau-nés des deux sexes. Il est en effet bien établi que ces 
amines participent au contrôle multifactoriel central des fonctions gonadotrope et 
corticotrope hypophysaire non seulement chez le rat adulte (revue in 
BARRACLOUGH 1992, WHITNALL 1993), mais aussi chez le jeune rat 
(BOUDOURESQUE 1987, revue in BECU-VILLALOBOS et LIBERTUN 1995). 

En ce qui concerne la DA, nous n'avons pas trouvé de données de la littérature 
concernant son action éventuelle sur l'axe corticotrope du foetus ou du nouveau-né. 
L'absence de modification de son métabolisme hypothalamique chez les nouveau-nés 
des deux sexes et, en particulier chez le nouveau-né femelle, nous amène à conclure que 
chez le nouveau-né comme chez l'adulte, la DA joue un faible rôle pour le contrôle de 
l'activité de cet axe. En effet, chez l'adulte la DA exerce sur la sécrétion de CRH une 
action stimulante modeste, via des récepteurs de type D1 (in CALOGERO 1995). Au 
niveau de 1' axe gonadotrope, chez les mâles, 1' absence d'élévation du métabolisme de 
la DA alors que l'activité de cet axe est fortement stimulée, nous conduit logiquement 
aux mêmes conclusions, à savoir, une non-participation de la DA au contrôle de cet 
axe. Chez la femelle, au cours des 2 premières semaines de vie extra-utérine, la DA et 
les peptides opioïdes exercent au contraire une action inhibitrice certaine sur les 
sécrétions de GnRH, LH et FSH (revue in BECU-VILLALOBOS et LffiERTUN C 
1995). En conclusion, la DA ne semble pas participer de manière significative au 
contrôle des fonctions corticotrope et gonadotrope adénohypophysaires, au cours de la 
période postnatale précoce. 

La NA quant à elle est impliquée chez l'adulte dans le contrôle multifactoriel 
activateur des fonctions gonadotrope (revue in BARRACLOUGH 1992) et 
corticotrope (revue in WHITNALL 1993). La NA stimule en effet la sécrétion de 
GnRH dès les premières semaines de vie extra-utérine (revue in BECU-VILLALOBOS 
et LIBERTUN 1995) et les catécholamines sont capables d'activer l'axe hypothalamo
hypophyso-surrénalien, et de stimuler la sécrétion d'A VP, via des récepteurs de type 
J32-adrénergiques, chez des rats âgés de 8 jours (GRINO et OLIVER 1992b). 
L'élévation du métabolisme hypothalamique de la NA, que nous avons observé chez les 
nouveau-nés des deux sexes durant la période postnatale précoce, suggère une possible 
implication de la NA dans le contrôle de la fonction corticotrope hypophysaire durant 
cette période. Cependant, on ne peut pas exclure chez le mâle la participation de la NA 
dans l'activation centrale de la fonction gonadotrope qui se traduit par une élévation 
rapide, mais fugace, de la testotéronémie. 

IV.4. Evolution du métabolisme hypothalamique de la sérotonine. 

Au cours de la deuxième heure postnatale, le contenu de l'hypothalamus en 
5HT est plus élevé chez la femelle que chez le mâle ; un tel dimorphisme sexuel est 
également observé chez l'adulte non seulement dans l'hypothalamus (BORISOVA et 
coll. 1996) mais également dans la presque totalité du cerveau (CARLSSON et 
CARLSSON 1988). Dans la mesure où la castration du nouveau-né mâle abolit ce 
dimorphisme ; une action masculisante où défiminisante sur ce système des androgènes 
sécrétés après la naissance est suggérée (BORISOVA et coll. 1996). D'après nos 
propres observations, ce dimorphisme existe déjà chez le nouveau-né quand se produit 
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l'activation testiculaire néonatale, aussi, l'action des androgènes sur le système 
sérotoninergique pourrait être en majeure partie réalisée avant la naissance plutôt 
qu'après. 

L'augmentation des contenus hypothalamiques en 5HT et 5IDAA chez les 
nouveau-nés des deux sexes pourrait être mise en relation avec l'activation des 
fonctions gonadotrope et corticotrope hypophysaires. Pour ce qui est de la fonction 
gonadotrope de 1' animal adulte, des fibres sérotoninergiques établissent des contacts 
avec des corps cellulaires de neurones à GnRH dans 1' aire préoptique et avec des 
terminaisons axonales de neurones à GnRH dans l'éminence médiane. De plus, la 5HT, 
dont le métabolisme hypothalamique est accru lors de la sécrétion de LH en phase 
préovulatoire chez la femelle, stimule in vitro la sécrétion de GnRH (revue in VIT ALE 
et CIDOCCHIO 1993). A des stades plus précoces du développement, au cours des 
deux premières semaines de vie post-partum, la 5HT est déjà impliquée dans le contrôle 
multifactoriel des neurones à GnRH chez la femelle (revue in BECCU-VILLALOBOS 
et LIBERTUN 1995). 

Par ailleurs, en ce qui concerne la fonction corticotrope, de nombreux résultats 
suggèrent que la sérotonine peut intervenir, chez le très jeune rat, dans la régulation de 
la sécrétion d' ACTH. En effet, la sécrétion d' ACTH peut être stimulée par injection de 
5HT, de son précurseur le 5-hydroxy-tryptophane (5-HTP), d'un agoniste 
sérotoninergique (la quipazine) et d'inhibiteurs de sa recapture (fluoxétine ou 
fluphenazine) chez des rats de 8 jours (BOUDOURESQUE 1987). Pendant la période 
postnatale, la réponse corticotrope lors d'une inhalation d'éther parait mettre en jeu les 
systèmes sérotoninergiques centraux puisqu'elle est bloquée par des antagonistes de la 
5HT (BOUDOURESQUE 1987). Chez de jeunes rats âgés de 3 jours, la 
corticostéronémie est augmentée après injection de 5-HTP (GROTA 1979).Enfin, la 
sérotonine pourrait agir à des stades encore plus précoces du développement via une 
action centrale puisqu'elle stimule in vitro la sécrétion de CRF par des neurones 
hypothalamiques foetaux en culture (HU et coll. 1992). 

En conclusion, d'après nos propres observations, le métabolisme 
hypothalamique de la 5HT est accru durant la période postnatale précoce, 
principalement chez le mâle, et, dans une moindre mesure chez la femelle. En associant 
nos résultats relatifs aux catécholamines à ceux relatifs à la 5HT, nous ne pouvons pas 
confirmer l'hypothèse émise par BOUDOURESQUE (1987) selon laquelle le système 
sérotoninergique serait pratiquement le seul impliqué dans la sécrétion corticotrope 
pendant la vie foetale et à un stade précoce du développement postnatal, laissant par la 
suite une place prépondérante aux catécholamines. Cette hypothèse, basée sur des 
données morphologiques concernant la maturation de ces différents systèmes 
neuroniques centraux et sur des données physiologiques d'expériences réalisées avec 
des agonistes et/ou des antagonistes de la 5HT et de la NA chez des rats de 8 jours, 
n'est pas confortée par nos résultats, et en particulier par ceux obtenus chez des 
nouveau-nés femelles. Enfin, nos mesures réalisées sur l'ensemble de l'hypothalamus de 
nouveau-né pourraient masquer une régulation fine des neurones à CRF, puisqu'il a été 
montré que la 5HT pouvait stimuler directement in vitro la sécrétion de CRF par des 
neurones foetaux (HU et coll. 1992). 
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IV.5. Evolution du contenu hypothalamique en NPY. 

A la naissance, nos résultats montrent que l'hypothalamus du mâle contient 
significativement plus de NPY que celui de la femelle. Un tel dimorphisme sexuel a 
également été rapporté chez l'adulte au niveau de l'éminence médiane (SAHU et coll. 
1992), comme pour l'expression de ce neuropeptide dans le noyau arqué (URBAN et 
coll. 1993). On peut penser que l'établissement de ce dimorphisme est lié à l'action 
différentielle des stéroïdes sexuels mâles et femelles au cours du développement 
prénatal. On peut donc émettre l'hypothèse, à vérifier, que l'augmentation des taux 
d'androgènes à El9 chez le mâle pourrait être responsable de la sexualisation néonatale 
de ce système neuropeptidergique central. 

Rappelons que, le neuropeptide Y est fréquemment co-localisé avec la 
noradrénaline dans le système nerveux central et périphérique (HOKFELT et coll. 
1987) et que de nombreuses fibres noradrénergiques issues du tronc cérébral innervent 
l'hypothalamus et co-sécrétent de la NA et du NPY (SAWCHENKO et coll. 1985). 
Puisque nous avons noté précédemment qu'un dimorphisme sexuel relatif au 
métabolisme de la NA est présent à la naissance, il n'est pas surprenant qu'il en soit de 
même pour le NPY. Ainsi, l'établissement au niveau hypothalamique d'un dimorphisme 
sexuel du système noradrénergique et du système NPY ergique pourrait être la 
conséquence d'une sécrétion d'androgènes chez le mâle en fin de gestation. 

Au cours des minutes qui suivent la délivrance, le contenu hypothalamique en 
NPY diminue chez le mâle alors qu'il reste stable chez la femelle. L'évolution observée 
chez le mâle pourrait être liée à une sécrétion accrue de ce neuropeptide dans le sang 
portal, en relation avec 1' activation de son axe gonadotrope. A notre connaissance il 
n'existe pas d'études relatives à l'action du NPY, sur cet axe, chez le nouveau-né. Par 
contre chez l'adulte, il est clairement établi que le NPY stimule l'axe gonadotrope 
d'une part en provoquant la libération de GnRH et d'autre part en potentialisant la 
sécrétion de LH adénohypophysaire induite par la GnRH (revue in SAHU et coll. 
1992). Chez des femelles prépubères, le NPY stimule la synthèse et la sécrétion de 
GnRH et participe à la synchronisation de l'activité rythmique et circadienne des 
neurones à gonadolibérine (revue in BECU-VILLALOBOS et LIBERTUN 1995). Il 
est donc vraisemblable que, chez le nouveau-né mâle, le NPY sécrété durant la période 
postnatale précoce intervienne dans l'activation de la fonction gonadotrope 
hypophysaire responsable de la « crise testiculaire ». 

Par ailleurs, le NPY est un puissant activateur de l'axe corticotrope de l'adulte, 
en agissant d'une part au niveau des neurones hypothalamiques à CRF et d'autre part 
au niveau des cellules corticotropes adénohypophysaires (BLASQUEZ et coll. 1995, 
revue in SIMONHANSON et DALLMAN 1995). Chez le foetus de mouton, 
l'administration de NPY stimule la sécrétion d' ACTH via une action centrale 
(BROOKS et coll. 1994) ; on ignore à ce jour s'il en est de même chez le foetus et/ou 
le nouveau-né de rat. Chez cette espèce, l'action du NPY sur la fonction corticotrope 
pourrait être indirecte, via divers systèmes neuroniques. Le système NPY ergique 
pourrait ainsi contrôler 1' activité et le développement de neurones sérotoninergiques 
dans certains noyaux hypothalamiques au cours de l' ontogénèse (UEDA et coll. 1995) 
ainsi que, l'activité de neurones noradrénergiques, en particulier dans le NPV de 
l'adulte (PA VIA et coll. 1995). 
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En résumé, nous avons mis en évidence un dimorphisme sexuel du système 
NPY ergique hypothalamique dès la naissance et une diminution du contenu 
hypothalamique en NPY chez le mâle à une heure post-partum, ce qui pourrait être le 
signe d'une sécrétion accrue de ce neuropeptide. Chez la femelle, le contenu de 
l'hypothalamus en NPY est stable et on remarque l'absence d'activation de l'axe 
gonadotrope au cours de la période postnatale précoce; ce qui n'était pas le cas chez le 
mâle de la même fratrie. Ces observations sont compatibles avec l'hypothèse émise, à 
savoir que durant cette période le NPY est impliqué dans l'activation de la fonction 
gonadotrope hypophysaire exclusivement chez le nouveau-né mâle. Tout ceci n'exclut 
pas un rôle éventuel de ce neuropeptide dans l'activation de l'axe corticotrope à la 
naissance, chez les nouveau-nés des deux sexes. 

En conclusion, nous avons montré que, chez le nouveau-né, le dimorphisme 
sexuel pour les contenus hypothalamiques en NA, 5HT et NPY, observé chez l'adulte, 
est déjà présent à la naissance. Les métabolismes de la NA et de la 5HT sont augmentés 
respectivement chez les nouveau-nés des deux sexes et chez les nouveau-nés mâles au 
cours des premières minutes de vie extra-utérine. Le contenu hypothalamique en NPY 
est, quant à lui, diminué chez le mâle, peut être en raison d'une sécrétion accrue de ce 
neuropeptide. Puisque ces modifications des métabolismes de neurotransmetteurs sont 
corrélées, au cours du temps, avec les activations de l'axe corticotrope chez les 
nouveau-nés des deux sexes et de l'axe gonadotrope chez les mâles, nous pouvons 
émettre l'hypothèse que ces neurotransmetteurs peuvent déjà être impliqués à ce stade 
précoce du développement postnatal dans le contrôle multifactoriel des fonctions 
corticotrope et gonadotrope de l' adénohypophyse du nouveau-né. Ainsi, chez la 
femelle principalement la NA serait impliquée dans l'activation de la fonction 
corticotrope alors que chez le mâle, la 5HT et le NPY interviendraient plus 
particulièrement pour l'activation de la fonction gonadotrope hypophysaire. Une telle 
hypothèse mérite néanmoins d'être soumise à une vérification expérimentale. 

L'ensemble de ces résultats obtenus chez des nouveau-nés issus de mères 
indemnes, nous a permis de connaître 1' évolution temporelle de divers paramètres 
neuroendocriniens et neurochimiques après délivrance par césarienne et maintien en 
survie après la naissance. Les valeurs de ces paramètres nous serviront de référence lors 
de l'étude des conséquences, chez le nouveau-né, d'une exposition prénatale à la 
morphine par l'administration répétée de cette drogue à des rates gestantes, ceci dans le 
but d'obtenir un modèle expérimental permettant de prévoir et/ou de comprendre les 
effets délétères à court terme et à long terme d'une consommation de drogues opioïdes 
(héroïne ou morphine) par la femme enceinte toxicomane. 
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Effets d'une exposition prénatale à la morphine sur l'évolution des 
métabolismes hypothalamiques de différents neurotransmetteurs 
(Sérotonine, Noradrénaline, Neuropeptide Y) en relation avec l'activation 
des axes gonadotrope et corticotrope au cours de la période postnatale 
précoce chez le rat. 
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1. INTRODUCTION 

1.1. Les systèmes opioïdes. 

1.1.1. Mise en évidence des récepteurs opiacés. 

Les opiacés produisent leur action biologique en se fixant de manière spécifique 
et réversible, à des récepteurs membranaires du système nerveux. L'étude du mode 
d'action, sur ce système, des dérivés morphiniques a largement contribué à la 
découverte des opioïdes endogènes. L'existence de ces récepteurs a été mise en 
évidence dès 1973, par approche pharmacologique en utilisant des composés opiacés 
radiomarqués dont on a étudié la fixation spécifique et saturable sur des préparations 
membranaires de cerveaux (PERT et SNYDER 1973, SIMON et coll. 1973, 
TERENIUS 1973). Par la suite, l'utilisation comme ligands d'un grand nombre 
d'analogues de structure des opiacés a permis de distinguer trois types de récepteurs, 
appelés IJ., 8 et K. Ces récepteurs sont très abondants dans les zones impliquées dans 
1' intégration des informations nociceptives (douleur), c'est en particulier le cas dans la 
corne dorsale de la moelle épinière. Ces récepteurs sont aussi largement distribués dans 
le système nerveux central et particulièrement dans les régions limbiques qui contrôlent 
les émotions. Bien que tous ces récepteurs soient impliqués dans l'analgésie, chaque 
type de récepteur présente des propriétés de liaison spécifiques laissant supposer leur 
contribution, spécifique aux différentes réponses pharmacologiques des opiacés (revue 
in KIEFFER et coll. 1997). 

1.1.1.1. Les différents types de récepteurs aux opiacés. 

Très longtemps, les protéines membranaires réceptrices des opiacés (exogènes) 
ou des opioïdes (endogènes), ont constitué une famille mal connue, en dépit de 
nombreuses études menées dans ce domaine par de multiples équipes internationales. 

C'est le clonage récent de l'ADNe du récepteur 8 des opiacés (EV ANS et coll. 
1992, KIEFFER et coll. 1992) qui a permis le clonage, par homologie, des ADNe des 
récepteurs 11 et K (revue in KIEFFER 1995). L'analyse de la séquence des ADNe et la 
déduction de la structure primaire des protéines exprimées ont révélé que ces 
récepteurs font partie de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G, et 
qu'ils présentent une topologie à sept domaines transmembranaires. Le récepteur de 
type 11 est actuellement le mieux connu ; il se caractérise par sa très haute affinité pour 
la morphine. Le récepteur de type 8 fixe préférentiellement les enképhalines, opioïdes 
endogènes alors que, le récepteur de type K lie avec beaucoup d'affinité la dynorphine, 
un autre opioïde endogène. Cependant, si cette classification des récepteurs en trois 
types est généralement admise une subdivision de certains d'entre eux est proposée par 
quelques auteurs ; ainsi, à titre d'exemple, les récepteurs de type IJ., comme ceux de 
type K, peuvent être divisés en deux sous-types respectivement 1111112 et KdKz (revue in 
DHAWAN et coll. 1996) D'une façon générale, une classification précise sur des bases 
pharmacologiques est d'autant plus difficile à établir que des interactions étroites 
existent entre les sites, conduisant à une modification de leurs affinités à 1' égard de 
ligands. Ces interactions potentielles entre plusieurs types de récepteurs pourraient 
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conduire à l'existence hypothètique d'un complexe-récepteur composé de récepteurs 
distincts pouvant interagir ensemble (revue in KIEFFER 1995). 

1.1.1.2. Les mécanismes de transduction membranaire. 

La liaison de l'agoniste opiacé à son récepteur génère une réponse 
intracellulaire, (ou second messager), par l'intermédiaire de mécanismes de 
transduction faisant intervenir des protéines G. Dans la plupart des cas, la stimulation 
des récepteurs opiacés provoque une hyperpolarisation de la membrane plasmique liée à 
des modifications de conductances ioniques. Ainsi les agonistes K réduisent les courants 
entrants Ca2

+. Les récepteurs de type 8 peuvent agir à la fois sur les canaux Ca2+ et des 
canaux K+. Enfin,les récepteurs de type !-1 sont fonctionnellement couplés à des canaux 
K,_ et leur activation conduit à une inhibition des courants calciques (revue in PIROS et 
coll. 1996). 

L'inhibition de l'activité adénylate-cyclase parait être la réponse la plus 
fréquente induite par l'interaction ligand-récepteur, en particulier pour les récepteurs de 
type !J, et 8 (WANG et GINTZIER 1994; revue in PIROS et coll. 1996). D'une façon 
générale, selon les données de la littérature, plusieurs systèmes de transduction 
membranaire peuvent participer à 1' élaboration de la réponse cellulaire à la stimulation 
des récepteurs aux opiacés. Par ailleurs, la nature du second messager formé peut varier 
d'une région à une autre du système nerveux (revue in KIEFFER 1995 ; revue in 
DHAW AN et coll. 1996). 

1.1.2. Les peptides opioïdes endogènes. 

Deux ans après la mise en évidence des récepteurs aux opiacés, HUGUES et 
coll. (1975) montraient l'existence dans le système nerveux central de deux peptides 
opioïdes endogènes, la Met-enképhaline et la Leu-enképhaline, capables de mimer 
l'action de dérivés opioïdes. Depuis cette découverte, la pluralité de ces peptides 
endogènes appelés endomorphines (environ une vingtaine) a été mise en évidence, ils 
appartiennent à deux principales familles celle de la f3-endorphine et celle des 
enképhalines. 

Malgré cette diversité, tous les peptides appartenant à ces deux familles 
possèdent une même séquence d'acides aminés N-terminale (Tyr-Gly-Gly-Phe). Les 
endorphines (alpha, bêta, gamma et delta) sont dérivées d'un précurseur, la pro
opiomélanocortine (Fig. 17). Il est intéressant de constater que cette molécule est 
également le précurseur de l'hormone corticotrope (ACTH). D'une façon générale, les 
taux circulants de ces deux substances (endorphines et AC TH) varient en fonction du 
niveau de stress de l'organisme. 

La famille des enképhalines, beaucoup plus complexe, dérive de deux 
précurseurs, les proenképhalines A et B. Les produits du clivage de la proenképhaline 
A sont, entre autres, la Met- et la Leu-enképhaline. La proenképhaline B, ou pro
dynorphine, est le précurseur de la famille des dynorphines (Fig. 17). 

Comme les autres neuromédiateurs, les enképhalines sont libérées dans la fente 
synaptique par un processus calcium-dépendant et se lient à des récepteurs pré-ou 
postsynaptiques. Cette interaction ligand récepteur est rapidement interrompue par la 
dégradation enzymatique des peptides, principalement sous l'action de l'enképhalinase, 
qui dégrade aussi d'autres peptides et de l'aminopeptidase N. Les dynorphines sont, 
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Peptide 
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1. Prépro-opiomélanocortine 
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1 1 1 1 1 1 1 

yMSH uMSH J3MSH 

Peptide N-tenninal A.C.T.H. J3LPH 

y3-MSH CLIP yLPH J3 endorphine 

2. Prépro-enképhaline A 

267 

Il 1 1 1 1 1 
Peptide F 

Peptide E 

3. Prépro-enképhaline B (Prépro-dynorphine) 
1 
.---~.---------------------------~~--~~----------~257 

1 1 1 
Peptide 
Signal Néo-endorphine Dynorphine A Dynorphine B 

1 Met-enképhaline 

1 Leu-enképhaline 

Figure 17 : Les trois précurseurs des endornorphines. 

1. La Prépro-opiomélanocortine contient notamment une séquence de Met
enképhaline, d' ACTH et de ~-endorphine. 

2. La Prépro-enképhaline contient 6 résidus Met-enképhaline et 1 résidu Leu
enképhaline. 

3. La Prépro-enképhaline B ou Prépro-dynorphine contient 3 résidus Leu
enképhaline et aboutit à la formation de dynorphine A et B. 



quant à elles, catabolisées par des carboxypeptidases. Si les enképhalines interviennent 
de manière privilégiée dans le processus d'analgésie, ces substances, contrairement à la 
morphine, n'induisent pas de phénomènes de tolérance et/ou de dépendance, 
probablement parce qu'elles subissent rapidement une dégradation enzymatique (revue 
in KIEFFER et coll. 1997). 

Ces peptides et leurs récepteurs forment un système de neurotransmission qui 
module entre autre la réponse à la douleur, celle au stress, et la manifestation des 
émotions. Ces peptides sont également impliqués dans le contrôle de fonctions 
autonomes, endocriniennes et immunitaires (revue in OLSON et coll. 1996). 

1.2. Mécanisme d'action de la morphine. 

La connaissance récente des gènes codant pour les récepteurs des opiacés à 
ouvert la voie à des études fonctionnelles chez 1 'animal, dans le but de mieux analyser 
le rôle respectif de chacun des types de récepteurs dans les effets engendrés par les 
opioïdes. Par l'utilisation de la méthode de recombinaison homologue, 
(LEMARCHANDEL et MONTAGUTELLI 1990), MATTHES et coll.(1996) ont 
inactivé chez la souris le gène codant pour le récepteur J.l. Ainsi, les souris 
homozygotes pour la mutation (J..t-1) ne présentent plus de liaison de ligands spécifiques 
des récepteurs de type J.l au niveau cérébral, ni d'expression de ce type de récepteurs. 
Par ailleurs ces souris, naissent sans anomalies anatomo-morphologiques apparentes 
grandissent normalement et se reproduisent avec un taux de fertilité comparable à celui 
du type sauvage (J..t+i+). L'absence, chez ces souris de récepteurs de type J.l, d'une part, 
n'affecte pas le nombre et la répartition des récepteurs de type ô et K et d'autre part ne 
modifie pas le niveau d'expression des gènes codant pour la proenképhaline, la 
prodynorphine ou la proopiomélanocortine ainsi que la distribution de ces précurseurs 
des peptides opioïdes. 

Des tests comportementaux ont montré que les souris mutantes homozygotes 
(1./") sont insensibles à l'action de la morphine agoniste par excellence des récepteurs 
de type J.l. L'analgésie, l'euphorie et la dépendance physique, trois des plus 
remarquables actions biologiques de cette drogue, sont totalement abolies chez ces 
animaux (MATTHES et coll. 1996). L'absence de réponse résiduelle à ces tests ayant 
été observée, on peut affirmer raisonnablement que ces effets de la morphine 
n'impliquent pas les récepteurs ô et K. Ces expériences, ont prouvé, pour la première 
fois, que le produit du gène codant pour le récepteur J.l représente par excellence la 
cible moléculaire de la morphine. Il reste cependant à évaluer l'état fonctionnel des 
récepteurs ô et K chez ces souris mutantes afin d'interpréter sans ambiguïté la 
suppression complète d'effets comportementaux de la morphine chez ces animaux. 

1.3. But de l'étude. 

Dans le but de preciser quelles peuvent être les conséquences physio
pathologiques d'une exposition prénatale à des opioïdes (codéine, morphine et héroïne) 
chez l'homme, nous avons mené une étude expérimentale chez l'animal de laboratoire 
en utilisant comme modèle des rates gravides injectées de sulfate de morphine au cours 
de la gestation. 
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Les foetus ont été délivrés à terme par césarienne et une étude en grande partie 
comparable à celle réalisée précédemment chez des nouveau-nés de mères indemnes a 
été réalisée. L'étude des conséquences à court terme d'une exposition prénatale à la 
morphine est justifiée pour les raisons suivantes : 

1) les enfants de mères toxicomanes, présentent à la naissance de graves 
séquelles en particuliers neurologiques. (cflntroduction). 

2) au cours des premières heures suivant la délivrance, l'apparition de la« crise 
testiculaire » chez le garçon est comparable à celle observée chez de 
nombreux animaux de laboratoire et d'animaux domestiques (CORBIER et 
coll. 1992). On peut donc émettre l'hypothèse que l'exposition prénatale à la 
morphine est susceptible d'affecter la fonction gonadique du nouveau-né et 
en particulier la « crise testiculaire». Il est donc vraisemblable qu'une 
perturbation de cette crise peut déterminer chez l'homme, comme elle le fait 
chez les animaux, le bon fonctionnement de son axe gonadotrope et son 
comportement sexuel à l'âge adulte. A l'appui de cette hypothèse on peut 
rappeler que, chez l'homme adulte, la dépendance à l'héroïne est associée à 
des phénomènes d'hypogonadisme et/ou d'aménorrhée. 

3) des études post-mortem, menées chez des enfants de mères héroïnomanes, 
ont mis en évidence une réduction de la taille et du nombre de cellules dans 
plusieurs organes ou tissus parmi lesquels les plus affectés sont les surrénales 
(revue in V ATHY et KAT A Y 1992). On peut également émettre 1 'hypothèse 
que cette atrophie est le signe clinique d'un hypofonctionnement de l'axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien, installé dès la vie foetale. 

A la vue de ces observations cliniques ou expérimentales et des hypothèses de 
travail qu'elles suscitent, il nous a paru primordial d'étudier dans un premier temps à 
court terme, chez le nouveau-né, les effets d'une exposition prénatale à la morphine 
avant d'étudier à plus long terme si ces effets ont un caractère provisoire ou permanent. 
Par ailleurs, certains événements neure-endocriniens qui surviennent dans la période 
postnatale précoce ont des effets à long terme sur le fonctionnement d'axes 
hypothalamo-hypophysaires tels que l'axe gonadotrope et l'axe corticotrope. 

Pour toutes ces raisons nous avons étudié, chez le nouveau-né de rat exposé à la 
morphine durant une partie de la gestation : 

- la masse des testicules et l'évolution de la testostéronémie chez le mâle 

-l'évolution de l'oestradiolémie chez la femelle. 

-la masse surrénalienne et l'évolution de la corticostéronémie chez le mâle et la 
femelle. 

-l'évolution des métabolismes hypothalamiques de la NA, de la SHT et celle du 
contenu de l'hypothalamus en NPY au cours de la période postnatale précoce. 
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1.4. Choix du modèle expérimental et du protocole de traitement. 

Nous avons choisi d'utiliser le modèle établi par VATRY et coll. (1985) qui 
consiste à administrer bi-quotidiennement 3 mg de sulfate de morphine à des rates 
gravides, du 11 ème au 18ème jour de la gestation. Ces doses de morphine sont 
modérées, comparées à celles utilisées par les héroïnomanes. 

L'administration de morphine, au cours de la seconde partie de la gestation, a 
été faite pour observer principalement ses effets sur la maturation du cerveau en 
développement. En effet, la première partie de la gestation est surtout marquée chez le 
foetus de rat par l' organogénèse, alors que la seconde constitue une période critique au 
cours de laquelle apparaissent des différences sexuelles dans l'organisation 
fonctionnelle du système nerveux central. C'est au cours de cette période que l'on 
observe en particulier : 

-la baisse sinon la fin des divisions des cellules au sein de l'hypothalamus et des 
neurones dans l'aire préoptique (entre E14 et E17) selon JACOBSON et GORSKI 
(1981). 

-l'apparition, dans l'hypothalamus, des récepteurs aux opioïdes (à environ E14) 
selon CLENDENINN et coll. (1976) et des récepteurs aux hormones stéroïdes (à 
environ E15) d'après VITO et FOX (1981). 

- les premières sécrétions d'hormones stéroïdes gonadiques et surrénaliennes (à 
environ E15) d'après McEWEN (1978), et DUPOUY et CHATELAIN (1981). 

Par ailleurs, c'est en utilisant ce modèle expérimental, que VATRY et coll. 
(1985) ont mis en évidence des effets à long terme de ce traitement prénatal sur le 
comportement sexuel de l'adulte (mâle et femelle), ainsi que sur le fonctionnement des 
systèmes catécholaminergiques centraux (V ATHY et KAT A Y 1992). Bien que de tels 
effets à long terme restent à confirmer, on ignorait, quand nous avons commencé notre 
étude, si de tels effets étaient déjà présents au cours de la période postnatale précoce 
dont on a souligné l'importance pour la vie adulte. Pour toutes ces raisons, le travail 
présenté dans ce mémoire demeure focalisé sur cette période critique de l' ontogénèse. 

II. MATERIEL ET METHODES 

ll.l Animaux, traitements et prélèvements. 

11.1.1. Les animaux. 

Les animaux utilisés et les conditions d'élevage sont identiques à ceux décrits 
précédemment dans la 1ère partie de ce mémoire. Les femelles fécondées sont placées 
dans des cages individuelles dès le premier jour de la gestation et élevées, dans les 
conditions définies précédemment, jusqu'au 21 ème jour de la gestation. 

11.1.2. Les traitements. 

Les rates gestantes dont le poids corporel est environ 330 g sont réparties en 2 
groupes expérimentaux : 
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- un groupe « MORPHINE » dans lequel les femelles reçoivent en injection sous
cutanée du sulfate de morphine (Laboratoires Francopia-Sanofi) du llème au 18ème 
jour de la gestation, à raison de 6 mg/rate/jour, en injections quotidiennes de 3 mg 
réalisées à 9h00 et à 17h00, en solution dans un volume de 500f.ll de solvant (NaCl 
0,9%). 

- un groupe « SOLVANT », utilisé comme groupe témoin, dans lequel les rates 
reçoivent deux fois par jour, aux mêmes heures, le même volume (500 f.ll) de solvant 
seul. 

11.1.3. Prélèvement des foetus, collecte et stockage des échantillons 
biologiques. 

Ces manipulations sont identiques à celles décrites précédemment (paragraphes 
11.1.2. et 11.1.3. de la première partie). 

11.2. Dosages radioimmunologiques des hormones dans le sang et du NPY dans 
l'hypothalamus. 

Les protocoles des dosages des hormones circulantes ( corticostérone, 
testostérone et oestradiol) et du Neuropeptide Y hypothalamique ont été décrits 
antérieurement (paragraphe 11.2. de la première partie). 

11.2.1. Dosage du contenu testiculaire en testostérone. 

Après le sacrifice des nouveau-nés, les testicules sont rapidement prélevés, 
pesés et broyés par sonication dans 500 f.ll d'une solution de NaCl 0,9% ; après 
centrifugation (20 min. à 14000 rpm), le surnageant est congelé à -20°C jusqu'au jour 
du dosage radioimmunologique de la testostérone. 

La teneur du testicule en testostérone est déterminée après extraction de 
l'hormone (cf 1ère partie : 11.2.1.1.) et dosage radioimmunologique (cf 1ère partie : 
11.2.1.2.). 

11.3. Dosage par HPLC de neuromédiateurs et de leurs métabolites. 

Les dosages sont effectués selon le protocole précédemment détaillé (chapitre 
11.3. de la 1ère partie). 

11.4. Statistiques. 

Les données ont été soumises à une analyse de variance à trois voies (sexe x 
traitement prénatal x temps), puis à un test de Dunnet. Le test « t » de Student a été 
utilisé uniquement pour comparer deux groupes. La signification statistique est fixée au 
seuil P::::::0,05. 
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III. RESULTATS 

111.1. Animaux étudiés. 

Un ensemble de 54 portées a été utilisé pour cette étude, 26 ont été traitées au 
solvant et 28 à la morphine. Le traitement à la morphine n'affecte pas la taille des 
portées puisque le nombre moyen de foetus est de 9,38 ± 0,65 pour les portées 
« solvant» (S) et de 8, 78 ± 0,64 pour les portées « morphine» (M), (P> 0,05). Ce 
traitement n'affecte pas davantage la répartition entre mâles et femelles à l'intérieur des 
portées (mâles: 4,77 ± 0,41 (S) vs 4,19 ± 0,42 (M); P> 0,05 ; femelles : 4,61 ± 0,51 
(S) vs 4,89 ± 0,44 (M) ; P> 0,05). Le poids corporel des nouveau-nés n'a été mesuré 
que sur quelques animaux de portées de tailles comparables immédiatement après la 
délivrance ; il n'est pas davantage affecté par le traitement à la morphine. 

111.2. Conséquences du traitement prénatal à la morphine sur l'évolution des 
métabolismes hypothalamiques d'amines biogènes et du NPY. 

111.2.1. La Sérotonine (5HT) et le 5H1AA. 

Chez les nouveau-nés, issus de mères traitées au solvant, le contenu 
hypothalamique en 5HT est comparable chez les mâles et les femelles à la naissance ; il 
ne varie pas significativement au cours des 90 min. qui suivent la délivrance (fig. 
18A/18B). 

Chez les nouveau-nés exposés à la morphine le contenu de l'hypothalamus en 
5HT est, à la naissance comparable dans les deux sexes et non différent de celui 
observé au même stade chez les animaux de mère injectée de solvant (fig. 18A/18B). 
Chez les mâles le contenu hypothalamique en 5HT est néanmoins significativement 
augmenté 60 min. après la naissance (fig. 18A) alors que chez les femelles il ne l'est pas 
(fig. 18B). 

Après la naissance, le contenu hypothalamique en 5HIAA augmente 
significativement chez les nouveau-nés de mères injectées de solvant, à 60 et 90 min. 
chez les femelles et à 90 min. chez les mâles (fig. 18C/18D) ; quelque que soit le stade, 
il n'y a pas de différence entre les sexes. 

Chez les nouveau-nés exposés à la morphine, le contenu hypothalamique en 
5HIAA est comparable dans les deux sexes à la naissance et il augmente de manière 
semblable 60 et 90 min. après la délivrance (fig. 18C/18D). 

Au cours des 30 premières minutes de vie extra-utérine, le contenu de 
l'hypothalamus en 5HIAA est significativement plus élevé chez les femelles exposées à 
la morphine que chez les femelles témoins exposées au solvant (fig. 180). 

Le métabolisme de la sérotonine, qui peut être estimé par le rapport 
5HIAA/5HT, reste stable chez les mâles des deux groupes expérimentaux (fig. 19A), 
mais augmente chez les femelles témoins (90 min. après la naissance) et chez les 
femelles exposées à la morphine (30 et 90 min) (fig 19B).D'après nos données 
expérimentales il apparait qu'une demi-heure après la délivrance, le métabolisme de la 
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sérotonine est plus intense chez les femelles exposées à la morphine que chez les 
témoins. (fig. 19B). 

Par ailleurs, le métabolisme de la SHT est 90 min. après la délivrance 
significativement plus élevé chez les nouveau-nés femelles témoins que chez les mâles 
des mêmes fratries (fig. 19A/19B). 

111.2.2. La noradrénaline (NA) et le MHPG. 

Le contenu de l'hypothalamus en NA reste stable chez les nouveau-nés des 
deux groupes expérimentaux au cours des 90 premières minutes de vie extra-utérine, et 
aucune différence liée au sexe n'est observée (fig. 20A/20B). Ce contenu est 
légèrement mais significativement diminué à la délivrance chez les nouveau-nés mâles 
exposés à la morphine (fig. 20A). 

Le contenu hypothalamique en MHPG reste stable et comparable chez les 
nouveau-nés mâles des deux groupes expérimentaux (fig. 20C) alors qu'il est augmenté 
chez les femelles exposées à la morphine, 1 heure après la naissance (fig. 20D). A ce 
stade, il est significativement plus élevé chez ces dernières que chez les femelles 
témoins (fig. 20D). 

Le métabolisme hypothalamique de la noradrénaline qui peut être estimé par le 
rapport MHPG/NA est augmenté chez les nouveau-nés mâles témoins 90 min. après la 
naissance (fig. 21A) alors qu'il reste stable chez les mâles exposés à la morphine. Chez 
les femelles des deux groupes expérimentaux, ce métabolisme est comparable et 
n'évolue pas significativement au cours des 90 min. qui suivent la naissance (fig. 21B). 
Il n'existe pas de différence significative entre les mâles et les femelles pour ce 
paramètre. (fig. 21A/21B). 

111.2.3. Le neuropeptide Y. 

Chez les nouveau-nés, mâles et femelles, issus de mères injectées de solvant, le 
contenu hypothalamique en NPY est comparable à la naissance et diminue légèrement 
mais non significativement 30 et 60 min. après celle-ci (fig. 22A/22B). L'exposition 
prénatale à la morphine n'a pas d'effet significatif sur ce contenu et sur l'évolution de 
celui-ci chez les mâles et les femelles (fig. 22A/22B). 

111.2.4. Masse surrénalienne et corticostéronémie. 

Le poids des surrénales des animaux, mâles et femelles, de mères traitées à la 
morphine est fortement réduit comparativement à celui des animaux de mères traitées 
au solvant, ceci qu'elle que soit la période étudiée entre 0 et 90 minutes après la 
naissance (fig. 23A/23B). 

A la naissance, la corticostéronémie est comparable chez les animaux mâles des 
deux groupes expérimentaux, mais, chez les femelles, elle est significativement 
diminuée par le traitement prénatal à la morphine (fig. 23C/23D). Par la suite, la 
corticostéronémie s'élève régulièrement chez les nouveau-nés mâles et femelles 
témoins, alors qu'elle reste stable chez les nouveau-nés de mères injectées de 
morphine(fig. 23C/23D). 
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Figure 20: Evolution postnatale du contenu hypothalamique en NA (A,B) et en MHPG (C,D)) chez des 
nouveau-nés mâles et femelles de mères injectées de solvant ( Ill ) ou de morphine ( Il ) 
durant la gestation. 

Moyenne± ESM (n=4-12). Analyse statistique: 
- versus temps 0 min. * P<0,05 
-Morphine vs solvant (+) P<0,05 (++) P<O,Ol 
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Figure 22 : Evolution postnatale du contenu hypothalamique en NPY chez des nouveau-nés 
mâles (A) et femelles (B) issus de mères injectées de solvant ( lill ) ou de 
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La corticostéronémie est significativement diminuée par le traitement à la 
morphine à 30 et 90 min. chez les mâles et à 0 et 90 min. chez les femelles (fig. 
23C/23D). 

111.2.5 Masse testiculaire, testostérone tissulaire et plasmatique. 

A la naissance et au cours des 90 premières minutes de vie extra-utérine la 
masse testiculaire et le contenu des testicules en testostérone des nouveau-nés mâles de 
mères injectées de morphine sont comparables à ceux des mâles de mères injectées de 
solvant (données non montrées). 

La testostéronémie s'élève rapidement et de manière similaire chez les nouveau
nés mâles des deux groupes expérimentaux dès les premières 30 minutes après la 
naissance et demeure élevée jusqu'à 90 min. (fig. 24A). 

111.2. 6 Oestradiolémie. 

L' oestradiolémie est comparable chez les femelles des deux groupes 
expérimentaux ; elle s'élève très légèrement mais de manière semblable entre 60 et 90 
minutes postpartum ; l'oestradiolémie est alors, significativement plus élevée qu'à la 
naissance. (fig. 24B). 

IV DISCUSSION 

Le traitement prénatal à la morphine n'a pas affecté la taille des portées ou la 
répartition entre mâles et femelles au sein des portées ; ces observations sont en accord 
avec celles de VATRY et coll. (1995) qui ont utilisé le même protocole expérimental. 

IV.l. Conséquence sur l'activité testiculaire néonatale. 

La « crise testiculaire » observée chez les nouveau-nés témoins (de mères 
injectées de solvant) est similaire à celle des nouveau-nés de mères non traitées (cf 
partie précédente) ; l'exposition à la morphine in-utero n'altère pas chez ces nouveau
nés l'activation de la fonction gonadique à la naissance. L'existence d'une «crise 
testiculaire » chez les nouveau-nés mâles exposés à la morphine avant la naissance est 
parfaitement conforme avec le développement d'un comportement sexuel de type mâle 
normal, rapporté par VATRY et coll. (1985, 1992), lorsque ces animaux ont atteint 
l'âge adulte. La consommation de drogues opiacées par l'homme a des effets délétères 
sur sa fonction gonadique (hypogonadisme) ; de tels effets ne sont pas observés ici chez 
le nouveau-né de rat après exposition in-utero à la morphine. Ceci est à priori 
surprenant puisque, le système opioïde endogène joue un rôle majeur dans la 
maturation et le contrôle de l'axe gonadotrope du foetus de rat (revue in GENAZZANI 
et coll. 1995) et que la morphine peut atteindre directement le foetus puisqu'elle diffuse 
librement au travers du placenta et de la barrière hémato-encéphalique (SANNER et 
WOODS 1965). En effet, l'injection intrapéritonéale de 20mg/kg de morphine à des 
rates gestantes induit, après 1 0 minutes, une élévation de sa concentration plasmatique 
deux fois plus grande chez le foetus que chez la mère (BOIKO et coll. 1995). Enfin 
1' exposition prénatale à la morphine perturbe 1' ontogenèse de la barrière hémato
encéphalique (BANKS et coll. 1996). 
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L'ensemble de nos données suggèrent donc que la morphine, bien qu'elle soit 
capable de diffuser du compartiment maternel au comportement foetal ne perturbe pas, 
tout au moins lorsqu'elle est administrée du llème au 18ème jour de sa gestation, 
l'activation testiculaire néonatale chez le rat. On ignore à ce jour s'il en est de même 
lorsque l'exposition à la morphine se prolonge jusqu'au terme de la grossesse voire au
delà. 

IV.2. Conséquence sur l'oestradiolémie durant la période néonatale. 

L' oestradiolémie augmente légèrement mais significativement entre 60 et 90 
minutes après la délivrance chez les nouveau-nés femelles des deux groupes 
expérimentaux (mères injectées de solvant et mères injectées de morphine). Chez des 
nouveau-nés de mères non traitées, (cf partie précédente), une augmentation discrète 
quoique non significative de 1' oestradiolémie a été observée au même stade, de la vie 
extra-utérine. L'exposition prénatale à la morphine ne perturbe donc pas, au cours des 
premières minutes de la vie extra-utérine, les fonctions gonadiques du nouveau-né 
femelle. 

IV.3. Conséquences sur la masse des surrénales et l'activation surrénalienne 
néonatale. 

Chez les nouveau-nés témoins (mères injectées de solvant), la masse 
surrénalienne et l'évolution de la corticostéronémie au cours de la période postnatale 
précoce, sont semblables à celles observées chez les nouveau-nés de mères non traitées, 
(cf. partie précédente). 

Par contre, chez les nouveau-nés des deux sexes l'exposition in-utero à la 
morphine, a deux conséquences majeures, sur la fonction corticotrope, à savoir une 
sévère atrophie et une hyperactivité des glandes surrénales. L'élévation de la 
corticostéronémie, signe indubitable d'une activation surrénalienne observée chez les 
nouveau-nés de mères indemnes ou injectées de solvant, est absente chez ceux dont la 
mère a été injectée de morphine. 

En fin de gestation, le développement pondéral des surrénales et leur activité 
sont tributaires de l' ACTH adénohypophysaire, dont la synthèse et la sécrétion sont en 
grande partie sous la dépendance du CRF hypothalamique foetal (DUPOUY et 
CHATELAIN 1981, COHEN et coll. 1983). L'atrophie et l'hypofonctionnement des 
surrénales observés chez les nouveau-nés exposés à la morphine avant la naissance 
pourraient donc être associés soit à une défaillance de la production et/ ou de la 
sécrétion d' ACTH durant la période foetale et néonatale, soit à une insensibilité des 
surrénales à l'action trophique et stéroïdogénique de l' ACTH. 

L'atrophie surrénalienne observée chez nos animaux traités évoque celle 
observée chez le nouveau-né humain de mère consommatrice d'opiacés pendant la 
grossesse (revue in V ATHY et KAT A Y 1992). Bien qu'une action directe de la 
morphine sur le développement des surrénales foetales ne puisse être écartée, il n'existe 
pas à notre connaissance de données de la littérature susceptibles de confirmer ou 
d'infirmer une telle hypothèse. Par contre, il a été montré qu' au niveau du SNC, 
1' apport d'opiacés durant 1' ontogenèse, perturbe la croissance d'éléments nerveux et 
non-nerveux (revue in HAMMER et HAUSER 1992). L'hypothèse d'éventuels effets 
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d'une exposition prénatale aux opiacés sur la sensibilité des surrénales à l' ACTH doit 
être soumise à la vérification expérimentale. ' 

On peut aussi émettre l'hypothèse que la production d' ACTH foetale ait été 
perturbée par la morphine au cours de 1' ontogenèse soit par inhibition directe de 
1 'activité des cellules corticotropes adénohypophysaires par la drogue, soit par 
inhibition centrale des systèmes impliqués dans le contrôle multifactoriel de la sécrétion 
d' ACTH (CRF, A VP, NA, 5HT et NPY entre autres). A l'appui de cette dernière 
hypothèse on peut rappeler que, les systèmes opioïdes endogènes sont particulièrement 
affectés par un traitement prénatal aux opiacés.En effet, l'administration de morphine 
ou d'agoni ste de type f.l à des femelles gestantes diminue le nombre des récepteurs de 
type f.l aux opiacés chez des animaux âgés de 1 à 5 jours (BELCHEVA et coll. 1994, 
TEMPEL 1991 ), réduit la concentration cérébrale en enképhalines chez des nouveau
nés à terme (TIONG et OLLEY 1988) et perturbe les mécanismes de transcription et 
de traduction associés à la synthèse des peptides opioïdes endogènes cérébraux chez 
des nouveau-nés et des rats agés de 6 jours (TEMPEL et coll. 1995 ; ZAGON et 
McLAUGHLIN 1995). 

Les systèmes opioïdes endogènes centraux sont impliqués dans le contrôle 
multifactoriel de l'activité de l'axe corticotrope aussi bien chez le rat adulte que chez le 
jeune (revue in ADAMSON et coll. 1991). La stimulation des récepteurs de type K 

stimule l'activité de cet axe chez des rats de 2 jours, alors que celle des récepteurs de 
type f.l ne la stimule que chez des animaux de 5 jours (ADAMSON et coll. 1991). On 
peut donc émettre l'hypothèse que la morphine, administrée au cours de la gestation, 
par ses effets sur le système nerveux central du foetus inhiberait la mise en place d'un 
contrôle activateur exercé par les peptides opioïdes sur 1' activité de 1' axe corticotrope 
foetal et néonatal. Cette hypothèse doit faire l'objet d'une vérification expérimentale. 
Une autre hypothèse peut être émise à savoir que l'atrophie et l'hypoactivité des 
surrénales néonatales est la conséquence d'une inhibition de l'axe hypothalamo
hypophyso-surrénalien du foetus par la corticostérone provenant de la mère et secrétée 
en plus grande quantité par les surrénales de rates injectées de morphine. Cette 
hypothèse sera testée prochainement (cf partie IV du présent mémoire). Dans un 
premier temps, il nous a paru nécessaire d'approfondir nos investigations sur d'autres 
perturbations susceptibles d'être engendrées par la morphine, au niveau de différentes 
composantes de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien des nouveau-nés .. 

IV.4. Conséquences sur le système sérotoninergique. 

L' augmentation des contenus hypothalamiques en 5HT (chez les mâles) et en 
5HIAA (chez les animaux des deux sexes) durant la période postnatale précoce, et, à 
un degré moindre chez les témoins (mères injectées de solvant) suggère que la 
naissance s'accompagne d'une hausse du métabolisme de la 5HT plus importante chez 
les mâles que chez les femelles. Une élévation du métabolisme de la 5HT a 
précédemment été observée chez des nouveau-nés de mères non traitées. Néanmoins, 
l'évolution de ce métabolisme et la différence liée au sexe observées lors de cette étude 
préliminaire, ne sont pas rigoureusement identiques à celles décrites ici chez les 
nouveau-nés issus de portées traitées au solvant. 

La différence entre ces deux séries d'expériences pourraient être dues aux effets 
du stress maternel occasionné par l'injection biquotidienne de NaCl 0,9%. En effet, 
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selon NISHIKOURI (1995) ce type de solvant injecté quotidiennement par voie sous
cutanée à des femelles gravides, du 7ème au 21ème jour de la gestation, s'accompagne 
chez les nouveau-nés d'une diminution des contenus cérébraux en 5HT et 5HIAA. Ceci 
pourrait rendre compte de différences observées entre nouveau-nés de mères indemnes 
et nouveau-nés de mères injectées au solvant. 

L'exposition prénatale à la morphine augmente le métabolisme hypothalamique 
de la 5HT, principalement chez les nouveau-nés femelles. A notre connaissance, peu 
d'études ont été réalisées quant aux effets des opiacés sur le système sérotoninergique. 
Les résultats de ces études sont néanmoins assez contradictoires. Selon BARDO et 
coll. (1982) une exposition pré-ou postnatale à la morphine n'affecte pas le contenu 
cérébral en 5HT, pour d'autres au contraire ce type de traitement inhibe la maturation 
des neurones sérotoninergiques (revue in KUHN et coll. 1992). Cette dernière 
observation est compatible avec le fait qu'une inhibition du développement de neurones 
sérotoninergiques foetaux en culture est provoquée par la Leu-enképhaline et que cet 
effet implique des récepteurs de type !l et/ou K. (DA VLIA-GARCIA et AZMITIA 
1989 ; in KUHN et coll. 1992) Ces observations qui méritent d'être confirmées ainsi 
que les nôtres suggèrent bien que le système sérotoninergique central en général ou 
hypothalamique en particulier pourrait être une des cibles privilégiées des opiacés au 
cours de l'ontogénèse. Une perturbation de la morphogénèse des neurones à 5HT par 
une exposition prénatale à la morphine est hautement probable (revue in KUHN et 
coll. 1992, revue in HAMMER et HAUSSER 1992). 

IV.5. Conséquences sur le système noradrénergique. 

Chez les nouveau-nés témoins de mères injectées de solvant, le métabolisme 
hypothalamique de la NA demeure stable chez les femelles mais augmente légèrement 
chez les mâles, 90 min. après la délivrance. Lors de notre étude préliminaire chez des 
nouveau-nés de mères non traitées, nous avions observé une augmentation de ce 
métabolisme au cours du temps et un métabolisme plus important chez la femelle que 
chez le mâle. 

Ces différences de résultats pourraient, comme indiqué précédemment à propos 
de la 5HT être liées aux injections de solvant aux mères. Il a été en effet montré que les 
systèmes catécholaminergiques centraux sont sensibles au stress maternel durant la 
gestation (SLOTKIN et coll. 1992) et que le métabolisme des catécholamines peut être 
perturbé chez le nouveau-né par l'injection quotidienne de sérum salé aux femelles 
gestantes (NISHIKOURI 1995). 

L'exposition prénatale à la morphine n'affecte pas le contenu hypothalamique 
en NA ou le métabolisme de ce neurotransmetteur. Ces résultats sont en accord avec 
ceux de VATRY et coll. (1995) qui ont montré que ce traitement prénatal à la 
morphine modifie le contenu hypothalamique en NA, seulement à partir du 23ème jour 
postpartum mais non à des stades plus précoces. Par contre, lorsque ces animaux, 
prénatalement exposés à la morphine ont atteint l'âge adulte d'importantes 
modifications du contenu hypothalamique en NA sont observées ; elles sont de plus 
sexuellement dimorphiques. Ainsi, chez le mâle ce contenu est augmenté de 60% alors 
que chez la femelle il est diminué de 30% ; quant au métabolisme de la NA dans 
l'hypothalamus, il est augmenté de 50% chez le mâle mais diminué d'environ 50% chez 
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la femelle (VATRY et coll. 1994). Des expériences sont actuellement conduites au 
laboratoire pour confirmer ou non ces résultats de 1' équipe de VATRY. 

La morphine pourrait agir directement sur les neurones en développement, au 
cours de l'organogénèse prénatale. En effet, chez le foetus, les opiacés inhibent la 
synaptogénèse, l'activité des enzymes de biosynthèse de la DA et de la NA et le 
fonctionnement des récepteurs a-adrénergiques (revue in KUHN et coll. 1992). Chez 
l'adulte les opiacés inhibent aussi l'activité des neurones noradrénergiques localisés 
dans le locus coeruleus (revue in V AN BOCKSTAELE et coll. 1996). 

On peut donc envisager que 1' exposition prénatale à la morphine ait des effets à 
long terme sur le fonctionnement des neurones catécholaminergiques qui innervent en 
particulier l'hypothalamus. Comme, l'ontogénèse de ces neurones se poursuit jusqu'à 
des stades tardifs du développement postnatal, il est possible que ces perturbations 
soient peu ou pas visibles à un stade précoce de la vie extra-utérine, mais qu'elles 
apparaissent par la suite. 

IV.6. Conséquences sur l'évolution du contenu hypothalamique en NPY. 

A la naissance, le contenu hypothalamique en NPY chez les nouveau-nés 
témoins est comparable chez les mâles et les femelles, alors que nous avions noté 
précédemment un contenu plus élevé chez les mâles de mères non traitées. Chez 
l'adulte, le NPY est fréquemment co localisé avec la NA dans les corps cellulaires de 
neurones et les terminaisons axonales au sein du système nerveux central et 
périphérique (HOKFELT et coll. 1987). Il n'est donc pas surprenant d'observer chez 
nos animaux, 1' absence de dimorphisme sexuel à la fois pour le contenu hypothalamique 
en NPY et pour celui de la NA Comme nous l'avons indiqué précédemment, les 
différences observées entre les mâles de mères indemnes et les mâles de mères injectées 
de solvant, pourraient être la conséquence du stress maternel provoqué par les 
injections répétées de sérum salé. 

Durant la période postnatale précoce, le contenu hypothalamique en NPY 
diminue légèrement chez les nouveau-nés des deux sexes une heure après la délivrance ; 
l'exposition prénatale à la morphine n'affecte en rien ce contenu et son évolution 
temporelle. A notre connaissance il n'existe pas d'étude relative aux effets des opiacés 
in-utero sur le système NPY ergique. Seule, une étude menée chez le rat adulte a 
montré que 1' administration chronique de morphine provoque une diminution de la 
concentration en NPY dans l'hypothalamus et dans la médullosurrénale (PAGES et 
coll. 1991). 

Au vu des résultats rapportés par VATRY et coll. (1992, 1994), concernant le 
système noradrénergique hypothalamique du rat adulte prénatalement exposé à la 
morphine, on peut émettre 1 'hypothèse que le système NPY ergique est lui aussi, altéré à 
long terme. Cette hypothèse est en cours de vérification au laboratoire. 

En conclusion, l'exposition prénatale à la morphine induit chez le nouveau-né 
femelle une augmentation du métabolisme hypothalamique de la SHT durant la période 
postnatale précoce et, dans les deux sexes une atrophie et une hypoactivité des 
surrénales. Cette dernière, caractérisée par l'absence d'augmentation de la sécrétion de 
corticostérone au cours des minutes qui suivent la délivrance pourrait être, avec 
l'atrophie des surrénales, le signe d'une inhibition de l'axe hypothalamo-hypophyso-
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surrénalien durant la vie foetale. Par contre, la morphine n'a pas affecté chez ces 
nouveau-nés l'apparition de la «crise testiculaire néonatale» ou le métabolisme 
hypothalamique de la NA et le contenu de l'hypothalamus en NPY. 
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Effets d'une exposition prénatale à la morphine sur la fonction 
minéralocorticoïde de la surrénale du rat nouveau-né. 
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I. INTRODUCTION 

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que l'exposition prénatale à la 
morphine induit une atrophie et une hypoactivité de la fonction glucocorticoïde des 
surrénales à la naissance. Notre modèle expérimental permet donc de reproduire 
1' atrophie surrénalienne observée chez des enfants de mères toxicomanes dont il reste à 
déterminer les causes. L'objet de ce chapitre est de rechercher si l'exposition prénatale 
à la morphine affecte aussi la fonction minéralocorticoïde de la surrénale qui se traduit 
par la synthèse et la sécrétion d'aldostérone. 

1.1. La fonction minéralocorticoïde surrénalienne. 

Parmi les trois zones, histologiquement distinctes, qui composent le cortex 
surrénalien, la zone glomérulée est la plus externe et la moins épaisse puisqu'elle se 
compose d'un petit nombre de cellules. Son importance biologique n'en est pas moins 
considérable puisqu'elle synthétise et sécréte l'aldostérone principale hormone de 
régulation de la composition ionique du plasma et secondairement des tissus. 
L'aldostérone, nommée pour cette raison minéralocorticoïde, est une hormone 
stéroïdienne dérivée du cholestérol. 

Le maintien de l'équilibre hydrominéral du sang est lié à plusieurs hormones 
dont les deux principales sont l'aldostérone et l' ADH (hormone anti-diurétique). 
L'aldostérone agit principalement au niveau du rein (réabsorption de sodium et d'eau 
par les néphrons), mais aussi au niveau du SNC, des épithéliums et de l'intestin. 

La sécrétion d'aldostérone obéit à un contrôle multifactoriel, les deux stimuli 
essentiels sont 1' angiotensine II (A II) et une élévation des taux plasmatiques de 
potassium (K+). Cependant, bien d'autres substances peuvent stimuler ou inhiber la 
sécrétion d'aldostérone (Fig. 25) de façon autocrine (production d'A II), paracnne 
(endothélium vasculaire, tissu médullaire) ou nerveuse (innervation directe). 

Cellules glomémlées de la surrénale 

Dopamine 
ANF 

Somatostatine 
TGF-P 

Interleukines 
CS-1 

Sérotonine 
Peptides opioïdes 

Enképhalines 
Neuropeptide Y 

a-MSH 
y-MSH 
J3-LPH 
CRF 

Figure 25 : Les principaux facteurs agissant sur la sécrétion d'aldostérone. 

ACTH 
Angiotensine II 

K+ 

Insuline 
EGF 
IGF-I 

ACTH : hormone corticotrope ; ANF : facteur natriurétique cardiaque ; CRF : facteur de libération de l'hormone 
corticotrope; CS: corticostatine; EGF :facteur de croissance épidermique ; IGF-1 :facteur de croissance insu/inique ; 
K+ : ion potassium ; LPH, hormone lipotrophique ; MSH : hormone mélanostimulante ; TGF :facteur de croissance 
transformant; VIP: peptide intestinal vasa-actif; D'après Gallo-Payet N. (1993). 
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1.1.1. Régulation systémique de la sécrétion d'aldostérone. 

L'angiotensine II est le principal stimulus physiologique de la sécrétion 
d'aldostérone ; elle se lie à un récepteur de type ATl, à la surface des cellules 
glomérulées, et entraîne la production d'inositolphosphates, de diacylglycérol, et la 
mobilisation de calcium (revue in QUINN et WILLIAMS 1992). Bien que l'ion K+ ne 
soit pas un stimulus physiologique habituel, les cellules glomérulées sont très sensibles 
aux variations des concentrations de cet ion dans le milieu extracellulaire (K+e). 
L'élévation de K\, dépolarise la membrane plasmique, et permet l'ouverture de canaux 
voltage-dépendants ce qui entraîne une augmentation de la concentration intracellulaire 
de calcium et une sécrétion d'aldostérone. 

Chez le rat, l' ACTH est, in vitro, un des plus puissants sécrétagogues connus ; 
l' AMPc et le calcium agissent en étroite synergie comme médiateurs (DURROUX et 
coll. 1991 ; QUINN et WILLIAMS 1992). Les deux principaux facteurs inhibiteurs de 
la sécrétion d'aldostérone sont le facteur natriurétique a trial d'origine cardiaque (ANF) 
et la dopamine (DA). L'ANF diminue la sécrétion d'aldostérone induite par l' ACTH ou 
l'A II. Son action serait assurée à la fois via une phosphodiestérase sensible au GMPc 
et via un effet direct sur les canaux calciques (QUINN et WILLIAMS 1992).La DA 
inhibe la sécrétion d'aldostérone induite par 1' A II. Cette action qui s'exerce par 
l'intermédiaire de récepteurs de types Dz, implique une diminution conjointe de la 
production d'inositolphosphates et de l'influx calcique stimulés par l'A II (GALLO
PA YET et coll. 1991 ). Cependant, les cellules glomérulées possèdent aussi des 
récepteurs de type D1 dont l'activation induit la production d' AMPc et la sécrétion 
d'aldostérone (GALLO-PAYET et coll. 1991). En fonction du niveau d'expression de 
ces deux sous-types de récepteurs à la DA, cette catécholamine pourrait donc inhiber, 
stimuler ou ne pas affecter la sécrétion d'aldostérone induite par l'A II. 

1.1.2. Régulation paracrine et nerveuse de la sécrétion 
d'aldostérone. 

Le cortex surrénalien reçoit une importante innervation sympathique. Les corps 
cellulaires à 1' origine de ces fibres sont localisés soit à 1' extérieur de la glande, soit dans 
lamedulla. 

Selon les travaux de HOLZWARTH et coll. (1987) la zone capsulo
glomérulaire de la surrénale est riche en fibres catécholaminergiques formant une 
arborisation développée autour des vaisseaux sanguins et des cellules glomérulées. Ces 
observations morphologiques ont conduit à envisager 1' existence d'une régulation 
paracrine et/ou nerveuse de la sécrétion d'aldostérone. En effet, la plupart des 
hormones peptidiques et des neurotransmetteurs agissant sur la sécrétion d'aldostérone 
ont été identifiés, non seulement dans la medulla mais aussi dans les zones corticales de 
la surrénale. C'est en particulier le cas de la vasopressine, du CRF, des dérivés de la 
proopiomélanocortine, du VIP, du FGF, de l'ANF, du NPY, de la substance P, de la 
sérotonine et de la DA (revue in GALLOT-PAYET 1993). 

La présence de rayons ou d'amas de cellules chromaffines ectopiques à 
1' intérieur du cortex surrénalien, et plus particulièrement à proximité des cellules de la 
zone glomérulée, a été démontrée en microscopie photonique et électronique. Ces 
rayons médullaires contiennent non seulement des cellules chromaffines, mais aussi 
quelques fibres nerveuses. Cellules chromaffines et fibres nerveuses sont en étroit 
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contact, avec des cellules stéroïdiennes de la zone glomérulée et la libération de 
neurotransmetteurs à leur voisinage immédiat a été montrée (BORNSTEIN et 
EHRHART-BORNSTEIN 1992). Actuellement, on pense que ces rayons médullaires 
jouent un rôle physiologique important dans le contrôle par la médullosurrénale de la 
sécrétion des stéroïdes des différentes zones de la corticosurrénale. 

La liste précédemment citée des substances agissant sur la sécrétion 
d'aldostérone n'est pas exhaustive ; parmi les autres substances dont une action est 
prouvée, figurent : l'IGF 1, l'EGF, des facteurs d'origine vasculaire comme le PDGF 
ou les endothélines, plusieurs facteurs du système immunitaire comme le TNF et 
l'interleukine 1 ou encore des peptides corticostatiques comme en particulier le CS 1 
leucocytaire (revue in GALLOT-PAYET 1993). 

1.1.3. Régulation autocrine de la sécrétion d,aldostérone. 

La zone glomérulée contient tous les composants du système renine
angiotensine. Les cellules glomérulées synthétisent et sécrètent de la rénine après 
stimulation par l' ACTH ou élévation de la concentration extracellulaire en K+ (WANG 
et coll. 1992). La rénine libérée permet la transformation de l'angiotensinogène présent 
dans la zone glomérulée en A 1 ; celui-ci est transformé en A II grâce à l'enzyme de 
conversion également présente dans cette zone de la surrénale. Le taux de production 
locale d'A II serait suffisant pour assurer un contrôle de la sécrétion d'aldostérone 
(ODA et coll. 1991). 

Parmi les facteurs de croissance, le TGF-~ (facteur de croissance transformant) 
est un puissant inhibiteur de la stéroïdogénèse. FEUE et BAIRD (1992) ont démontré 
que le TGF -~, produit par les cellules corticosurrénaliennes, agit de façon 
autocrine/paracrine pour moduler l'action de stimuli locaux ou périphériques. 

De même, le FGF (facteur de croissance fibroblastique), produit par les cellules 
du cortex surrénalien, pourrait agir de manière autocrine/paracrine sur la prolifération 
cellulaire (SCHWEIGERER.et coll. 1987). 

En guise de conclusion, la figure 26 résume de manière sûrement non exhaustive 
l'ensemble des facteurs susceptibles de moduler la sécrétion d'aldostérone. Ceux-ci 
pouvant exercer leurs effets à travers les cellules chromaffines des rayons médullaires, 
l'innervation médullocorticale, de façon autocrine ou paracrine. La sécrétion de 
glucocorticoïdes ( corticostérone, cortisol) pourrait également être modulée de manière 
fine par des mécanismes intrinsèques similaires. 
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CJ Zone glomérulée ktŒlb Zone fasciculée CJ Medulla 

Figure 26: Régulation intrinsèque de la sécrétion d'aldostérone. D'après GALLOT-PAYET (1993). 

1.2. But de l'étude. 

L'objectif de la présente étude est de rechercher les conséquences de 
l'exposition prénatale à la morphine sur la fonction minéralocorticoïde surrénalienne 
chez les nouveau-nés de rat, 

- en mesurant l'aldostéronémie et la teneur des surrénales en aldostérone, à la 
délivrance et 90 min. plus tard. 

- en déterminant la kaliémie et la natrémie des nouveau-nés et de leurs mères à 
la délivrance. 

En ce qui concerne la fonction minéralocorticoïde des surrénales des nouveau
nés l'objectif a été de tester in-vitro, la sécrétion d'aldostérone par ces glandes en 
réponse à l' ACTH et à l'A II 

Il. MATERIEL ET METHODES. 

ll.l Animaux, traitements, prélèvements et stockage des échantillons. 

Les expériences ont été réalisées sur des rats de souche WIST AR, élevés dans 
les mêmes conditions que précédemment décrites dans la 1ère partie. De même, la 
reproduction de ces animaux et les traitements auxquels ils ont été soumis sont 
identiques à ceux décrits dans la 2ème partie. 

Au terme de la gestation (E 21 ), le sang des mères est collecté après décapitation 
et les nouveau-nés sont prélevés par césarienne puis sacrifiés immédiatement ou 90 
min. plus tard. 
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Sur chaque nouveau-né, on a prélevé le sang et les surrénales. Le sang est 
centrifugé à 3 . 5 OOg durant 15 min. à 4 oc ; le plasma est réparti en fractions aliquotes 
rapidement congelées à - 30°C pour les dosages d'aldostérone, et la mesure des 
concentrations en Na+ et K+. 

Les surrénales des nouveau-nés utilisées pour la détermination du contenu 
surrénalien en aldostérone sont broyées dans 500 Ill de NaCl 0,9% à 4°C. Après 
centrifugation (14 000 rpm à 4°C durant 20 min.), le surnageant est congelé à -30°C 
jusqu'au jour du dosage. 

Pour les études in-vitro, les surrénales de nouveau-nés sont prélevées à la 
naissance. 

11.2. Etudes in-vitro. 

Les surrénales des nouveau-nés sont incubées sous agitation dans lml d'une 
solution Krebs-Ringer, bicarbonates, à pH 7,4 ; contenant 0,2% (w/v) de glucose et 
0,2% (w/v) de BSA, maintenue à 37°C, dans une atmosphère à 95% d'02 et 5% de 
C02. Après une période de préincubation de 1 heure, le milieu est remplacé par lml de 
milieu frais (témoins) contenant soit de l' ACTH1_24 (Ciba-Geigy, France) à des 
concentrations variables de 10-10 à 10-6 M, soit de l'angiotensine II (Sigma) à des 
concentrations variables de 10-11 à 10-6 M. A la fin de la période d'incubation (1 heure à 
37°C, sous atmosphère 95% 0 2/5% C02), des fractions aliquotes sont congelées à -
30°C jusqu'au jour du dosage de l'aldostérone. 

11.3. Détermination des concentrations plasmatiques en Na+ et I<. 

Les concentrations des plasmas en sodium et en potassium ont été déterminées 
par spectrométrie de flamme (IL 543, Instrumentation laboratory, Milan, Italie) 

11.4. Dosage radioimmunologique de l'aldostérone. 

Le dosage de l'aldostérone dans le milieu d'incubation (études in-vitro) est 
réalisé sans extraction préalable. 

a ) Extraction. 

Le protocole d'extraction de l'aldostérone tissulaire est comparable à celui 
décrit précédemment pour les stéroïdes du plasma (cf 1ère Partie). Le rendement 
d'extraction est::::: à 95%. 

b) Réactifs du dosage. 

Le tampon utilisé pour la remise en suspension du résidu sec d'extraction et le 
dosage radioimmunologique est du tampon borate 0,05 M, pH 7,8 (Solution A : HCl 
0,05 M ; Solution B : Na2B40 7, 10H20 0,05 M ; mélangées dans les proportions 45,75 
N 54,25 B, le pH est ajusté à 7,8 par quelques gouttes de HCl 1 N) additionné de BSA 
(0,1%). Le standard de référence est l'aldostérone (Sigma) et le traceur de 
l'aldostérone [1,2,6,7]3H (Amersham) dont la RAS est de 72,1 Ci/mmol; le traceur est 
stocké à -20°C dans de l'éthanol absolu. L'immunsérum utilisé est un immunsérum de 
lapin, anti-aldostérone conjugué à la BSA (Sigma). Il a été couramment utilisé à la 
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dilution finale de 1/4000ème. Le volume final d'incubation qui est de 500 J..Ll comprend 
300 J..Ll de tampon, 100 J..Ll de la solution standard d'aldostérone (gamme de 0,975 pg à 
2000 pg/tube) ou 100 J..Ll de l'échantillon, 100 J..Ll d'une solution d'aldostérone 3H et 100 
J..Ll d'immunsérum. 

c) Séparation. 

Après une incubation de 16 heures à 4°C, les complexes aldostérone /anticorps 
sont séparés de l'aldostérone libre selon un protocole comparable à celui décrit pour la 
corticostérone, à ceci près que le tampon utilisé pour la préparation du milieu de 
séparation est différent. 

d) Caractéristiques du dosage. 

Le pourcentage de liaison de l'aldostérone 3H en absence de compétition avec 
l'aldostérone froide est de 29% (n=25). Le pourcentage de réaction croisée est de 
100% avec l'aldostérone, de 0,03% avec la 11 a hydroxy-progestérone, de 0,0017% 
avec la 18 hydroxy-corticostérone, de 0, 0002% avec la déoxycorticostérone, la 
corticostérone, l'hydrocortisone, le 21 déoxycortisol, la progestérone et la testostérone, 
de 0,00007% avec le 11 déoxycortisol et moins de 0,00001% avec la pregnénolone, la 
17 hydroxy-progestérone et la déhydroépiandrostérone. La variabilité intra-dosage est 
de 4% (n=15) et inter-dosage de 12% (n=5). 

11.5. Analyse statistique. 

De même que précédemment, une analyse de variance (ANOV A) à voie 
multiple a été utilisée suivie du test de Dunnet. Le degré de signification est fixe à P :::;; 
0,05. 

III. RESULTATS. 

ill.l. Animaux étudiés 

Cette étude porte sur 16 portées, 8 femelles gravides ont été injectées de solvant 
et 8 de morphine du 11 ème au 18ème jour de la gestation. Chaque portée comprend 8 à 
12 foetus, ceux-ci ont été prélevés à terme par césarienne puis sacrifiés selon le 
protocole décrit précédemment. 

Pour chacun des paramètres étudiés, un nombre restreint de nouveau-nés a été 
utilisé par portée afin de diminuer au maximum les variations physiologiques 
susceptibles d'exister d'une portée à l'autre. 

Les résultats concernant les nouveau-nés mâles et femelles ont été confondus 
puisque nous n'avons pas observé de différences liées au sexe pour l'ensemble des 
paramètres étudiés. 
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ill.2. Effets de l'exposition prénatale à la morphine sur la fonction minéralocorticoïde 
surrénalienne du rat nouveau-né. 

Les surrénales des nouveau-nés exposés à la morphine sont significativement 
atrophiées par rapport à celles des animaux témoins (versus M : 2,47 ± 0,09 mg; S : 
3,52 ± 0,16 mg; P< 0,001). 

111.2.1. Aldostérone plasmatique et surrénalienne au cours de la 
période postnatale précoce. 

A la naissance, l' aldostéronémie (Fig. 27 A) ainsi que le contenu surrénalien en 
aldostérone (Fig. 27B) chez les nouveau-nés exposés à la morphine sont très 
significativement augmentés par rapport à ceux des animaux témoins de mères 
exposées au solvant. Ces deux paramètres ne sont pas significativement modifiés 90 
min. après la naissance chez les nouveau-nés exposés à la morphine alors qu'ils 
s'élèvent significativement chez ceux exposés au solvant (Fig. 27A/B). Une heure et 
demie après la délivrance aldostéronémie et contenu des surrénales en aldostérone sont 
comparables dans les deux groupes expérimentaux (Fig. 27 A/B). 

111.2.2. Natrémie et kaliémie. 

L'exposition prénatale à la morphine n'affecte pas significativement la natrémie 
des nouveau-nés à la naissance ou celle de leurs mères (Tableau 1 ). Par contre, une 
légère mais significative augmentation de la kaliémie est notée chez les nouveau-nés 
exposés à la morphine, mais non chez leurs mères (Tableau 1 ). 

Néanmoins, le rapport Na+/K+ est comparable chez les nouveau-nés et leurs 
mères quel que soit le traitement subi avant la naissance (Tableau 1). 

111.2.3. Sécrétion d,aldostérone par les surrénales in-vitro. 

111.2.3.1. En réponse à rACTHI-24. 

La quantité d'aldostérone sécrétée par les surrénales des animaux des deux 
groupes expérimentaux est comparable en absence de sécrétagogue (Fig. 28A). Les 
surrénales des nouveau-nés de mères exposées au solvant répondent de manière dose
dépendante à l' ACTH1_24 pour des doses comprises entre 10-8 à 10-6 M alors que celles 
de nouveau-nés de mères traitées à la morphine ne répondent pas à ce sécrétagogue 
pour des doses comprises entre 10-10 à 10-6 M (Fig. 28A). 

La réponse à l' ACTH1_24 est significativement différente entre les deux groupes 
expérimentaux pour les concentrations les plus élevées de ce peptide (10-7 à 10-6 M) 
(Fig. 28A). 

111.2.3.2. En réponse à l,angiotensine II. 

L'angiotensine II stimule de manière dose-dépendante la sécrétion d'aldostérone 
par les surrénales des nouveau-nés témoins à des concentrations comprises entre 10-n 
et 10-10 M; à cette concentration et au-delà, l'effet maximum est atteint (Fig. 28B). Par 
contre, les surrénales des animaux exposés à la morphine ne répondent pas à l'A II, 
quelle que soit la dose utilisée (de 10-n à 10-6 M) (Fig. 28B). La différence de réponse 
entre les deux groupes expérimentaux est significative pour les concentrations d'A II 
comprises entre 1 o-10 et 1 o-6 M (Fig. 28B). 
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Figure 27: Aldostéronémie (A) et contenu surrénalien en aldostérone (B), à la naissance ( 0 ) et 90 
minutes après ( Il ) chez des nouveau-nés de mères traitées au solvant (S) ou à la morphine 
(M) au cours de la gestation. 

Moyennes± ESM (n=13-17). Analyse statistique: 
-Versus naissance: ** P<O,Ol *** P<O,OOl 
-morphine vs solvant à la naissance +++ P<O,OOl 



Traitement Solvant Morphine Solvant Morphine 

Na+ (mEqll) 151,4 ± 5,9 155,8 ± 9,4 128,3 ± 14,5 125,4 ± 19,5 

IC (mEqll) 9,00 ± 0,22 9,67 ± 0,14 8,32 ± 0,20 8,62 ± 0,28 

* 

Na+/IC 16,67 ± 0,68 16,25 ± 0,75 15,53 ± 1,80 14,71 ±2,42 

Tableau 1 : Effets de 1' exposition prénatale à la morphine sur les concentrations plasmatiques 
en sodium (Na+) et potassium (K+) chez des nouveau-nés (NN) à terme et chez 
leurs mères traitées à la morphine ou au solvant durant la gestation .. 
Moyennes± ESM (n=7-10). Analyse statistique: 
- NN morphine versus NN solvant : * P<0,05 
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Figure 28 : A : Effet de l' ACTH 1_24 sur la sécrétion in-vitro d'aldostérone par des surrénales 
de rats nouveau-nés issus de mères injectées de solvant ( G ) ou de motphine ( 8 ) 
durant la gestation. 
B : Effet de l'angiotensine II sur la sécrétion in-vitro d'aldostérone par des 
surrénales de nouveau-nés des deux groupes expérimentaux. 

Co= Contrôles absence de sécrétagogue. Moyennes± ESM (nombre de glandes 
par concentration testée, n=7-31) 
Analyse statistique:- morphine vs solvant(+) P<0,05 (++) P<O,Ol (+++) P<O.OOl 

-vs contrôles. * P<0,05 ** P<O,Ol *** P<O,OOl 



IV DISCUSSION 

Contrairement à la fonction glucocorticoïde, la fonction minéralocorticoïde de la 
surrénale des nouveau-nés exposés à la morphine avant la naissance est fortement 
stimulée, puisqu'on assiste à la fois à une élévation de l'aldostéronémie néonatale et à 
une forte augmentation du contenu surrénalien en aldostérone en dépit d'une atrophie 
de la glande. 

Une si importante activation de la fonction minéralocorticoïde, suite à une 
exposition à la morphine in-utéro, peut avoir plusieurs causes. La morphine qui, est 
capable de traverser le placenta et d'atteindre le foetus (SANNER et WOODS 1965, 
BOIKO et coll. 1995), pourrait agir directement sur la surrénale foetale puisque chez 
l'adulte, cet opiacé est capable de stimuler la sécrétion d'aldostérone via sa liaison à des 
récepteurs de type 1..1. présents à la surface des cellules glomérulées de la surrénale 
(KAP AS et coll. 1995). Il convient néanmoins de signaler que les données de la 
littérature relatives à l'action des opiacés sur la synthèse et la sécrétion d'aldostérone 
sont très disparates (revue in TOTH et lllNSON 1995). De plus, dans notre modèle 
d'étude in-vitro, quelques tests préliminaires ne nous ont pas permis de mettre en 
évidence un effet direct de la morphine sur la sécrétion d'aldostérone par des surrénales 
de nouveau-nés de mères indemnes, c'est à dire non traitées par la morphine ou le 
solvant. Un effet indirect de la morphine parait donc plus probable qu'un effet direct 
pour expliquer l'hyperactivité de la fonction minéralocorticoïde de la surrénale 
observée dans nos conditions expérimentales. En particulier, on peut envisager une 
perturbation du contrôle multifactoriel de la production d'aldostérone suite à 
1' exposition à la morphine. 

Malheureusement, les facteurs susceptibles d'être mis en cause sont légions (cf 
Introduction). Chez le rat de 7 jours, la sécrétion d'aldostérone in-vitro est, comme 
celle de l'adulte, stimulable par l' ACTH, l'Ali et une augmentation de la concentration 
extracellulaire en potassium (PHILBRICK-FEUILLAN et AGUILERA 1996). Or, 
d'après nos expériences ni l' ACTH, ni l'Ali ne sont capables d'accroître la sécrétion 
d'aldostérone par les surrénales de nouveau-nés exposés à la morphine ce qui n'est pas 
le cas avec les surrénales d'animaux témoins de mères traitées au solvant. La présence 
de morphine au cours du développement pourrait avoir perturbé le développement des 
récepteurs des cellules glomérulées à l' ACTH et à l'Ali, ce qui reste à vérifier, et/ou les 
mécanismes de transduction du signal de ces hormones. Cependant, tout ceci 
n'explique pas l'importante augmentation de la production et de la sécrétion 
d'aldostérone par ces surrénales par ailleurs atrophiées. De plus, bien que le taux 
plasmatique en K+ soit augmenté à la naissance, chez les nouveau-nés exposés in-utéro 
à la morphine, le ratio Na+/K+ reste inchangé. Ces données suggèrent que les 
concentrations ioniques du plasma bien que légèrement modifiées, ne peuvent expliquer 
les conséquences de 1' exposition à la morphine sur la fonction minéralocorticoïde du rat 
nouveau-né. 

Les opiacés stimulent chez 1' adulte, via une action centrale sur le système 
nerveux, la sécrétion de catécholamines par la surrénale (APPEL et coll. 1986). Par 
ailleurs, noradrénaline et adrénaline stimulent in-vitro la sécrétion d'aldostérone par des 
cellules glomérulées isolées, via la mise en jeu de récepteurs a- et/ou ~-adrénergiques 
(HORIUCHI et coll. 1987). On peut donc envisager que la morphine puisse activer la 
fonction minéralocorticoïde de la surrénale foetale et néonatale via les catécholamines 
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de la médullosurrénale ou celles assoc1ees à l'innervation de la zone capsulo
glomérulaire maternelle et/ou foetale. Une telle hypothèse doit être soumise à une 
vérification expérimentale. 

Enfin, de nombreux neuropeptides, tels que le NPY et/ou le VIP, colocalisés 
avec les catécholamines au sein de fibres nerveuses innervant le cortex surrénalien 
(revue in TOTH et HINSON 1995) pourraient être impliqués dans l'activation de la 
fonction minéralocorticoïde. En effet, le NPY et le VIP stimulent la sécrétion 
d'aldostérone par des zones capsulo-glomérulaires de surrénales adultes isolées, via des 
mécanismes complexes impliquant les catécholamines et des récepteurs f31 
adrénergiques (BERNET et coll. 1994 a,b). Au cours du développement, le NPY est 
bien colocalisé avec des catécholamines au sein de cellules chromaffines et de fibres 
innervant le cortex surrénalien du rat dès le 15ème ou le 16ème jour de gestation 
(MAUBERT 1993). Dès lors, bien que les effets stéroïdogéniques du NPY, du VIP et 
des catécholamines restent à prouver, chez le foetus , tout comme les effets de la 
morphine sur la sécrétion de ces neuropeptides, on peut émettre l'hypothèse que les 
effets de l'exposition prénatale à la morphine, sur la production d'aldostérone, résultent 
d'une sécrétion de catécholamines et/ou de neuropeptides associés. Cette hypothèse 
mérite aussi d'être vérifiée. 

Les effets stimulants de la morphine sur la fonction minéralocorticoïde de la 
surrénale pourraient aussi résulter d'une diminution de la production d'inhiteurs de la 
biosynthèse d'aldostérone tels que la somatostastine, la dopamine ou l'ANF, et/ou 
d'une insensibilité de la zone glomérulée à ces inhibiteurs potentiels. L'injection de 
morphine chez le rat adulte stimule fortement la sécrétion d'ANF (LAULIN et 
BRUDIEUX 1990), mais celui-ci, ne traverse pas la barrière placentaire (DELOOF et 
coll. 1995). D'après nos résultats, l'ANF nous parait donc devoir être exclu de la liste 
des facteurs inhiteurs de la production d'aldostérone dont la sécrétion pourrait être 
réduite par la morphine puisque celle-ci stimule plus probablement sa sécrétion, tel qu'il 
l'a été rapporté chez l'adulte. 

A ce stade de 1' expérimentation, on ignore encore si la morphine affecte chez le 
foetus la sécrétion d'ANF et/ou la population des récepteurs surrénaliens à ce peptide 
régulateur de la sécrétion d'aldostérone. 

En conclusion, nous avons montré que l'exposition prénatale à la morphine 
induit une atrophie surrénalienne à la naissance. Cependant, la fonction 
minéralocorticoïde surrénalienne des nouveau-nés est fortement stimulée comme en 
témoignent 1' élévation de 1' aldostéronémie et du contenu de la surrénale en aldostérone 
; bien que les surrénales de ces nouveau-nés ne répondent pas à l' ACTH et à l'Ail 
puissants stimulants de la fonction minéralocorticoïde. La cause de l'activation de cette 
fonction surrénalienne demeure à déterminer. 
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Effets d'une exposition prénatale à la morphine sur l'axe corticotrope et la 
CBG plasmatique du rat nouveau-né. 
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1. BUT DE L'ETUDE 

Dans la 2ème partie, nous avons emis l'hypothèse que l'exposition à la 
morphine in-utéro pourrait avoir inhibé le fonctionnement de l'axe corticotrope au 
cours de la vie foetale et néonatale. Aussi, pour déterminer quelle est la cause de 
l'atrophie des surrénales et de l'hypoactivité de la fonction glucocorticoïde chez les 
nouveau-nés nous avons testé, chez ceux-ci : 

1) -Les réponses in-vitro des surrénales à l' ACTH et des adénohypophyses au 
CRF. 

2) -Le contenu de leur adénohypophyse en ARNm de la POMC,- les contenus 
de leur hypothalamus en CRF et en ARNm de ce neuropeptide, et puis plus 
spécifiquement, par hybridation in situ, les ARNm du CRF dans le NPV. 

Dans un deuxième temps, nous avons déterminer si la morphine affecte 
également le développement du foie foetal, et son fonctionnement apprécié dans le 
contexte de notre étude par les taux plasmatiques de CBG, protéine liant la 
corticostérone. 

II. MATERIEL ET METHODES. 

11.1 Animaux, traitements, prélèvements et stockage des échantillons. 

Les expériences ont été réalisées sur des rats de souche WISTAR, élevés dans les 
mêmes conditions que précédemment décrites (dans la 1ère partie). De même, la 
reproduction de ces animaux et les traitements auxquels ils ont été soumis sont 
identiques à ceux décrits dans la 2ème partie. 

Au terme de la gestation (E 21 ), le sang des mères est collecté après décapitation 
et les nouveau-nés sont prélevés par césarienne puis sacrifiés immédiatement ou 90 
min. plus tard. 

Sur chaque nouveau-né, on a prélevé le sang, les surrénales, l'hypothalamus, le 
foie et les adénohypophyses. Le sang est centrifugé à 3.500g durant 15 min. à 4°C, le 
plasma est réparti en fractions aliquotes rapidement congelées à- 30°C pour le dosage 
de la CBG. 

Pour les études in-vitro, les surrénales et les adénohypophyses de nouveau-nés 
sont prélevées à la naissance. Les hypothalamus destinés au dosage du CRF ou à 
l'étude par Nortlem blot des ARN messagers du CRF sont prélevés et immédiatement, 
congelés dans de l'azote liquide, puis conservés à- 80°C. 

Pour les études des ARNm du CRF et de la POMC par hybridation in-situ, les 
têtes entières des nouveau-nés décapités à la naissance, sont rapidement congelées sur 
de la carboglace puis conservées à -80°C. 
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11.2. Etudes in-vitro. 

Les surrénales des nouveau-nés sont incubées sous agitation dans 1ml d'une 
solution Krebs-Ringer, bicarbonates à pH 7,4 ; contenant 0,2% (w/v) de glucose et 
0,2% (w/v) de BSA, maintenue à 37°C, dans une atmosphère à 95% d'Oz et 5% de 
COz. Après une période de préincubation de 1 heure, le milieu est remplacé par 1ml de 
milieu frais (témoins) ou de milieu contenant de l' ACTH1_z4 (Ciba-Geigy, France) à des 
concentrations variables de 10-10 à 10-6 M. A la fin de la période d'incubation (1 heure à 
37°C, sous atmosphère 95% Oz/5% COz), des fractions aliquotes sont congelées à -
30°C jusqu'au jour du dosage de la corticostérone. 

Les adénohypophyses sont préincubées de la même manière dans 1 ml de milieu 
Krebs-Ringer bicarbonate comme indiqué ci-dessus auquel on a ajouté 0,006% d'acide 
ascorbique. Après 1 heure, le milieu est remplacé par 1ml de milieu frais (témoins) ou 
de milieu contenant du CRF (CRH humain/rat, UCB Bioproducts, Belgium) à des 
concentrations variables de 0,25 à 100 nM. A la fin de la période d'incubation (1 heure 
à 3 7°C), des fractions aliquotes du milieu sont prélevées, mélangées avec un inhibiteur 
de protéases (INIPROL, Choay Laboratories, France) et congelées à -30°C jusqu'au 
jour du dosage de l' ACTH. 

11.3. Hybridation in-situ. 

11.3.1. Coupe des tissus. 

Les têtes sont coupées à l'aide d'un cryostat (Microm) à -20°C. Nous avons 
pratiqué des coupes frontales de 12 ~-tm d'épaisseur passant par les noyaux 
paraventriculaires (NPV) et l'éminence médiane au niveau de l'hypothalamus et par 
l'adénohypophyse au niveau hypophysaire. 

Les coupes sont recueillies sur des lames préalablement recouvertes de gélatine 
et d'alun de chrome (2,5 g de gélatine et 250 mg d'alun de chrome pour 1 litre d'eau 
bidistillée). Les lames sont ensuite séchées à 37°C pendant une minute sur une plaque 
chauffante puis conservées à -80°C jusqu'au traitement approprié pour l'hybridation in 
situ. 

11.3.2. Les sondes d'hybridation. 

11.3.2.1. Nature des sondes 

- La sonde CRF est un oligonucléotide de 48 bases, complémentaire des bases 
496-543 de l' ARNm du CRF de rat. Sa séquence est la suivante : 

3' CAG TTT CCT GTT GCT GTG AGC TTG 

CTG AGC T AA CTG CTC TGC CCT GGC 5' 

Les bases G+C représentent 56% du total des bases. 

- La sonde POMC est un oligonucléotide de 48 bases, complémentaire des 
bases 349-396 de l' ARNm de la POMC de rat. Sa séquence est la suivante: 

3' GCG AGG ATG AGG TAC CTC GTG AAG 

- 71-



GCG ACC CCG TTC GGC CAC CCG TTC 5' 

Les bases G+C représentent 66% du total des bases. 

La spécificité de ces sondes a été précédemment étudiée par GRINO et coll. 
(1995) 

11.3.2.2. Marquage des sondes 

Une petite quantité d'oligonucléotide (80 ng dans 1 J.ll) de chacune des sondes 
(solution mère à 80 J.lg/ml) est marquée par addition à l'extrémité 3' de résidus a 35-S
dAPT ( 13 00 Ci/mmole ; NEN, les Ullis) en utilisant un kit de marquage du commerce 
(3'-end labelling kit; NEN-100, NEN). La réaction de marquage est réalisée à 37°C 
durant 5 min. Un volume approprié de phénol-chloroforme-isoamylalcool (50/49/1) est 
ajouté ; le tube est ensuite agité au vortex et enfin centrifugé 5 min. à 15 OOOg. La 
phase aqueuse est récupérée, additionnée de 150 J.ll d'une solution d'acétate 
d'ammonium 7,5 Met de 900 J.ll d'éthanol, avant d'être placée à -70°C pendant 30 
min. Le tube est ensuite centrifugé pendant 30 min. à 15 OOOg et à 4°C. Après 
élimination du surnageant, le culot est rincé à l'éthanol 70%, séché et dilué dans 50 J.ll 
d'eau auquel on ajoute 1 J.ll d'une solution de Dithiothreitol (DTT) lM. La 
radioactivité de 1 J.ll de cette solution est mesurée par un compteur à scintillation. 
L'activité spécifique des sondes est d'environ 5000 Ci/mmole. Les sondes marquées 
sont conservées à -70°C. 

11.3.3. Réalisation de l'hybridation in-situ. 

11.3.3.1. Prétraitement 

Les lames de verre gélatinées portant les coupes à congélation sont placées à -
20°C pendant 1 heure puis les coupes sont décongelées 10 min à température ambiante. 
Elles sont fixées 5 min. dans une solution à 4% de formaldéhyde dans du PBS (tampon 
phosphate salin 0, lM pH 7,4 contenant : 11,47 g de NA2 HP04; 2,30 g de Na H2P04; 
9 g de NaCL par litre), rincées deux fois dans le PBS, puis incubées 10 min. dans une 
solution de triéthanolamine additionnée de 0,25% d'anhydride acétique. Les coupes 
sont ensuite déshydratées et délipidées par passages successifs dans de l'éthanol et du 
chloroforme (éthanol 70% : 1 min. ; 80% : 1 min. ; 95% : 2 min. ; 100% : 1 min. ; 
chloroforme : 5 min. puis éthanol 100% : 1 min. ; éthanol 95% 1 min.). Les lames sont 
placées verticalement sur un portoir et séchées à température ambiante. 

11.3.3.2. Hybridation 

Chaque coupe est recouverte de 35 J.ll de tampon d'hybridation (composé de 
SSC 4X (SSC lX représente une solution de NaCl 0,15 Met de citrate de sodium 
0,015 M, pH 7,2), 50% (v/v) de formamide, 10% (w/v) de sulfate de dextran, 50 J.lg/ml 
d'ADN de sperme de saumon (préalablement dénaturé par ébullition), 25 J.lg/ml 
d' ARNt de levure, 100 J.lg/ml d'albumine sérique de boeuf, 100 J.lg/ml de 
polyvynilpyrrolidone, lOO J.lg/ml de Ficoll 400, 100 mM DTT) contenant 1 x 106 dpm 
de sonde radioactive. Certaines lames ont été hybridées avec une sonde radioactive 
seule, d'autres avec la sonde non radioactive seule, d'autres enfin avec les deux types 
de sonde. Les coupes sont recouvertes d'un carré de parafilm et incubées pendant 24 h 
à 3 7°C dans une chambre humide. 
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11.3.3.3. Lavages 

Les lames sont plongées dans une solution de S SC 1 X afin de décoller le 
parafilm, rincées 4 fois dans une solution de SSC lX, puis lavées 4 fois 15 min. dans 
une solution de SSC 4X, 50% formamide à 40°C, puis 30 min. dans une solution de 
SSC lX à température ambiante (2 fois pour les coupes hybridées avec une sonde 
radioactive, une seule fois pour les autres). 

11.3.3.4. Révélation du signal radioactif 

Les lames sont placées tout contre un film d'autoradiographie (X-OMAT ARS, 
Kodak) pendant 2 semaines (pour l'hybridation CRF) ou 3h (pour l'hybridation 
POMC) à température ambiante. L'analyse des films par mesure de densité optique 
permet la quantification des signaux obtenus. Pour les illustrations photographiques de 
ces signaux, les lames sont ensuite recouvertes de parlodion (3% dans l'acétate 
d'isoamyle) puis séchées. Cette étape permet d'éviter une interaction chimique entre le 
chromogène et l'émulsion autoradio graphique. Les lames sont ensuite trempées dans de 
l'émulsion photographique liquide (Ilford K5, diluée au demi dans l'eau). Elles sont 
mises à sécher 24h à température ambiante, avant d'être rangées dans des boîtes 
hermétiquement closes contenant du silicagel, placées à 4°C. Après une exposition de 4 
semaines (pour l'hybridation CRF) ou de ljour (pour l'hybridation POMC), les lames 
sont développées à l7°C pendant 2 min. 30 dans du Dektol dilué au demi, rincées et 
fixées 5 min. dans de l'Unifix. 

11.3.4. Quantification du signal. 

La quantification des signaux a été effectuée à l'aide d'un système d'analyse 
d'images informatisé (Biocom 200, Biocom, Les Ullis). 

Une courbe étalon a été préalablement établie à l'aide des standards de 
radioactivité, obtenus en déposant sur des lames gélatinées des coupes de pâte de 
cerveau de rat contenant des quantités croissantes de 35S. La relation entre la densité 
optique du signal présent sur le film et la quantité de radioactivité présente dans les 
standards est calculée. Les signaux présents au niveau des NPV sont mesurés, puis 
convertis en copies de sonde/J.1.m3 de tissu selon la méthode décrite par YOUNG et coll. 
(1986). Quatre sections par animal ont été mesurées. Les valeurs moyennes de chaque 
animal ont été comparées. 

11.4. Analyse par Northern blot des ARNm du CRF hypothalamique. 

11.4.1. Extraction et mesure de la concentration en ARN totaux. 

Les solutions préparées sont toutes filtrées et autoclavées. 

L'extraction des ARN totaux est réalisée selon la méthode de CHOMCZYNSKI 
et SACCHI (1987). 

Environ 40 mg de tissu (3 hypothalamus de nouveau-nés) sont broyés dans un 
potter stérile avec 700 J.ll de solution DMCE (contenant 4M de guanidine, 0,025 M de 
citrate de sodium, 0,5% de sarcosyl et 0,0072% de 13-mercaptoéthanol ajouté au 
dernier moment). L'axe du potter est rincé soigneusement entre les broyages avec de 
l'eau contenant du DEPC (diéthylpyrocarbonate: 500 !J.l par litre d'eau). 
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A chaque échantillon sont ajoutés successivement : 

- 70 Ill d'une solution d'acétate de sodium 2M, pH 4, 1 

- 140 Ill d'un mélange chloroforme/alcool isoamylique (49: 1) 

- 700 !J.l de phénol saturé en eau. 

Les échantillons sont agités vigoureusement au Vortex pendant 2 min. puis 
maintenus 15 min. dans la glace. Après une centrifugation de 35 min. à 12000 t/min. à 
4 °C, la phase aqueuse supérieure contenant les ARN en solution est soigneusement 
séparée de la phase organique et d'une interface contenant l'ADN et les protéines. 

Les ARN sont alors précipités par adjonction à la phase aqueuse de 1ml 
d'isopropanol à -20°C, suivie d'une incubation toute une nuit à -20°C. Après 
centrifugation 3 5 min. à 12000 t/min. et à 4 °C, les culots contenant les ARN sont 
solubilisés par 0,3 ml de solution DMCE et 0,3 ml d'isopropanol. Après agitation au 
Vortex, les tubes sont placés à -20°C durant 2 heures. 

Afin de quantifier les ARN contenus dans les échantillons, les culots obtenus 
après centrifugation (35 min. à 12000 t/min.) sont lavés par 400 Ill d'éthanol à 75% et 
conservés à -20°C. Après recentrifugation durant 10 min ; les culots sont asséchés par 
évaporation au Speed Vac durant 5 min. avant d'être solubilisés par apport de 100 Ill 
d'eau DEPC, puis agités au Vortex durant 2 min. ils sont ensuite placés à 65°C pendant 
5 min. avant de subir une nouvelle agitation pendant 1 min. Un volume approprié (1 0 
Ill) de chaque extrait est alors dilué avec 990 !J.l d'eau DEPC ; un volume adéquat de ce 
mélange est introduit dans la microcuve d'un spectrophotomètre afin de mesurer 
l'absorbance (DO) à 260 nm (Az6o) et à 280 nm (Azso). 

Sachant qu'une unité de DO à 260 nm correspond à 40 !J.g/ml d' ARN, la 
concentration en ARN de chaque extrait est obtenue par simple calcul. 

La qualité des extraits est vérifiée par la mesure du rapport des densités 
optiques à 260 et 280 nm qui doit être compris entre 1,8 et 2. 

A partir des extraits, des fractions aliquotes contenant 20 jlg d' ARN sont 
préparées, asséchées puis reconstituées dans 5 Ill de solution de formamide désionisée, 
avant d'être stockées à -20°C. 

11.4.2. Séparation des ARN totaux par électrophorèse et transfert 
sur membrane. 

11.4.2.1. Préparation des échantillons 

Après décongélation des fractions de 20 llg d' ARN, le volume de chaque extrait 
est amené à 1000 Ill avec du tampon de dénaturation (TpD) contenant 10% de MOPS 
10X (MOPS 0,2 M; EDTA 0,01 M; acétate de sodium 0,05 M; pH= 7), 25% de 
formamide désionisée et 17,8% de formaldéhyde désionisée. Les échantillons sont alors 
chauffés 5 min. à 68°C puis posés sur de la glace. 

11.4.2.2.Electrophorèse 

Le gel d'agarose à 1,2% est préparé dans un Erlenmeyer stérile. A cet effet 1,8g 
d'agarose sont introduits dans 15 ml de tampon MOPS 10X et 110 ml d'eau DEPC; le 
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mélange est porté à ébullition et, après refroidissement, 25,5 ml de formaldéhyde 
désionisée sont ajoutés sous hotte aspirante. Le gel coulé dans la cuve 
d'électrophorèse, polymérise en 40 minutes. 

Le tampon de migration est une solution 1,5 litre de tampon MOPS lX; il est 
versé dans la cuve d'électrophorèse où le support de gel est installé. On évite la 
formation de bulles d'air et le peigne est retiré. 

Avant le dépôt des échantillons, une prémigration est effectuée sous une tension 
de 30V pendant 30 min. 

Deux échantillons d' ARN sont utilisés comme marqueurs de taille des ARN ; 
pour cela, dans des tubes traités comme précédemment, sont ajoutés 2 J . .tl de bromure 
d' éthydium (BET) à 1%. Avant de déposer 1' ensemble des échantillons, 3 f.ll de Bleu 
THOMAS, utilisé comme marqueur de migration, sont ajoutés dans chaque tube ; après 
agitation les tubes sont centrifugés quelques secondes et les échantillons déposés dans 
le gel. 

Une tension de 30V est alors appliquée pendant 16 heures. 

Après séparation des ARN par électrophorèse, la bande de gel contenant les 
marqueurs de taille est découpée et observée sous UV ; la distance de migration des 
ARN ribosomiaux 18S et 28S est alors mesurée et utilisée pour tracer la droite donnant 
la taille des ARN (en kilo bases, kb) en fonction de leur distance de migration dans le 
gel. 

La partie du gel contenant les échantillons est lavée pendant 1 heure dans une 
solution de 10 SSC (NaC11,5 M, citrate de sodium 0,15 M; pH 7). 

11.4.2.3. Transfert des ARN totaux 

Sur un support de Plexiglas sont empilés : 

- une feuille de papier Whatman W3 de 40cm de long et 16 cm de large, imbibée 
de 20 SSC (NaCl 3 M, citrate de sodium 0,3 M), les extrémités du papier 
doivent plonger dans du 20 S SC, 

-le gel, 

- une membrane de nylon (Hybon-N+, Amersham) imbibée de 20 SSC et 
découpée aux dimensions du gel, 

-deux feuilles de papier Whatman W1 de mêmes dimensions, imbibée de 20 SSC, 

- 5 cm d'épaisseur de papier buvard, 

-un couvercle de Plexiglas ; sur l'ensemble on place un poids de 500 g. 

Un cadre de parafilm est installé pour éviter tout contact direct entre la solution 
de 20 SSC et le papier absorbant. Le transfert des ARN sur la membrane de nylon se 
fait par capillarité dans du tampon 20 SSC. Le système est maintenu en place 16 
heures. Après transfert, la membrane est séchée et placée dans une étuve chauffée à 
80°C pendant 2 heures pour fixer les ARN. 
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11.4.3. Hybridation des membranes. 

11.4.3.1. Marquage des sondes ADNe. 

Nous disposons au laboratoire des sondes ADNe du CRF (don du Docteur 
Kelly E. MA YO, Northwestern University, Evanston, USA) et de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH ; don du Professeur J.J. CURGY, centre de 
Biologie cellulaire, USTL). 

Environ 30 ng de chacune des sondes ont été utilisés pour la réaction de 
marquage. 

Les fragments d'ADNe des sondes du CRF et de la GAPDH ont été marqués 
par random priming à l'aide d'un kit de marquage (Multiprime DNA Labelling Systems 
Amersham) utilisant la Klenow Polymérase et du 32P-a-dCTP. (Déoxy-cytidine 5'
triphosphate, 3000 Ci/mmol; NEN-Dupont). 

11.4.3.2. Préhybridation et hybridation 

Les membranes sont préhybridées 5 heures à 42°C dans des sacs d'hybridation 
avec 20 ml d'une solution contenant 50% de formamide, SX de Denhardt's, 1% de 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), SX de SSPE (Saline Sodium Phosphate, EDTA) et de 
l'ADN de sperme de saumon dénaturé (20 J.lg/ml). 

L'hybridation proprement dite est réalisée ensuite dans 20 ml de ce même milieu 
contenant la sonde marquée ADNe du CRF durant 16 heures à 42°C. La sonde 
marquée est préalablement dénaturée par chauffage à 1 00°C pendant 5 minutes, avant 
d'être introduite dans le milieu d'hybridation à raison de 1,5 106 cpm/ml. 

11.4.3.3. Lavages 

Pour diminuer au maximum l'hybridation non spécifique de la sonde, les 
membranes sont lavées rapidement une première fois dans une solution de 2 SSC/0, 1% 
SDS à température ambiante et une seconde fois pendant 20 min., puis deux autres fois 
10 min. dans des solutions de 2 SSC/0,1% SDS et 0,1% SSC/0, 1% SDS à la 
température de 65°C. 

11.4.4. Autoradiographie. 

Les complexes ARNm/sonde ADNe marquée sont détectés par 
autoradiographie, dans ce but, les membranes des Northern Blats sont placées durant 8 
jours au contact de films (hyperfilms MP, Amersham) à -80°C en présence de deux 
écrans intensificateurs. 

11.4.5. Deshybridation et réhybridation avec la sonde témoin. 

Les complexes ARNm/sonde ADNe du CRF sont dissociés (déshybridés) après 
8 jours d'exposition, en plaçant les membranes dans une solution de 0,1% SSPE/0, 1% 
SDS à 1 oooc durant 15 min. Après séchage, les membranes sont réutilisées comme 
précédemment pour l'hybridation de la sonde témoin, ADNe de la GAPDH. Les films 
sont développés après 5 heures d'exposition des membranes. 
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11.4.6. Mesure du signal d'hybridation. 

Le signal d'hybridation est mesuré par quantification des spots obtenus sur les 
films d'autoradiographie par analyse densitométrique à l'aide d'un scanner (SAMBA 
200, Alcatel, France). 

Pour chaque signal obtenu après hybridation avec la sonde ADNe du CRF, on 
mesure la hauteur du pic de densité, exprimée en unités arbitraires. Une estimation de la 
quantité d' ARN déposés est effectuée par la lecture des spots obtenus après hybridation 
avec la sonde ADNe de la GAPDH. La quantité relative d' ARNm spécifiques qui se 
sont hybridés avec la sonde ADNe du CRF est appréciée en calculant le rapport entre la 
hauteur du premier pic (CRF) et celle du second (GAPDH). Les valeurs sont exprimées 
en unités arbitraires. 

11.5. Marquage immunocytochimique du CRF dans l'éminence médiane (EM). 

Les coupes de cerveau contenant l'éminence médiane des nouveau-nés ont été 
utilisées pour le marquage immunocytochimique des terminaisons à CRF, dans cette 
région. Les coupes sont décongelées à température ambiante puis fixées 15 min. dans 
une solution de 4% de paraformaldéhyde dans du tampon phosphate (PB), pH 7,4. 
Après 3 lavages dans du PB, elles sont recouvertes par une solution de ce tampon 
contenant 3% d'immunsérum normal de mouton (NSS) et 0,1% de Triton X10o, durant 
30 min. Les coupes sont ensuite incubées toute une nuit à température ambiante et en 
atmosphère humide, dans une solution de PB contenant 1% de NSS, 0,1% de Triton 
Xwo (PB/NSS/TX) et l'immunsérum anti-CRF (CRF-IS) dilué au l/1000ème. Le CRF
IS a été produit chez le lapin par immunisation avec du CRF de rat/homme (Peninsula, 
Meyerside, UK) couplé avec la carbodiimide à la BSA. Ce CRF-IS utilisé ne présente 
pas de réactions croisées avec les peptides suivants (dilués à 1 J.lg/ml dans le tampon 
d'incubation) : A VP, substance P, TSH, GHRH, NPY, NT, GnRH, Somatostatine, 
VIP, Leu-et Met-enképhaline. Les coupes sont ensuite lavées 3 fois 5 min. dans une 
solution de PB/NSS/TX et incubées de nouveau durant 3 heures dans cette même 
solution additionnée de l'anticorps secondaire (immunsérum de chèvre anti-IgG de 
lapin), conjugué à la fluoresceine, (Jackson Immunoresearch Laboratories, distribué par 
Immunotech, Marseille, France) et dilué au 1/200ème. Les coupes sont de nouveau 
lavées 3 fois 10 min. dans du PB, puis montées dans une solution à 25% (w/v), de 
mowiol et 25% de glycérol, dans du tampon Tris, pH 8,5. 

Les coupes sont examinées à l'aide d'un microscope Zeiss équipé d'une lampe à 
mercure de 50W et de filtres appropriés pour l'observation de la fluorescence puis 
photographiées (pellicule AGF A, 400 ASA). 

Nous avons vérifié que l'omission de l'immunsérum CRF-IS ou de l'anticorps 
secondaire induit une perte du signal de marquage. 

11.6. Mesure de la capacité de liaison de la CBG plasmatique. 

Une fraction de 200 J.ll de plasma a été diluée au 111 Oème dans du tampon 
phosphate 50mM, pH 7,4, puis incubée avec 2,4 pmol de corticostérone tritiée 
(1,2,6,7-3H corticostérone, Amersham, AS : 94 Ci/mmol), sans ou en présence de 
corticostérone froide (non marquée) à des concentrations variables de 3 à 384 pmol 
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tube. Le volume final d'incubation est de 300 J..ll. La liaison non spécifique a été 
déterminée en ajoutant dans quelques tubes de la série un excès de corticostérone 
froide, en quantité 500 fois plus importante que celle de traceur. 

Les tubes sont placés 20 min. à 30°C puis 2 heures à 4°C. Les complexes 
corticostérone-CBG sont séparés de la corticostérone libre par apport dans chacun des 
tubes de 50 J..ll d'un mélange Charbon/Dextran (5% de Charbon et 0,5% de Dextran 
T70 dans du tampon phosphate 50 mM, pH 7,4). 

Les tubes sont centrifugés 10 min. à 5000 rpm ; 150 J..ll de surnageant sont 
mélangés avec 4 ml de liquide scintillant afin de mesurer la radioactivité liée à la CBG 
au compteur f3. Les caractéristiques de la liaison CBG-corticostérone (Kd et Bmax) 
sont obtenus en traçant la droite de Scatchard (B/F en fonction de B ; B = 
corticostérone liée, F = corticostérone libre). 

11.7. Dosages radioimmunologiques. 

Le protocole et les caractéristiques des dosages RIA de la corticostérone et de 
l' ACTH ont été décrit précédemment (cf 1ère partie). Le dosage des hormones dans le 
milieu d'incubation (études in-vitro) est réalisé sans extraction préalable. 

II. 7.1. Dosage du CRF hypothalamique. 

L'hypothalamus néonatal est désagrégé par sonication dans 1 ml d'une solution 
à 0,1 M d'acide chlorhydrique 1 M d'acide acétique, puis placé à 90°C pendant 5 min. 
pour inactiver les enzymes protéolytiques. Les broyats tissulaires acides sont ensuite 
centrifugés 30 min. à 14000 t/min. Des fractions de 200 J..ll du surnageant sont asséchés 
au Speed-Vac; les résidus secs sont ensuite remis en suspension dans 300 J..Ll de tampon 
de dosage. Celui-ci est du tampon TRIS 0,1 M, pH 7,4 contenant 0,1% de Tritonx1oo et 
0,1% de B SA Le standard de référence est du R -41-CRF (N ovabiochem, Suisse) et le 
traceur du 1251 N-tyr-R-CRF (NEN, France) dont la RAS est de 2200 Ci/mmol. 
L'immunsérum utilisé est un immunsérum de lapin dirigé contre le CRF de rat (TOPON 
et coll. 1985) utilisé à la dilution finale de l/30000ème. Le volume total d'incubation 
qui est de 600 J..Ll est constitué de tampon (300 J..Ll), de la solution standard de CRF (100 
J..Ll), pour établir une gamme de 14 à 896 pg/tube ou de l'échantillon (100 J..ll), de la 
solution de 1251-CRF (100 J..Ll) et d'immunsérum (100 J..Ll). Le traceur n'est ajouté 
qu'après 24 heures d'incubation à 4°C des échantillons ou des standards avec 
l'antisérum, puis l'incubation est poursuivie 24 heures supplémentaires. 

La séparation des complexes CRF/anticorps et du CRF libre, est réalisée par 
apport dans chaque tube de 200 J..Ll de tampon TRIS 0,1 M, pH 7,4 après ajout 
extemporané de 0,1 ml de sérum de lapin normal et 0,1 ml de sérum anti gamma
globulines de lapin au milieu d'incubation. 

Après homogéinisation au Vortex puis centrifugation 15 min. à 4000 t/min. et à 
4°C, la radioactivité du culot est mesurée au compteur gamma LKB. 

Dans ces conditions, la sensibilité du dosage est de 3 pg/ml et l'ICso de 20 
pg/ml. Le pourcentage de réaction croisée est de 100% avec le CRF de rat et inférieur à 
0,001% avec l'arginine vasopressine, l'ocytocine, la TRH, la somatostatine, la GHRH, 
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le VIP, 1 'a et la yMSH, 1 'ACTH et la 13-endorphine. La variabilité intra-dosage est de 
7% et inter-dosage de 10%. 

ILS. Analyse statistique. 

De même que précédemment, une analyse de variance (ANOV A) à voie 
multiple a été utilisée suivie du test de Dunnet. Le degré de signification est fixé à 
P~0,05. 

III. RESULTATS. 

ill.l. Animaux étudiés 

Cette étude porte sur16 portées : 8 femelles gravides ont été injectées de 
solvant et 8 de morphine du llème au 18ème jour de la gestation. Chaque portée 
comprend de 8 à 12 foetus, ceux-ci ont été prélevés à terme par césarienne puis 
sacrifiés selon le protocole décrit précédemment 

Pour chacun des paramètres étudiés, un nombre restreint de nouveau-nés a été 
utilisé par portée afin de diminuer au maximum les variations physiologiques 
susceptibles d'exister d'une portée à l'autre. 

Les résultats concernant les nouveau-nés mâles et femelles ont été confondus 
puisque nous n'avons pas observé de différences liées au sexe pour l'ensemble des 
paramètres étudiés. 

111.2. Effets de l'exposition prénatale à la morphine sur l'axe hypothalamo
hypophyso-surrénalien. 

Les surrénales des nouveau-nés exposés à la morphine sont significativement 
atrophiées par rapport à celles des animaux témoins (versus M : 2,47 ± 0,09 mg S : 
3,52 ± 0,16 mg; P< 0,001). 

III.2.1. Sécrétion surrénalienne de corticostérone en réponse à 
l'ACTHz-24 in vitro. 

En l'absence de sécrétagogue les taux de corticostérone sécrétés par les 
surrénales des animaux des deux groupes expérimentaux sont comparables (Fig. 29A). 
En présence d' ACTH1_24, les surrénales des deux groupes répondent de manière 
similaire et dose-dépendante, pour des concentrations en ACTH comprises entre 1 o-lo 

et 10-8 M. Pour les concentrations plus élevées d' ACTH (10-7 et 10-6 M), les surrénales 
des nouveau-nés exposés à la morphine sécrètent significativement moins de 
corticostérone que celles des animaux témoins (Fig. 29A). 
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Figure 29 : A : Effet de l' ACTH1_24 sur la sécrétion in-vitro de corticostérone par des 
surrénales de rats nouveau-nés issus de mères injectées de solvant ~ 8 ) ou de 
morphine ( 8 ) durant la gestation. 
B :Effet du CRF sur la sécrétion in-vitro d' ACTH par des adénohypophyses de 
nouveau-nés des deux groupes expérimentaux. 

Co= contrôles; absence de sécrétagogue. Moyennes± ESM (nombre de glandes 
par dose d'ACTH ou de CRF, n=7-17) 
Analyse statistique : -morphine vs solvant ( +) P<0,05 ( ++) P<O,Ol 

-vs contrôles. * P<0,05 ** P<O,Ol *** P<O,OOl 



111.2.2. Sécrétion adénohypophysaire d,ACTH en réponse au CRF in
vitro. 

La sécrétion in-vitro d' ACTH par des adénohypophyses de nouveau-nés en 
réponse ou non au CRF est dose-dépendante et similaire chez les animaux des deux 
groupes expérimentaux. (Fig. 29B). 

111.2.3. Contenu adénohypophysaire en ARNm de la POMC. 

L'analyse par hybridation in-situ des ARN messagers de la POMC dans les 
adénohypophyses des nouveau-nés montre une importante réduction de ceux-ci chez 
les animaux exposés à la morphine avant leur naissance (Fig. 30A/B). 

111.2.4. Contenu en CRF et en ARNm du CRF dans rhypothalamus, et 
immunoréactivité CRF dans l,éminence médiane. 

A la naissance, chez les animaux exposés in-utero à la morphine, le contenu 
hypothalamique en CRF est signifi.cativement diminué (Fig. 31A), de même que 
l'immunoréactivité des terminaisons à CRF dans l'éminence médiane (Fig. 33). 

Par contre, la quantité d' ARNm du CRF dans l'hypothalamus (Fig. 32) ou plus 
spécifiquement dans le NPV (Fig. 31B) n'est pas significativement diminuée par 
l'exposition prénatale à la morphine. 

111.3. Effets de l'exposition prénatale à la morphine sur la CBG, sur la masse du foie 
du nouveau-né, et sur la corticostéronémie maternelle. 

L'exposition prénatale à la morphine n'affecte pas signifi.cativement la masse du 
foie des nouveau-nés (Tableau 2). La capacité de liaison (Bmax) de la CBG pour la 
corticostérone et l'affinité (Kd) des sites de liaison pour l'hormone ne sont pas 
affectées, à la naissance, par le traitement prénatal à la morphine (Tableau 2). 

Chez les mères, le traitement à la morphine n'a pas affecté à la délivrance, le 
Bmax pour la CBG plasmatique (Tableau 2), ce traitement à cependant diminué 
légèrement mais significativement l'affinité des sites de liaison (Tableau 2). 

Au moment de la délivrance la corticostéronémie maternelle est comparable 
dans les deux groupes expérimentaux (M : 3 8, 5 ± 9, 7 ng/ml, n=7 vs S : 31,2 ± 5, 1 
ng/ml, n=8 ; P>O,OS). 

IV DISCUSSION 

IV.l. Effets de la morphine sur l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. 

Nous avons montré précédemment que l'exposition prénatale à la morphine 
induit à la naissance une atrophie surrénalienne et une non augmentation de la 
corticostéronémie au cours des 90 minutes qui la suivent. Nous venons de montrer que 
les surrénales des nouveau-nés, exposés à la morphine au cours de la gestation, 
répondent in-vitro à l' ACTH de manière pratiquement comparable à celle observée 
chez les témoins. Sur la base de ces données, on peut émettre l'hypothèse que 
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Figure 30 : A : Microphotographie en fond sombre montrant le signal d'hybridation de la 
sonde oligonucléotidique pour la POMC au niveau hypophysaire chez les 
nouveau-nés issus de mères traitées au solvant ( 0) ou à la morphine ( Il ). 
Noter l' important marquage des ARNm au niveau de la pars distalis (en haut) et 
de la pars intermedia (en bas). Longueur de la barre = 5ÜÜJ-Lm. 
B : Quantification du signal dans l'adénohypophyse par analyse d' image, chez les 
nouveau-nés issus de mères traitées au solvant (S) ou à la morphine (M) au cours 
de la gestation. 

Moyennes± ESM (n=7-8) 
Analyse statistique : - morphine vs solvant* P<0,05 
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Figure 31: Contenus de l'hypothalamus en CRF (A) et du NPV en ARNm du CRF (B), chez des 
nouveau-nés issus de mères injectées de solvant (S) ou de morphine (M) au cours de la 
gestation. 

Moyennes± ESM (n=7-9). Analyse statistique: 
- morphine vs solvant : * P<0,05 
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Figure 32 : A : Exemple d'un autoradiogramme relatif à l'analyse par Northern Blot des 
ARNm du CRF hypothalamique chez des nouveau-nés à terme issus de mères 
injectées de solvant ( llâ ) ou de morphine ( Ill ) durant la gestation. La taille 
(nombre de bases) des fragments d' ARNm hybridés est indiquée à gauche. 
L'hybridation avec la sonde ADNe de la GAPDH permet de corriger les 
variations de quantité d' ARN déposée dans chaque puits. 
B : Quantification normalisée des ARNm du CRF hypothalamique par analyse 
d'image des autoradiagrammes obtenus, analogue à celui montré en A 

Moyennes± SEM (n=9). Il n'y a pas de différences statistiquement significatives 
entre les deux groupes expérimentaux S et M. 



Figure JJ Marquage IImnunocytochimique des terminaisons à CRF dans I'EM chez des 
nouveau-nés issus de màes trait0es au solvant (A) ou à la morphine (B) au cours 
de la gestation. 
Longueur de la barre= 50 ~un. 
Notez la diminution du signal chez les animaux exposés à la morphine durant la 
gestation. 



Traitement Solvant Morphine Solvant Morphine 

291,7 ± 9,2 288,0 ± 5,4 nd nd 

Capacité de 
liaison de la Bmax (nglml) 36 ±9 43 ±2 247 ±47 212 ± 30 
CBG pourl;t *** *** 

eorticostérone Kd(nM) 65 ±7 74 ± 17 82±6 52± 5 
*** (++) 

Tableau 2 : Effets d'une exposition prénatale à la morphine sur la masse du foie et sur la 
capacité de liaison de la CBG plasmatique chez des nouveau-nés à terme et leurs 
mères traitées à la morphine ou au solvant durant la gestation. 
Moyennes ± ESM (n=6-8). Analyse statistique : 
-mère morphine versus mère solvant:(++) P<O,Ol 
- *** P<O,OOl mère traitée vs progéniture respective 
nd : non déterminé 



1 'atrophie des surrénales et la réduction de la fonction glucocorticoïde ne sont pas la 
conséquence d'une défaillance de la sensibilité à l' ACTH. 

Par ailleurs, chez les nouveaux-nés exposés à la morphine, la réponse in-vitro de 
l'adénohypophyse au CRF est normale, bien que son contenu en ARNm de la POMC, 
précurseur de l' ACTH soit diminué. Ceci laisse présager une possible réduction in-vivo 
de la synthèse et/ou de la sécrétion d' ACTH. De plus, l'exposition prénatale à la 
morphine provoque une baisse du contenu hypothalamique en CRF et de 
l'immunoréactivité CRF-like au niveau de l'éminence médiane, où sont regroupées de 
nombreuses fibres à corticolibérine (CRF) émanant de neurones parvocellulaires 
localisées principalement dans les noyaux paraventriculaires de l'hypothalamus. 
Néanmoins, le contenu hypothalamique en général, et du NPV en particulier en ARNm 
du CRF ne parait pas être significativement affecté part ce traitement. Ces observations 
suggèrent que la morphine agit au niveau du complexe hypothalamo-hypophysaire de 
l'axe corticotrope, au cours du développement. Elle pourrait affecter prioritairement la 
biosynthèse et/ou la sécrétion du CRF et, secondairement, l'expression de la POMC 
adénohypophysaire, contrôlées en partie par ce neuropeptide. L'absence d'effet de la 
morphine sur le contenu des NPV en ARNm du CRF suggère que cette drogue pourrait 
entraîner une inhibition des mécanismes post-transcriptionnels. On peut aussi envisager 
que la levée d'inhibition de l'action de la morphine, depuis le dernier jour de traitement 
(E18), concerne dans un premier temps davantage les mécanismes de la transcription 
que ceux de la traduction. Les effets de la morphine chez le nouveau-né s'ils sont 
directs, ce qui reste à prouver, contrastent avec ceux rapportés chez l'adulte. 

En effet, de nombreuses données de la littérature signalent au contraire, une 
action stimulatrice de la morphine sur l'activité de l'axe corticotrope de l'adulte (revue 
in PECHNIK 1993), via le système catécholaminergique et la mise enjeu de récepteurs 
a et ~-adrénergiques (MARTINEZ-PINERO et coll. 1994). Chez le jeune rat une 
action stimulatrice de la morphine sur l'activité de cet axe à également été rapportée 
(ADAMSON et coll. 1991, LITTLE et KUHN 1995). 

L'hypotrophie et la réduction de l'activité glucocorticoïde des surrénales chez 
les nouveau-nés exposés à la morphine avant leur naissance, pourraient donc ne pas 
être liées à un effet direct de cette drogue chez le foetus mais, pourraient être la 
conséquence de la production induite par la morphine d'un facteur. 

Puisque l'administration aigüe de morphine chez l'adulte stimule la sécrétion de 
CRF au niveau de l'éminence médiane, celle d' ACTH par l'adénohypophyse, et 
provoque une élèvation de la corticostéronémie (revue in PECHNIK 1993), il pourrait 
en être de même chez la rate gravide. Par ailleurs, lors d'une administration chronique 
de morphine, la réponse de l'axe corticotrope à la morphine pourrait s'atténuer par un 
phénomène de désensibilisation, mais néanmoins, persister puisque l'on sait depuis 
longtemps que cette drogue, en traitement chronique, induit chez l'adulte une 
augmentation du volume du cortex surrénalien, témoin vraisembable d'une stimulation 
prolongée de la surrénale par l' ACTH et donc d'une hyperactivité de l'axe corticotrope 
(Mc KA Y 1931 ). Si la morphine administrée à la rate gravide avait stimulé l'axe 
corticotrope foetal, nous aurions dû observer à la naissance une hypertrophie 
surrénalienne, ce qui n'est pas le cas bien au contraire puisque les nouveau-nés ont des 
surrénales atrophiées. Il est donc peu probable que l'axe corticotrope du foetus soit 
stimulable par la morphine, contrairement à celui de la mère. 
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Il est établi qu'une hypersécrétion de glucocorticoïdes par les surrénales 
maternelles où qu'une administration de glucocorticoïdes exogènes, ( corticostérone ou 
dexaméthasone) à des femelles gravides, induisent chez les foetus in-utero une atrophie 
surrénalienne et une réduction de la stéroïdogénèse dues à une diminution de 
l' ACTHémie associée à une baisse du contenu hypothalamique en CRF (F AMELI et 
coll. 1994, HRISTIC et coll. 1995, DUPOUY et coll. 1987). L'ensemble de ces 
données expérimentales suggèrent donc que la corticostérone maternelle sécrétée en 
réponse aux injections répétées de morphine pourrait traverser le placenta et inhiber 
l'axe corticotrope foetal. Nos observations relatives à l'absence d'effets directs ou 
indirects de la morphine sur les ARNm du CRF dans le NPV alors que le contenu de 
l'hypothalamus en CRF est diminué, plaident en faveur d'une inhibition post
transcriptionnelle de la synthèse du CRF. Nos données sont donc compatibles avec 
celles de la littérature selon lesquelles la corticostérone au cours du développement 
n'exerce pas de rétrocontrôle négatif sur l'expression du gène du CRF (BARAM et 
SCHULTZ 1992). Cette hypothèse fera l'objet d'une vérification expérimentale dans 
une partie suivante. 

IV.2. Effets de la morphine sur le foie et la CBG plasmatique. 

La masse du foie des nouveau-nés exposés à la morphine n'est pas 
significativement différente de celle des nouveau-nés exposés au solvant ; notre modèle 
expérimental ne permet donc pas de reproduire la réduction de cet organe observée 
chez des enfants de mères héroïnomanes (revue in V ATHY et KATA Y 1992). Par 
ailleurs, la morphine n'a pas affecté la capacité de liaison de la CBG circulante pour la 
corticostérone ; aussi bien chez les nouveau-nés que chez leurs mères. 

A ce stade de notre étude, la diminution du Kd, donc de l'affinité, de la CBG 
pour la corticostérone chez les mères injectées de morphine ne peut être 
raisonnablement expliquée. 

En conclusion, nous avons montré que l'exposition prénatale à la morphine 
inhibe chez le foetus le fonctionnement de l'axe corticotrope, mis en évidence au niveau 
du complexe hypothalamo-hypophysaire, ce qui entraîne chez le nouveau-né une 
atrophie surrénalienne et une réduction de la sécrétion de corticostérone. 
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Effets de la surrénalectomie maternelle sur les conséquences d'une 
exposition prénatale à la morphine sur l'axe corticotrope et la surrénale du 
rat nouveau-né. 
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1. INTRODUCTION 

1.1. Transfert placentaire des glucocorticoïdes au cours de la gestation. 

Nous avons précédemment émis l'hypothèse que la morphine pourrait stimuler 
la sécrétion de corticostérone chez les femelles gestantes et que cette hormone pourrait 
traverser le placenta et venir inhiber 1' axe corticotrope du nouveau-né. En effet, il a été 
prouvé expérimentalement que la corticostérone est capable de passer au travers du 
placenta, du compartiment maternel au compartiment foetal, et réciproquement 
(DUPOUY et coll. 1975 ; CHATELAIN et coll. 1980).Cependant, au cours de la 
gestation, la corticostéronémie est plus élevée chez la mère que chez les foetus 
(DUPOUY et coll. 1975). Par ailleurs, au cours de son transfert placentaire, la 
corticostérone peut subir une transformation biochimique sous l'action d'une enzyme : 
la 11 J3-hydroxystéroïde déshydrogénase de type 2 (11 J3-HSD-2) dont l'activité a été 
démontrée dans des fragments de placentas de nombreuses espèces dont le rat et 
l'homme (BROWN et coll. 1993, BURTON et WADDELL 1994). L'inactivation 
placentaire de la corticostérone pourrait ainsi protéger le foetus des effets délétères 
d'un excès de glucocorticoïdes en provenance de la mère. Cette enzyme transforme 
rapidement la corticostérone en 11-déhydrocorticostérone chez le rat ou le cortisol en 
cortisone chez 1 'homme. Ces métabolites de la corticostérone ou du cortisol ne sont 
plus capables de se lier aux récepteurs de type I (MR) ou de type II (GR) des hormones 
corticostéroïdes (revue in SECKL 1997), supprimant ainsi leurs effets biologiques. 

De plus, la 11 J3-HSD-2 est non seulement capable d'inactiver la corticostérone 
(activité 11-J3-déshydrogénase), mais aussi de la former (activité 11-oxoréductase). 

On peut signaler à ce propos que l'inhibition de l'activité de la 11 J3-HSD-2 
placentaire induit à court terme un retard de croissance foetale manifeste à la naissance 
et, à long terme, une élévation de la pression sanguine chez ces animaux lorsqu'ils 
atteignent l'âge adulte (LINDSAY et coll. 1996). Retard de croissance intra-utérine et 
hypertension chez l'adulte, sont deux des conséquences les mieux connues d'une 
exposition prénatale à un excès de glucocorticoïdes (revue in SECKL 1994 ; LEVITT 
et coll. 1996). 

Les activités enzymatiques 11 J3-deshydrogénase et 11-oxoréductase de la 11 J3 
HSD-2 sont modulées au cours de la gestation ; elles s'expriment surtout dans la 
deuxième moitié de la vie intra-utérine qui représente pour le foetus une période 
critique du développement au cours de laquelle les effets des glucocorticoïdes 
maternels et/ou éxogènes sont les plus manifestes (revue in LEVITT et coll. 1996). 

Au cours des derniers jours de gestation, 1' activité 11 J3-déshydrogénase de la 11 
J3-HSD-2 augmente alors que l'activité 11-oxoréductase diminue (BURTON et 
WADDELL 1994) alors qu'au 16ème jour, l'activité 11-oxoréductase était plus 
importante que l'activité 11 J3-déshydrogénase, ce qui peut rendre compte à ce stade 
d'un transfert net de corticostérone de la mère au foetus (BURTON et WADDELL 
1994). L'évolution inverse de ces deux activités enzymatiques, du 16ème au 21ème 
jour de la gestation, pourrait contribuer à réduire le transfert de corticostérone de la 
mère au foetus, à une période où 1' axe corticotrope foetal se met en place et où le 
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foetus est capable de produire les glucocorticoïdes dont il a besoin, tout en se 
protégeant d'un excès de glucocorticoïdes d'origine maternelle (revue in BURTON et 
WADDELL 1994). On peut néanmoins signaler qu'en fin de gestation, l'expression de 
la 11 13-HSD-2 placentaire diminue fortement (BROWN et coll. 1996). 

En résumé, les glucocorticoïdes maternels et/ou exogènes sont susceptibles 
d'atteindre sans difficulté majeure le foetus avant le 16ème jour de la gestation et 
vraisemblablement à terme, alors que entre le 16ème jour et la fin de la gestation, la 11-
13-HSD-2 pourrait jouer un rôle de barrière enzymatique placentaire capable de limiter 
l'apport de corticostérone d'origine maternelle tant qu'il n'y a pas saturation. 

Dès lors, si 1' administration de morphine à des rates gravides, du 11 ème au 
18ème jour de la gestation, élève la corticostéronémie comme elle le fait chez des mâles 
adultes (MARTINEZ-PINERO et coll. 1994), on peut émettre l'hypothèse que les 
foetus soient alors exposés à un excès de corticostérone d'origine maternelle. 

1.2. But de l'étude. 

Les conséquences sur 1' axe hypothalamo-hypophyso-glucocorticosurrénalien 
des nouveau-nés exposés in-utéro à la morphine pouvant être attribuables à la 
corticostérone maternelle, libérée sous l'action de la morphine, notre premier objectif a 
été de démontrer que l'injection de morphine aux femelles gestantes stimule bien 
l'activité de l'axe corticotrope maternel et entraîne une élévation de la 
corticostéronémie. Dans un deuxième temps, nous avons étudié si cette 
hypercorticostéronémie maternelle pouvait rendre compte des effets observés chez les 
nouveau-nés. Si tel est bien le cas, une surrénalectomie maternelle juste avant le 
traitement à la morphine devrait abolir les effets observés chez les nouveau-nés ; par 
ailleurs, ceux-ci devraient être reproduits par administration conjointe de corticostérone 
et de morphine aux rates surrénalectomisées. 

Enfin, en ce qui concerne les effets de la morphine sur la fonction 
minéralocorticoïde de la surrénale néonatale, nous avons recherché si ce traitement 
pouvait altérer différents facteurs impliqués dans le contrôle multifactoriel de cette 
fonction. L'exposition prénatale à un excès de glucocorticoïdes induit chez le rat 
devenu adulte une hypertension artérielle (revue in SECKL 1994 ; LEVITT et coll. 
1996) pouvant être imputable en partie tout au moins à une hyperaldostéronémie 
(BRODY et JOHNSON 1980 ; JANIAK et BRODY 1988 ; GOJ\!ŒZ-SANCHEZ et 
GOMEZ-SANCHEZ 1992) et/ou à une diminution des récepteurs aux 
minéralocorticoïdes de type 1 ou MR (ARRIZA et coll. 1988 ; ROLAND et coll. 1995; 
NARAGHI et coll. 1995 ; LEVITT et coll. 1996). On peut donc envisager que la 
corticostérone maternelle en excès puisse être impliquée dans les perturbations de la 
fonction minéralocorticoïde observée chez les nouveau-nés de mères exposées à la 
morphine. 

Pour toutes ces raisons, la femelle gestante surrénalectomisée, juste avant le 
traitement à la morphine, nous a paru être un bon modèle expérimental pour tester si 
des facteurs surrénaliens d'origine maternelle sont responsables des effets de la 
morphine sur la croissance et l'activité de la surrénale néonatale. 
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II. MATERIEL ET METHODES. 

11.1 Animaux : opérations, traitements et prélèvements. 

Les rats de souche Wistar sont élevés dans des conditions identiques à celles 
décrites dans la 1ère partie. Les femelles fécondées sont placées dans des cages 
individuelles dès le premier jour de gestation. 

Pour l'étude de l'effet de la morphine sur l'activité de l'axe corticotrope 
maternel, quelques femelles gravides sont injectées de solvant ou de morphine selon le 
protocole décrit précédemment (cf 2ème partie) ; elles sont sacrifiées par décapitation 
90 minutes après la dernière injection quotidienne, le matin du 14ème, du 16ème ou du 
18ème jour de gestation. Leur sang est collecté, centrifugé 15 minutes à 5000 rpm ; le 
plasma est congelé à -30°C jusqu'au jour du dosage de la corticostérone. 
L'hypothalamus de ces femelles est également prélevé et congelé à -80°C pour 
déterminer son contenu en CRF. 

D'autres femelles gravides (n=32) sont réparties, au 10ème jour de gestation, en 
deux groupes expérimentaux : 

-les femelles du premier groupe sont surrénalectomisées bilatéralement (SX) par 
approche dorsa-lombaire sous anesthésie à l'éther, le matin du 10ème jour. Une 
solution de NaCl (0,9%) leur est offerte comme boisson; 

- les femelles du second groupe sont pseudo-surrénalectomisées (Pseudo-SX), le 
1 Oème jour de gestation sous anesthésie à 1' éther. 

Dans chacun de ces deux groupes expérimentaux, la moitié des femelles sont 
injectées de solvant (S) l'autre moitié de morphine (M) suivant le protocole décrit 
précédemment (cf 2ème partie). 

Quelques femelles surrénalectomisées (n=3) sont injectées de corticostérone 
(0,05 mg/injection) en association avec la morphine dans un volume total d'injection de 
0,5 mL 

Le matin du 21ème jour de gestation, après sacrifice des mères par décapitation 
et, collecte de leur sang, les nouveau-nés sont prélevés par césarienne et sacrifiés 
immédiatement ou 90 minutes après la délivrance en fonction du paramètre que l'on 
souhaite étudier. Le foie de ces animaux est prélevé et pesé. Tous les autres organes 
prélevés (surrénales, cerveau) sont traités comme indiqué précédemment (cf 4ème 
partie). 

11.2. Dosages radioimmunologiques des hormones. 

Les surrénales des nouveau-nés sont broyées dans 500 J..Ll de solution saline (NaCl 
0,9%). Après centrifugation (15 min. à 14 000 rpm à 4°C), le surnageant est congelé 
jusqu'au jour du dosage de l'aldostérone et de la corticostérone. 

Ces deux hormones sont dosées dans le plasma et les surrénales par méthodes 
radioimmunologiques selon les protocoles décrits antérieurement (cf 3ème et Ière 
partie). 
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L'hypothalamus des mères est broyé dans 1 ml d'une solution d'HCl 0, lM. Les 
homogénats sont ensuite placés 30 min. à 70°C, pour inactiver les enzymes 
protéolytiques, puis centrifugés 15 min. à 14 000 rpm à 4°C. Le surnageant est alors 
congelé à -30°C jusqu'au jour du dosage du CRF. Le contenu hypothalamique en CRF 
est déterminé par dosage radioimmunologique selon le protocole décrit précédemment 
(cf 4ème partie). 

II.3. Quantification des ARNm du CRF et de la POMC par hybridation in-situ et 
marquage immunocytochimique du CRF. 

La quantification des ARNm de la POMC dans l'adénohypophyse et du CRF 
dans les NPV des nouveau-nés à la naissance est réalisée selon le protocole 
antérieurement décrit (cf 4ème partie). 

La révélation par immunocytochimie du CRF dans l'éminence médiane de ces 
nouveau-nés a été décrit dans la 4ème partie de ce mémoire. 

II.4. Statistiques. 

Les données ont été soumises à une analyse de variance à voies multiples 
(ANOVA), suivie du test de Dunnet. La signification statistique est fixée à P<0,05. 

III. RESULTATS. 

III.l. Contenu hypothalamique en CRF et corticostéronémie chez les mères. 

L'injection biquotidienne de morphine à partir du 11ème jour de gestation 
augmente le contenu hypothalamique en CRF chez les femelles gestantes, 90 minutes 
après l'injection du matin, aux 14ème, 16ème et 18ème jour de la gestation (Fig.34A). 

De même, la corticostéronémie de ces femelles est significativement augmentée 
à tous les stades testés (Fig. 34B). 

ID.2. Masse surrénalienne. 

L'exposition prénatale à la morphine induit à la naissance une atrophie des 
surrénales chez les nouveau-nés de mères pseudo-surrénalectomisées mais non chez les 
nouveau-nés de mères surrénalectomisées (Fig. 35). Chez ces derniers les surrénales 
sont par ailleurs significativement plus grosses que celles des nouveau-nés de mères 
pseudo-surrénalectomisées, injectées de morphine (Fig. 35). 

L'injection conjointe de corticostérone et de morphine chez des mères 
surrénalectomisées provoque une atrophie des surrénales chez les nouveau-nés à terme 
(Fig. 36). Celles-ci sont significativement plus petites que celles des nouveau-nés de 
mères surrénalectomisées injectées seulement de morphine (Fig. 36). 
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injectées de solvant (Il ) ou de morphine ( 11111 ) au cours de la gestation (Cf. 
figure 35). 
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111.3. Corticostérone surrénalienne et plasmatique. 

Chez les nouveau-nés de mères pseudo-surrénalectomisées, le traitement 
prénatal à la morphine empêche l'élévation de la corticostéronémie qui survient 90 min. 
après la naissance chez les nouveau-nés de mères injectées de solvant (Fig. 37A) mais 
n'affecte pas le contenu surrénalien en corticostérone qui demeure stable (Fig. 37B). 

Chez les nouveau-nés de mères surrénalectomisées, injectées de solvant ou de 
morphine, la corticostéronémie s'élève de manière comparable 90 min. après la 
délivrance (Fig. 3 7 A). A la naissance, le contenu surrénalien en corticostérone est 
comparable chez les nouveau-nés des deux groupes expérimentaux, il est 
significativement plus élevé que celui des nouveau-nés de mères pseudo
surrénalectomisées injectées soit de morphine soit de solvant (Fig. 37B). Le contenu 
surrénalien en corticostérone reste stable au cours de la période postnatale précoce, 
sauf chez les nouveau-nés de mères surrénalectomisées injectées de morphine qui 
présentent une diminution 90 min. après la délivrance. 

ill.4. Contenu adénohypophysaire en ARNm de la POMC. 

Le contenu adénohypophysaire en ARNm de la POMC chez les nouveau-nés 
n'est pas significativement affecté par les traitements des mères ou par les opérations 
qu'elles ont subies (Fig. 38). 

111.5. Contenu hypothalamique en CRF et ARNm du CRF. 

Le contenu hypothalamique en CRF est significativement diminué chez les 
nouveau-nés de mères pseudo-opérées traitées à la morphine mais non chez ceux qui 
proviennent de mères surrénalectomisées également injectées de morphine (Fig. 39A). 

Le contenu en ARNm du CRF des NPV de l'hypothalamus n'est pas affecté par 
l'exposition prénatale à la morphine que la mère soit surrénalectomisée ou pseudo
surrénalectomisée (Fig. 39B). 

111.6. Aldostérone plasmatique et surrénalienne. 

Chez les nouveau-nés de mères pseudo-surrénalectomisées injectées de solvant, 
les taux d'aldostérone s'élèvent dans le plasma et les surrénales 90 min. après la 
naissance (Fig. 40A/B). 

L'exposition prénatale à la morphine s'accompagne chez les nouveau-nés d'une 
augmentation importante et significative de l'aldostéronémie et du contenu des 
surrénales en aldostérone au moment de la naissance et d'une stabilité de ces deux 
paramètres 90 min. après la délivrance (Fig. 40A/B). 

A la naissance, l'aldostéronémie des nouveau-nés de mères surrénalectomisées 
injectées de solvant est significativement plus faible que celle de nouveau-nés de mères 
pseudo-surrénalectomisées également injectées de solvant (Fig. 40A). A l'inverse leur 
contenu surrénalien en aldostérone est fortement augmenté (Fig. 40B). Ces nouveau
nés présentent 90 min. après la délivrance une élévation de l'aldostéronémie (Fig. 40A) 
sans modification du contenu surrénalien en aldostérone (Fig. 40B). 
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Figure 37: Concentrations plasmatique (A) et surrénalienne (B), en corticostérone, à la naissance 
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A la naissance, l' aldostéronémie est plus élevée chez les nouveau-nés de mères 
surrénalectomisées injectées de morphine que chez les nouveau-nés de mères 
surrénalectomisées injectées de solvant tandis que le contenu de leurs surrénales en 
aldostérone est diminué (Fig. 40 A/B). Dans les 90 min. qui suivent la naissance, 
l'aldostéronémie demeure élevée chez les nouveau-nés exposés prénatalement à la 
morphine (Fig. 40A) tandis que le contenu surrénalien en aldostérone augmente (Fig. 
40B). 

III. 7. Aldostéronémie maternelle. 

Au moment du sacrifice, l' aldostéronémie est significativement plus élevée chez 
les mères pseudo-surrénalectomisées injectées de morphine (M) que chez celles qui ont 
reçu du solvant (S) [M : 1,80 ± 0,40 ng/ml (n=S) ; S : 0,94 ± 0,11 ng/ml (n=6) ; 
P<O,OS]. Par contre l'aldostéronémie est comparable chez les mères 
surrénalectomisées, qu'elles aient reçu de la morphine ou du solvant [M : 0,67 ± 0,28 
ng/ml (n=4); S : 0,50 ± 0,21 ng/ml (n=3); P>O,OS]. 

IV DISCUSSION 

IV.l. Effet de l'injection de morphine à des femelles gestantes sur l'activité de leur 
axe corticotrope. 

Nous avons montré que l'administration de morphine à des femelles gravides à 
compter du 11ème jour de gestation, élève la corticostéronémie le matin des 14ème, 
16ème et 18ème jours 90 minutes après l'injection. Cet effet doit résulter d'une 
activation de l'axe corticotrope maternel puisqu'il va de pair avec une élévation du 
contenu de l'hypothalamus en CRF, qui peut être le reflet d'une production accrue de 
CRF malgré une probable augmentation de sa sécrétion. 

Chez le rat mâle adulte, de nombreuses données de la littérature font état d'un 
effet stimulant de la morphine sur l'activité de l'axe corticotrope via une action directe 
de la drogue sur les neurones hypothalamiques à CRF ou via une action indirecte 
mettant en jeu d'autres neurones (revue in PECHNICK 1993). Parmi eux seraient 
concernés des neurones catécholaminergiques (MARTINEZ-PINERO et coll. 1994). 

Les foetus de mères injectées de morphine sont donc susceptibles de recevoir de 
la corticostérone en provenance du compartiment maternel en plus grande quantité que 
ceux de mères injectées de solvant tout au moins entre le 11ème et le 16ème jour de 
gestation puisque, au delà de ce stade (E16), l'activité 11 13-HSD de type 2 placentaire 
doit réduire le transfert de corticostérone de la mère au foetus (revue in BURTON et 
W ADDELL 1994). 
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IV.2. Effet de l'injection de morphine à des mères surrénalectomisées sur l'axe 
corticotrope du nouveau-né et la fonction glucocorticoïde des surrénales. 

La surrénalectomie maternelle, la veille du premier jour de traitement par la 
morphine prévient les effets de cette drogue sur l'axe corticotrope du nouveau-né. 
Ainsi, à la naissance, les nouveau-nés des mères surrénalectornisées injectées de 
morphine, ne présentent pas : 

-d'atrophie surrénalienne et d'hyposécrétion de corticostérone durant la période 
postnatale précoce, 

-de diminution du contenu hypothalamique en CRF et de l' immunoréactivité 
CRF -like au niveau de leur éminence médiane (données non montrées), 

- de diminution de 1' expression de la POMC au niveau adénohypophysaire. 

A ce propos signalons que nous n'avons pas retrouvé, dans l'adénohypophyse 
des nouveau-nés de mères pseudo-surrénalectornisées injectées de morphine, de 
diminution significative du contenu en ARNm de la POMC comme nous l'avons 
observée chez les nouveau-nés de mères non surrénalectomisées injectées de morphine 
(Cf 4ème partie). Ce résultat a priori surprenant pourrait résulter d'une importante 
variabilité entre les nouveau-nés au sein de ce groupe expérimental. En effet les 
nouveau-nés de 1 des 3 portées de ce groupe, ont présenté des teneurs 
adénohypophysaires en ARNm de la POMC nettement supérieures aux deux autres, ce 
qui a conduit à une augmentation de la valeur moyenne à l'intérieur de ce groupe et 
donc à une perte de la signification statistique entre ces nouveau-nés et ceux de mères 
pseudo-surrénalectomisées injectées de solvant. L'absence de différence significative 
entre nouveau-nés de mères exposées à la morphine et ceux de mères exposées au 
solvant pourrait aussi résulter d'un effet de stress maternel persistant lié à la pseudo
surrénalectomie. 

La surrénalectomie maternelle s'accompagne également chez les nouveau-nés 
des deux groupes expérimentaux (morphine et solvant) d'une élévation du contenu 
surrénalien en corticostérone ainsi que d'une sécrétion accrue de corticostérone 
puisque, au moment du sacrifice à terme, la corticostéronémie maternelle est quasi
comparable chez les mères surrénalectomisées injectées de solvant ou de morphine 
(données non montrées) . Ces résultats sont en accord avec le fait que la corticostérone 
produite par les surrénales foetales traverse la barrière placentaire et qu'elle constitue 
dès E18 une fraction non négligeable de la corticostéronémie maternelle (DUPOUY et 
coll. 1975). Par ailleurs, la surrénalectornie maternelle pourrait supprimer le feed-back 
négatif exercé par la corticostérone maternelle sur l'activité de l'axe corticotrope du 
foetus, entraînant par là une activation soutenue des surrénales foetales par l' ACTH et 
une synthèse accrue de corticostérone. 

Enfin, 1' apport de corticostérone en même temps que celui de morphine, à des 
mères surrénalectomisées, à des doses inférieures à celles qui reproduisent la réponse 
glucocorticoïde à un stress maternel (BARBAZANGES et coll. 1996), mais à des 
doses compatibles avec les quantités de corticostérone vraisemblablement sécrétées en 
réponse aux injections répétées de morphine, chez des mères intactes, provoque une 
atrophie surrénalienne chez les nouveau-nés. 
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Ces observations et celles de nombreux auteurs relatives aux effets d'une 
hyperactivité de l'axe corticotrope maternel (FAMELI et coll. 1994) ou d'une 
administration de dexaméthasone aux mères (DUPOUY et coll. 1987 ; HRISTIC et 
coll. 1995) sur l'axe corticotrope des foetus et nouveau-nés, nous permettent de 
conclure que la corticostérone maternelle sécrétée suite aux injections répétées de 
morphine, est responsable de l'atrophie des surrénales néonatales et de leur 
hypoactivité via une inhibition de leur axe corticotrope. 

IV.3. Effet de l'injection de morphine à des mères surrénalectomisées sur la fonction 
minéralocorticoïde des surrénales du nouveau-né. 

La surrénalectomie maternelle stimule la production et la sécrétion 
d'aldostérone chez les nouveau-nés. Ce phénomène pourrait s'expliquer par le fait que 
cette opération est susceptible de perturber le maintien de l'équilibre hydrominéral de la 
mère et des foetus et d'entraîner une élévation de la kaliémie, responsable d'une 
stimulation de la sécrétion d'aldostérone. 

Par ailleurs, la surrénalectomie maternelle, en stimulant l'axe corticotrope des 
foetus, peut entraîner une activation durable des surrénales par l' ACTH qui produisent 
davantage de glucocorticoïdes par leur zone fasciculo-réticulée et davantage de 
minéralocorticoïdes par leur zone glomérulée. 

Toutefois, la surrénalectomie maternelle n'abolit pas les effets d'une exposition 
prénatale à la morphine sur la fonction minéralocorticoide des surrénales néonatales 
comme elle le fait pour la fonction glucocorticoïde. On peut donc affirmer que les effets 
de la morphine sur la fonction minéralocorticoïde foetale et néonatale ne sont 
probablement pas tributaires de facteurs originaires des surrénales maternelles. 

Le mécanisme par lequel la morphine affecte la fonction minéralocorticoïde de 
la surrénale au cours de la gestation reste à élucider. Dans l'état actuel de nos 
investigations nous ne pouvons pas préciser quel est le mécanisme par lequel la 
morphine a un effet sur la fonction minéralocorticoïde. Le contrôle de la production et 
de la sécrétion d'aldostérone étant multifactoriel, plusieurs facteurs sont susceptibles 
d'être impliqués ; on peut évoquer en particulier un déséquilibre hydro-minéral, une 
altération de la sécrétion de l'action d'hormones et/ou de neurotransmetteurs tels que 
l'ANF, les catécholamines et autres neuropeptides (NPY, VIP) .. 

En conclusion, nous avons montré que des hormones surrénaliennes 
maternelles, et plus particulièrement la corticostérone, sont responsables de l'inhibition 
de l'axe corticotrope et de l'hypoactivité de la fonction glucocorticoïde des surrénales 
du nouveau-né, lorsque la morphine est injectée aux rates du 11ème au 18ème jour de 
gestation. Par contre, l'hyperactivité de la fonction minéralocorticoïde chez ces 
nouveau-nés de mères injectées de morphine est indépendante des hormones 
surrénaliennes maternelles. 
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La rate exposée à la morphine au cours de la gestation nous parait être un bon 
modèle expérimental permettant de reproduire chez le nouveau-né une atrophie 
surrénalienne congénitale, comparable à celle qui a été signalée chez le nouveau-né 
humain de mère toxicomane. Nous avons eu la surprise de constater que la morphine 
affecte de manière fort différente les fonctions gluco et minéralocorticoïde du cortex 
surrénalien. La morphine administrée avant la naissance parait stimuler la sécrétion de 
corticostérone par les surrénales maternelles celle-ci traverse le placenta et vient 
bloquer l' activité de l' axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien du foetus ce qui se 
traduit à la naissance par une atrophie surrénalienne et une réduction de la fonction 
glucocorticoïde. Il en va tout autrement pour la fonction minéralocorticoïde puisque la 
production et la sécrétion d'aldostérone par les surrénales néonatales sont accrues, 
indépendamment des hormones surrénaliennes maternelles . Cette conséquence sur la 
fonction minéralocorticoïde n' est pas expliquée dans 1' état actuel de nos recherches. On 
peut émettre l' hypothèse que la morphine induit directement ou indirectement une 
perturbation du contrôle multifactoriel de la sécrétion d'aldostérone qui met en jeu 
divers facteurs tels que hormones (dont l'ANF), neurotransmetteurs ( en particulier : 
NA,A,NPY,VIP) et/ou ions (dont le potassium). Par ailleurs, la sécrétion in-vitro 
d' aldostérone par les surrénales de nouveau-nés exposés prénatalement à la morphine 
n' est pas stimulable par 1' ACTH ou 1' Ail, alors qu ' elle 1' est dans les mêmes conditions 
d' incubation par les glandes de nouveau-nés de mères injectées de solvant. Il 
conviendrait de rechercher si l' insensibilité surrénalienne à ces hormones résulte d'une 
altération des récepteurs spécifiques, et/ou de la transduction du signal qualitative et/ou 
quantitative de ces hormones. 

Enfin, nous avons montré que l' exposition prénatale à la morphine augmente au 
niveau du système nerveux central le métabolisme hypothalamique de la sérotonine 
principalement chez les nouveau-nés femelles . La morphine est susceptible d'agir 
directement sur les neurones à SHT (revue in KUHN et coll. 1992), ou indirectement 
via la corticostérone maternelle puisque de nombreuses études ont montré qu 'un stress 
prénatal, qui induit une élévation de la corticostéronémie maternelle (MONT ANO et 
coll. 1991 ; OHKAWA et coll. 1991 ; BARBAZANGES et coll. 1996), perturbe le 
développement du système sérotoninergique (PETERS 1986, 1988) et augmente le 
métabolisme de cette amine biogène lorsque les animaux ont atteint 1' âge adulte 
(F AMEL! et coll. 1994). 

L ' effet sexuellement dimorphique sur le système sérotoninergique pourrait 
mettre en cause la corticostérone maternelle chez les nouveau-nés exposés à la 
morphine, puisque selon différentes études un stress prénatal altère bien de manière 
sexuellement dimorphique le système sérotoninergique (F AMELLI et coll. 1994 ; 
NOSENKO 1996), suite à une perturbation des interactions stéroïdes 
gonadiques/système nerveux central au cours de la vie intra-utérine (revue in WARD et 
coll. 1994 ; revue in HENRY et coll. 1996). 

Les diverses hypothèses que nous avons formulées suite à ces résultats méritent 
d'être éprouvées par l'expérimentation. Il convient aussi de rechercher si les 
conséquences neuroendocriniennes néonatales de cette exposition prénatale à la 
morphine persistent à long terme, lorsque les animaux ont atteint 1' âge adulte. En effet, 
selon les travaux réalisés par l' équipe de VATHY et coll., depuis 1985, l' exposition 
prénatale à la morphine dans des conditions strictement identiques aux nôtres induisent 
chez l' adulte deux perturbations principales : 
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1) une altération du comportement sexuel surtout chez la femelle, 

2) une perturbation sexuellement dimorphique du contenu et du métabolisme 
hypothalamique de la noradrénaline. 

Les résultats de VATRY et coll., s'ils sont confirmés par les études en cours 
dans notre laboratoire viennent étayer notre dernière hypothèse puisque le 
déterminisme du futur comportement sexuel normal de 1' adulte tout comme le 
développement du système noradrénergique hypothalamique sont tributaires d'une 
sexualisation anatomique et fonctionnelle du cerveau durant la période périnatale (revue 
in WARD 1994 ; revue in SIDDIQUI et GILMORE 1988). De telles altérations 
comportementales et métaboliques ont également été rapportées chez des animaux 
adultes exposés à un stress prénatal (revue in WARD et coll. 1994 ; revue in 
FAMELLI et coll. 1994). Dès lors, on peut raisonnablement émettre l'hypothèse que 
les effets de l'exposition prénatale à la morphine signalés par VATRY et son groupe, 
sont associés à la production de corticostérone maternelle. 

Si toutes les perturbations que nous avons observées chez les nouveau-nés, 
persistent jusqu'à l'âge adulte, alors, une telle exposition in-utero à la morphine 
pourrait avoir de nombreuses répercussions physiopathologiques. Signalons en 
particulier que l'altération du système sérotoninergique chez la femelle parait être un 
des facteurs impliqué dans les syndromes de dépression (V AN PRAAG 1982). A ce 
propos, des études ont montré que les individus de sexe féminin, aussi bien chez le rat 
(KENNETT et coll. 1986) que chez l'homme (WEISSMAN et KLERMAN 1977), 
sont plus vulnérables que les individus de sexe masculin. De plus, une élévation des 
taux plasmatiques de glucocorticoïdes est fréquemment observée dans cette maladie 
(MURPHY 1991) ce qui suggère une altération du fonctionnement de l'axe 
corticotrope. 

Des perturbations durables du fonctionnement de l'axe corticotrope pourraient 
avoir également des répercussions non seulement métaboliques, mais également 
comportementales, en particulier dans les processus d'adaptation-désadaptation de 
l'individu à son environnement. 

De plus, des altérations des processus de régulation de l'équilibre hydrominéral 
de l'organisme pourraient également figurer parmi les conséquences à long terme d'une 
exposition prénatale à la morphine. 

Enfin, si les observations de VATRY et coll. (1992, 1994, 1995) relatives aux 
catécholamines hypothalamiques sont confirmées et que les altérations du système 
sérotoninergique hypothalamique que nous avons observées sont toujours présentes à 
l'âge adulte ; alors, l'exposition prénatale à la morphine pourrait à long terme affecter 
le fonctionnement des axes hypothalamo-hypophyso gonadique et surrénalien. 

L'extrapolation à l'homme des résultats d'études menées chez le rat avec la 
morphine est toujours délicate, d'autant que chez celui-ci, à l'inverse du rat, l'injection 
chronique ou aiguë d'opiacés parait inhiber 1' activité de 1' axe corticotrope (revue in 
KREEK 1996). 

S'il en est bien ainsi chez l'homme, l'atrophie surrénalienne observée à la 
naissance chez des enfants de mères toxicomanes (revue in VATRY et KATAY 1985) 
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relèverait plutôt d'une action directe de ces drogues sur l'axe corticotrope du foetus en 
développement. Puisqu'il n'existe pas de données concernant le fonctionnement des 
surrénales de ces enfants dans la littérature, nos résultats ne peuvent que proposer des 
éventuelles altérations des fonctions corticales surrénaliennes chez ces enfants. Pour 
1' instant, nos observations relatives au système sérotoninergique hypothalamique du rat 
ne peuvent être extrapolées à l'homme ; néanmoins différentes études ont montré que 
les enfants exposés in-utero à des opiacés (héroïne, morphine) présentent des séquelles 
neurologiques et comportementales au cours des premières années de leur vie. Parmi 
elles on peut signaler une hyperactivité, un manque d'attention soutenue, des 
perturbations du comportement de prise alimentaire et des altérations du sommeil 
(revue in NICHTERN 1971 ; revue in WILSON 1973; FINNEGAN 1995). Enfin, des 
enfants de 5 ans et demi, dont les mères ont utilisé une association de cocaïne, 
d'héroïne et/ou de méthadone durant la grossesse, présentent un retard du 
développement cognitif se traduisant par un retard du développement du langage et de 
la communication, ainsi qu'une capacité réduite à s'adapter à une tâche (V AN BAAR 
et DE GRAAF 1994). 

Bien que des études ne semblent pas avoir été réalisées à notre connaissance 
chez des individus plus âgés, il est probable que les enfants exposés in-utero à ces 
drogues présentent des altérations du fonctionnement du cerveau, dont le système 
sérotoninergique pourrait, au moins en partie, en être affecté. 

Enfin, pour conclure et élargir le débat sur les conséquences à long terme d'une 
perturbation de la vie intra-utérine, je voudrais rappeler de récentes données puisées 
dans l'actualité. 

En 1994, Richard HERRNSTEIN et Charles MURRAY, dans un livre à succès 
« The Bell Curve » soutenaient une pseudo-démonstration de l'héritabilité génétique de 
l'intelligence (estimée alors à 80%), jamais reconnue par la communauté internationale 
des spécialistes comme une vérité scientifique, et qui, de plus, soutenait une thèse aux 
relents racistes : expliquer par les gènes des différences intellectuelles prétendues 
existant entre hommes blancs et hommes noirs. La parution de ce livre, en particulier 
aux Etats-Unis, a relancé récemment le débat entre environnementalistes et partisans du 
«tout-génétique» dans la détermination de l'intelligence, les premiers considérant que 
les interactions avec l'environnement : social, familial, scolaire... déterminent notre 
personnalité ; les seconds estimant, au contraire, que l'intelligence n'est que 
l'expression de nos gènes, hérités de nos parents. 

Dans ce débat, une toute nouvelle donnée jusqu'alors complètement occultée à 
fait une entrée remarquée : la vie intra-utérine aurait une influence nette et 
comptabilisable sur le quotient intellectuel (QI). Elle compterait pour 20% dans le QI 
des jumeaux (qui ont partagé le même environnement utérin à la même période), mais 
seulement pour 5% dans celui de simples frères et soeurs, selon le psychiatre américain 
Bernie DEVLIN, auteur avec deux statisticiens, d'une étude parue le 31 juillet 1997 
dans la revue Nature. 

D'après ces auteurs, la partie attribuable aux gènes est inférieure à 50%, le reste 
demeurant imputable à l'environnement dit« extérieur». La méthode utilisée dans cette 
étude est une synthèse de 212 études génétiques menées à travers le monde sur des 
jumeaux élevés ensemble ou séparément ainsi que sur des frères et soeurs. Le résultat 
original de cette étude a été de découvrir que les faux jumeaux, génétiquement 
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différents, ont un QI identique, même s'ils ont été élevés séparément, résultat 
comparable à celui de vrais jumeaux, au même patrimoine génétique. 

Ces données obligent à considérer un nouveau paramètre : l'influence prénatale, 
carrefour crucial entre l'inné et l'acquis, que les chercheurs ont nommé «effets 
maternels ». 

Bien que la quantification de la part de la génétique et celle de l'environnement 
n'a pas véritablement de sens dans l'établissement d'une aptitude aussi complexe que 
celle de l'intelligence, qui d'ailleurs n'a été mesurée que par la mesure du QI, test de 
performance standardisé et adapté à une certaine culture ; le grand intérêt de cette 
étude a été de mettre l'accent, de manière probante, sur l'importance de la vie intra
utérine chez l'adulte sur le développement de certains processus cognitifs. 

Ces résultats chez l'homme ont remis au goût du jour la nécessité d'explorer 
plus profondément à l'avenir, les subtiles relations unissant la mère au foetus, puisque, 
au cours de la gestation, de nombreux événements sont susceptibles d'influencer la vie 
ultérieure de l'adulte. Nos résultats et ceux de nombreuses équipes internationales 
réalisés chez le rat comme modèle expérimental mettent 1' accent sur le rôle que 
pourraient jouer les hormones surrénaliennes maternelles en général, et 
glucocorticoïdes en particulier dans ces mécanismes. 
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INTRODUCTION 
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lt is noteworthy that in the rat the early postnatal !ife is marked by an activation of both the 
corticostimulating function of the adenohypophysis in neonates of both sexes and of the gonados
timulating function mainly in males. In order to specify if such neuroendocrine variations are 
temporally correlated with changes in the hypothalamic metabolism of neurotransmitters, the hy
pothalamic metabolism of serotonin (5 HT), norepinephrine (NE), and dopamine (DA) and the 
hypothalamic content of neuropeptide Y (NPY) have been investigated in newbom rats of both 
sexes, delivered at term by cesarean section, as weil as changes in the activity of both the hy
pothalamo-pituitary adrenal axis (HPA) and the hypothalamo-pituitary gonadal axis (HPG). Ex
perimental data suggested that 1) in males a rise in hypothalamic metabolism of 5 HT, NE and 
DA occurs during the first two hours after delivery, whereas in females, only the metabolism of 
NE increases. Moreover, the postnatal metabolism of NE was higher in females than in littermate 
males; 2) NPY content of the hypothalamus, which was at birth significantly higher in males than 
in females, dropped in the former but not in the latter; 3) in newbom males, an early surge of 
plasma testosterone occurs, suggesting postnatal activation of the HPG axis; on the other hand, in 
females, a late and slight increase in plasma estradiol is observed; 4) in earl y postnatal !ife, a sex
independent rise in plasma ACTH and adrenal and plasma corticosterone levels suggest a com
parable activation of the HPA axis in newboms of both sexes. In conclusion, the early postnatal 
activation of the corticostimulating function in neonates of both sexes and that of the gonadosti
mulating function, mainly in males, could be temporally correlated with a rise in the hypothalamic 
metabolism of two neurotransmitters, 5 HT and NE, and of NPY content According to our data, 
a sex-dependent metabolism of neurotransmitters in the hypothalamus is already apparent in earl y 
postnatal !ife. 

KEY WORDS: Hypothalamic metabolism; serotonin; norepinephrine; dopamine; neuropeptide Y; ACTH; 
corticosterone; testosterone; estradiol; newbom-rat 

The neuroregulation of both corticostimulating and 
gonadostimulating functions of the adult adenohypoph-

ysis includes specifie hypophysiotropic factors as re
spectively corticoliberin (CRF) and gonadoliberin (GnRH) 
as weil as various neurotransmitters and neuropeptides 
of the central nervous system ( 1-4 ). 

1 Centre de Biologie Cellulaire Neuroendocrinologie du Développement, 
J.E, 234, Université de Lille 1, 59655 Villeneuve d' Ascq, France. 
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Although the physiological role of serotoninergic 
influence on the pituitary-adrenocortical function is still 
not weil understood, serotonin (5 HT) may play a role 
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in the activation of this function by certain types of 
stress (5). Similarly, the role of 5 HT in the release of 
GnRH and/or LH (luteinizing hormone) is not y et clear 
in spite of the fact that recent results suggest a permis
sive or stimulatory effect, mainly in females (6). 

Many experiments suggest that norepinephrine 
(NE) and epinephrine (E) stimulate CRF and ACTH (ad
renocorticotropic hormone) secretions; however sorne 
others suggest the opposite and consequently there is no 
consensus regarding the role that catecholamines play in 
regulating the hypothalamo-pituitary adrenal axis (HP A) 
(3,4,8). 

The common noradrenergic ascending innervation 
of the hypothalamus pla ys a major stimulatory effect on 
ACTH release in response to both ether and restraint 
stress (9). On the other hand NE is one of the major 
neurotransmitters which activates GnRH neurons and 
LH surge (1 ). 

Neuropeptide Y (NPY) stimulates in adults ACTH 
release from the anterior pituitary through an hypotha
lamic action which stimulates CRF release and/or en
hances CRF action in the an teri or pituitary gland ( 1 0). 
There is little information conceming the potential role 
of NPY during fetal and neonatal !ife. It was recently 
reported that central administration of NPY to fetal 
sheep increases plasma concentrations of ACTH; more
over the lack of any direct pituitary effects of NPY sug
gests that this neuropeptide acts centrally within the 
brain to stimula tes fetal pituitary-adrenal activity (Il). 
Similarly, NPY stimulates the release of GnRH from the 
medial basal hypothalamus and potentiates the release of 
LH and FSH in response to GnRH ( 12). Moreover a 
sexual dimorphism for both hypothalamic NPY content 
and NPY gene expression has been reported in adults 
(13,14). On the other hand, anatomical data suggest pos
sible interactions between NPY fibers and serotoninergic 
fibers in the developing suprachiasmatic nucleus (48). 

Both hypothalamo-pituitary adrenal axis ( 15-18) 
and hypothalamo-pituitary testicular one ( 19,20) are al
ready functional in both rat fetuses in late gestation and 
newboms. Moreover, a sex-dependent difference for 
ether stress-induced HPA activation has been reported 
for 8 day old rat neonates with long-lasting ACTH re
sponse, which is greater in females than in males (21 ). 
Experimental data are consistent with an a-stimulatory 
effect of NE on the neuroendocrine pathways involved 
in the pituitary response of these newbom rats to ether 
stress with mediation through central nervous system 
rather than direct pituitary actions (22). The serotoni
nergic system also appears to mediate in 8 day old new
born females, the stress-induced ACTH release (23). 
Conversely neonatal ACTH and corticosterone alter hy-
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pothalamic monoamine innervation in the developing fe
male hypothalamus (49). 

An abrupt rise of plasma corticosterone or cortisol 
occurs within the first postnatal minutes or hour respec
tively in rat pups (24) and human newboms (25,27) and 
a transitory surge in serum testosterone occurs in males 
in a variety of mammalian species including rats (28). 

As the metabolism of various neurotransmitters and 
neuropeptides in the developing hypothalamus of fetuses 
and/or neonates is poorly documented, the aim of the 
present work is to explore the evolution of the metabo
lism of serotonin, catecholamines and NPY in the hy
pothalamus of rats of both sexes occurring after the 
delivery, in correlation with changes in the activity of 
both the HP A axis and the hypothalamo-pituitary go
nada! one (HPG). 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 

Animais. Experiments were performed on Wistar rats bred in our 
laboratory. Females were mated with a male for one night. The next 
day was taken as day 0 of pregnancy if spermatozoa were found in 
vaginal smears. Pregnant females were transferred into individual 
cages 24 h before being killed. The rats were housed in a light-con
trolled room (light period from 7 a.m. to 7 p.m.) with rat chow and 
tap water available ad libitum. 

Animal use accreditation by the French Ministry of the Agricul
ture (no 04860) has been delivered to our laboratory for experimen
tation with rats. 

Pregnant females at term (day 21 of gestation) were rapidly killed 
by decapitation between 9 a.m. and 10 a.m. Each litter usually con
tained between 8 and 12 fetuses which were collected by cesarean 
section and either immediately sacrificed or kept at 30-33°C for var
ious times from 10 to 120 min bef ore being sacrificed. Each litter was 
used for 3, 4, or 5 time periods and never for only one. The sex of 
the pups was determined by examination of the genitals. 

Plasma and Tissue Collections. Trunk blood of the fetuses was 
co!lected after decapitation and put in polyethylene tubes prerinsed 
with EDTA [5 ~1; 5% (w/v) EDTA for 100 ~1 of blood]. The blood 
samples were centrifuged at 3,500 g for 15 min at 4°C. Plasma samples 
were kept at - 30°C until assayed for circulating hormones. 

The adrenals and the testicles were quickly removed, deffated, 
weighted and sonicated in an appropriate volume of either acetic acid 
0.5 M (adrenals) or NaCl 0.9% (testicles) at 4°C. After centrifugation, 
the aliquot fractions of the supernatants were kept at - 30°C until 
assayed for corticosterone, aldosterone and testosterone. 

Hypothalamic tissues were rapidly removed from the brain after 
decapitation of the fetuses. The hypothalamic fragment including the 
median eminence and the pituitary stalk was delimited by the optic 
chiasma and the mammillary bodies; it was eut at a depth of about 1-
-2 mm. The hypothalamic pieces were usually sonicated in 200 ~1 
of acetic acid 0.5 M; an aliquot fraction of 150 ~1 destined for the 
RIA of NPY was heated 15 min at 70°C to inactivate proteolytic en
zymes. The remainder (50 ~1) was reserved to determine by high per
formance liquid chromatography (HPLC) coupled with electrochemi
cal detection, the content of neurotransmitters [Dopamine (DA), 
Norepinephrine (NE), Epinephrine (E), Serotonin (5 HT)] and their 
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main metabolites [3-4 dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homo
vanilic acid (HVA) and 5-hydroxyindolacetic acid (5 HIAA)]. For 3-
methoxy-4 hydroxyphenylethyleneglycol (MHPG) determination, the 
hypothalamic pieces were sonicated in 0.12 M sodium acetate pH 5.0. 
Ali the fractions were centrifuged at 22,000 g at 4°C for 20 min and 
the supernatants were frozen and stored at - 30°C un til used. 

The «metabolism» of each neurotransmitter is expressed as the 
ratio of the main metabolite to the parent transmitter e.g. 5 HIAA/5 
HT, DOPAC/DA, HVA/DA and MHPG/NE. 

Radioimmunoassays 

Extractions. Steroid hormones assays in plasma samples and tis
sue ones are preceded by an extraction in ethylacetate after a delipi
dation in isooctane. The percentage of recovery of a known amount 
of steroid was over 66% (testosterone), 73% (estradiol) and 95% (cor
ticosterone, aldosterone). 

Aldosterone and Corticosterone Assays. Aldosterone and Corti
costerone concentrations were measured by RIA according to the 
methods previously described (29,30). 

Testosterone Assay. Testosterone concentrations were determined 
by radioimmunoassay. Antitestosterone was purchased from UCB
Bioproducts (i 900; Nanterre, France). Standard doses of testosterone 
or samples were incubated for 90 min at 4°C in the presence of a 
testosterone antibody (final dilution 1120,000) and [1, 2, 6, 7 - 3H] 
testosterone (TRK 402; Amersham; specifie activity 90 Ci/mmol) with 
0.02 M sodium/potassium phosphate buffer pH 7.40, containing 0.5% 
bovine serum albumin (BSA), 0.9% NaCl and 0.02% sodium azide. 
The incubation volume was 0.300 ml. The separation of antibody
bound testosterone and free testosterone was obtained by the addition 
of 1 ml of Dextran coated charcoal suspension (25 mg Dextran T and 
250 mg charcoal Norit in 100 ml RIA phosphate buffer). The per
centage of cross-reaction was 100% with testosterone, 50% with dih
ydrotestosterone, 1.19% with dehydroisoandrosterone, 0.16% with 
corticosterone, 0.10% with deoxycorticosterone, 0.042% with proges
terone, 0.0125% with 5 pregnan 3 j3 ol 20 one and 17 ex hydroxypro
gesterone; 0.00025% with j3 estradiol and 0.00002% with 
hydrocortisone. Binding oftritiated testosterone in the absence of com
petition was 80% (n = 14). Fifty percent inhibition of 3H-testosterone 
binding to the antibody was obtained with 25 pg of unlabelled 
testosterone. Intra and interassay variability were respectively 4.55% 
(n = 12) and 8.46% (n = 8). 

Estradiol Assay. Estradiol concentrations were determined by 
RIA. Anti-estradiol was purchased from UCB-Bioproducts (i 901). 
Standard doses of estradiol or samples were incubated for 90 min at 
4°C in the presence of a estradiol an ti body (final dilution Ill 0,500) 
and [2, 4, 6, 7 - 3H]estradiol (TRK 322, Amersham; specifie activity 
83 Ci/mmol) with the same phosphate buffer than thal previously de
scribed for testosterone RIA. The protocol of separation of antibody
bound estradiol and free estradiol was similar to that one described 
for testosterone RIA. The percentage of cross-reaction was 100% with 
estradiol, 0.073% with dehydroisoandrosterone, 0.027% with testos
terone, 0.012% with corticosterone, 0.0 Il% with 5 pregnan 3 j3 ol 20 
one, 0.0013% with progesterone, 0.0011% with deoxycorticosterone, 
0.0006% with 17 ex hydroxyprogesterone and 0.00012% with hydro
cortisone. Binding of tritiated estradiol in the absence of competition 
was 34% (n = 7). Fifty percent inhibition of [3H]estradiol binding to 
the antibody was obtained with 16 pg of unlabeled estradiol. Intra and 
interassay variability were respectively 2.82% (n = 5) and 10.7% (n 
= 4). 
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NPY Assay. The NPY content of the hypothalamic samples were 
determined by RIA according to the protocol of Maubert et al. (31). 
Briefly, thawed fractions of the acetic acid extracts were half diluted 
with phosphate buffer (50 mM), pH 7.4, containing 0.3% bovine serum 
albumin, 10 mM EDT A and 1% Phenol red as pH indicator; pH was 
restored to 7.40 with 1 N NaOH. Radioimmunoassay was perforrned 
using rat NPY,_36 (Neosystem) as standard (doses ranging from 30 to 
8,500 pg/tube) for an incubation volume of0.6 ml; 1251-labeled porcine 
NPY (NEX 222, NEN Du Pont de Nemours; specifie activity 2,000 
Ci/mmol) and anti-human/rat NPY serum (Neosystem) at a final di
lution of 1112,000. Standard doses of NPY or aliquot fractions of the 
samples were incubated 72 h at 4°C in the presence of NPY antibody 
and labeled NPY. The separation of antibody-bound and unbound 
NPY was obtained by addition of 0.250 ml of 50 mM phosphate buf
fer, pH 7.4, containing 1.6% Norit Charcoal (Sigma), 0.16% Dextran 
(Sigma), 0.2% gelatin and 10 mM EDTA. The antiserum exhibited 
the following cross-reactivities, measured at molar concentrations for 
B/Bo = 50% in a radioimmunoassay system: 100% with porcine and 
rat/human NPY, 0.040% with j3 endorphin, 0.022% with rat PHI, 
0.008% with substance P and 0% with VIP, porcine PYY, rat pancre
atic polypeptide, Metenkephalin, somatostatin1_28 , ACTH,_ 39 and 
ACTH 1_24 , A VP, oxytocin and angiotensin II. Fifty percent inhibition 
of 1251-NPY binding to the antibody was obtained with 500 pg of 
unlabeled NPY. lntra and interassay variability were respectively 3.1% 
(n = 12) and 12% (n = 17). 

ACTH Assay. Plasma ACTH levels were determined by RIA ac
cording to the previously detailed procedure (32). 

Analysis of Norepinephrine, Dopamine, Serotonin, 
and Their Main Metabolites 

Apparatus. HPLC determinations were performed with a Spectra 
Physics system consisting of a solvent degasser SCM 400, a pump P 
4000, an electrochemical detector BAS LC-4C (Bioanalytical Systems) 
with a glassy carbon electrode and an SP 4400 Integrator. 

Separation by isocratic elution was perforrned on a 250 X 4.6 
mm 1.0. Altex Ultrasphere ODS Column (C 18 reversed-phase, particle 
size 5 JJ.m). 

MHPG Analysis. Before the HPLC determinations, an enzymatic 
hydrolysis of the conjugated MHPG was performed with sulphatase 
(from Helix pomatia, type H-5) according to Wamhoff (33). 

The samples were then centrifuged for 40 min at 4°C at 22,000 
g and the supematants were filtered through a 0,22 J.!m filter (GY, 
Millipore). Twenty J.!l of filtrate were injected into the HPLC system. 
The mobile phase was the solvent system of Kim et al.(34) with 14% 
methanol (v/v). The detector potential was set at +0.8 V vs Ag/AgCl 
and a flow rate of 1.2 ml was used. 

The detection limit is approximately 15-20 pglinjection and the 
recovery of the HPLC determination of MHPG is 85% ± 1.83. 

Other Determinations. A volume of 0.050 ml of 0.4 N Perchloric 
acid was added to 0.050 ml of each sonicated hypothalamus. The 
samples were then centrifuged for 40 min at 4°C at 22,000 g and the 
supematants were injected into the HPLC System. The mobile phase 
was the solvent system ofLema (35) to pH 3.9 and with 12% methanol 
(v/v). The detector potential was set at +0.7 V vs Ag/AgCI. A flow 
rate of 0.9 ml/min was used. 

The detection limit for ali the compounds determined is approx
imately 10-15 pg/injection and the mean recoveries ranged from 93 
to 101%. 

Statistical Analysis. Statistical significance of the results was de
terrnined by one-way ANOVA followed by the Dunnett's test. When 
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Table 1. Hypothalamic Content of 5 l-IT and 5 HIAA in Male and Female Rat Pups at Different Times 
after Delivery 

Time after delivery (minutes) 

(ng/mg) se x 0 30 60 90 120 

0 0.309 ± 0.026 0.353 ± 0.019 0.323 ± 0.028 0.309 ± 0.020 0.374 ± 0.035 
(13) 08r' (18) (18)'"h' (Il )1' 1 

5 HT 
9 0.317 ± 0.048 0.275 ± 0.031 0.354 ± 0.049 0.481 ± 0.052 0.508 ± 0.040 

(8) (10) (12) (7)* (5)* 

0 0.392 ± 0.052 0.493 ± 0.048 0.527 ± 0.041 0.661 ± 0.046 0.750 ± 0.061 
(13) (J 9)'~-r (18)* ( 18)***<-l (11)***'~' 

5 HlAA 
9 0.310 ± 0.033 0.348 ± 0.048 0.492 ± 0.044 0.463 ± 0.028 0.522 ± 0.045 

(8) (10) (12)** (7)** (5)** 

Means ± SEM and number of individual determinations. 
- male vs females '" 1 P<0.05 r++< P<O.Ol ·-~-r P < 0.001 
- vs time 0 minute* P<0.05 ** P<O.Ol *** P<O.OOl 

only two groups were compared (i.e. males vs females). the Student's 
t~test was employed. Differences were considered statistically signifi~ 
cant if P < 0.05. 

RESULTS 

Metabolism of the Biogenic Amines in the 
Hypothalamus 

Serotonin. Hypothalamic 5HT content was stable in 
males up to 120 min after delivery (Table I). In contrast 
it was rising in females (F437 = 4.00; P < 0.01), mainly 
90 and 120 min after birth, then it was significantly 
greater in females than in males (Table 1). 5 HIAA con
tent of the hypothalamus increased in both males (F4 .74 

= 7.07; P < 0.001) and females (F437 = 4.20; P < 0.01) 
up to 120 min (Table I) and was higher in the fom1er 
than in the latter at times 30, 90 and 120 min (Table I). 

The metabolism of serotonin expressed as the ratio 
5 HIAA/5 HT increased significantly in male pups (F 4 _73 

= 3.75; P < 0.01) only at 90 and 120 min after delivery; 
at these times, it was significantly higher in males than 
in females (Fig. 1 ). 

Norepinephrine. NE content of the hypothalamus 
did not significantly vary in both sexes up to 120 min 
after delivery (Table II). However it was significantly 
higher in males than in females at ali investigated times 
except 90 min (Table 2). MHPG concentration increased 
in both sexes (males: F4.24 = 3.77; P < 0.05; females: 
F436 = 4.27; P < 0.01) at 60 and 90 min (Table 2). No 
significant difference between males and females was 
observed. 

The metabolism of norepinephrine expressed as the 
ratio MHPG/NE was significantly increased in both 
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Fig. 1. Evolution of the hypothalamic metabolism of serotonin (5 
l-IIAA/5 l-IT ratio) in male (•) and female (ÜJ newborn rats through 
the early postnatal period. Means ± SEM and number of individual 
determinations. Mean· s comparisons: 
~ vs time 0 minute: * P < 0.05 ** P < 0.01 
~males vs females: (+) P < 0.05 (++) P < 0.01 

sexes (males: F4.23 = 5.39; P < 0.01; females: F4.36 = 

5 .Il; P < 0. 0 1) 60 and 90 minutes a ft er birth and was 
greater in females than in males (Fig. 2). 

Dopamine. DA content of the hypothalamus was 
stable and similar in both males and females up to 120 
min after birth (Table III). DOP AC concentration in the 
hypothalamus was stable in males but was increased in 
females (F4•37 = 3.73; P < 0.05) 60 and 120 min after 
delivery; it was then similar in both sexes excepted at 
30 min, where it was significantly higher in males (Table 
III). In contrast HV A was stable in females but was in
creased in males (F4.73 = 2.60; P < 0.05) at time 90 
min, and was higher in the latter than in the fom1er (Ta
ble III). 
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Table Il. Hypothalamic Content of NE and MHPG in Male and Female Rat Pups at Different Times after 
Delivery 

Time after delivery (minutes) 

(ng/mg) se x 0 30 60 90 120 

0 0.368 ± 0.031 0.382 ± 0.031 0.326 ± 0.016 0.288 ± 0.027 0.362 ± 0.021 
( 13)'-1 (18)'"+1 (18)1"-' ( 18) (Il)'-' 

NE 
'i' 0.263 ± 0.030 0.226 ± 0.031 0.221 ± 0.026 0.271 ± 0.021 0.290 ± 0.017 

(8) (10) (12) (7) (5) 

0 0.135 ± 0.013 0.180 ± 0.024 0.213 ± 0.013 0.226 ± 0.017 0.265 ± 0.108 
(6) (6) (8)** (7)** (2)* 

MHPG 
'i' 0.154:!: 0.019 0.192 ± 0.010 0.259 ± 0.026 0.216 ± 0.013 0.211 ± 0.029 

(11) (8) (7)* (9)* (6) 

Means ± SEM and number of individual detem1inations. 
-males vs females <+J P<0.05 <"-' P<O.OOI 
- vs lime 0 minute * P<0.05 ** P<O.OI 
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Fig. 2. Evolution of the hypothalamic metabolism of norepinephrine 
(MHPGINE ratio) in male (•) and female (Ü) ncwbom rats through 
the early postnatal li fe. Means ± SEM and number of individual de
tenninations. Mean's comparisons: 
-vs time 0 minute: ** P < 0.01 
- males vs females: ( +) P < 0.05 

The ratio DOP AC/DA was stable and similar in 
both males and females up to 120 min after birth (Fig. 
3A) but significantly increased in females 60 min post 
partum. On the other hand the ratio HV A/DA was also 
stable in female pups but was significantly increased in 
males ones (F4 _73 = S.76; P < 0.001) 90 min after de
livery (Fig. 3B), however there are no significant differ
ences between sexes. 

Neuropeptide Y in the ~vpothalamus. NPY content 
of the hypothalamus was significantly higher in males 
than in females at birth time (Fig. 4). Alterwards it was 
stable in the latter but significantly decreased in the for
mer (F3 _54 = 2.7S; P < O.OS) during the first hour after 
delivery (Figure 4). 

A CTH in the Plasma. In newboms of both sexes, 
plasma concentrations of ACTH increased slightly, but 
not significantly, a short time after birth, peak 10 
minutes postpartum and thereafter declined (Fig. SA). 
No difference between males and females was noted at 
the investigated postnatal stages. 

Adrenal Steroids. The plasma corticosterone levels 
were comparable in both sexes at the delivery time, sig
nificantly increased 60 and 90 min after birth in males 
(F3_23 = 7.1S; P < 0.01) and only at 90 min in females 
(FB = 4.93; P < 0.01) (Fig. SB). The adrenal content 
of corticosterone was stable in males up to 90 min after 
delivery (data not shown). In contrast in females a peak 
was observed at 60 min ( 11.16 ± 2.2S ng/mg, n = S vs 
6.11 ± 0.68 ng/mg, n = 7 at birth ti me; P < O.OS). The 
adrenal weight was comparable in both sexes (data not 
shown). The adrena1 content of aldosterone was similar 
in both sexes at birth; thereafter it increased in females 
but not in males, only 90 min after delivery (0.117 ± 
0.034 ng/mg, n=9 vs 0.049 ± 0.009 ng/mg, n=9 at 
birth ti me). 

Gonadal steroids 

Testosterone. In newbom males, an abrupt rise of 
plasma testosterone levels occurred within the first post
natal hour (F4 _29 = 8.S7; P < 0.001) and declined 
slightly during the second hour (Fig. 6A). The concen
tration of testosterone in the testes was not significantly 
modified within the first hour of newbom !ife (4SS ± 
90 pg/mg, n = S at birth; Sl3 ± 89 pg/mg, n = 8, at 60 
min; P > O.OS) but significantly dropped at 120 min 
(194 ± 22 pg/mg, n=6; P < 0.01 vs 0 min). During 
the two postnatal hours, the testicular weight was un
changed (data not shown). 
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Table III. Hypothalamic Content of DA, DOPAC, and HVA in Male and Female Rat Pups at Different Times 
after Delivery 

Time a fier delivery (minutes) 

(ng/mg) se x 0 30 60 90 120 

0 0.184 ± 0.033 0.200 ± 0.027 0.169 ± 0.009 0.161 ± 0.013 0.178 ± 0.017 
(13) ( 18) (18) (18) (Il) 

DA 
'? 0.128 ± 0.015 0.149 ± 0.019 0.177 ± 0.034 0.140 ± 0.014 0.183 ± 0.034 

(8) (10) (12) (7) (5) 

0 0.039 ± 0.006 0.045 ± 0.006 0.048 ± 0.004 0.049 ± 0.005 0.041<+) ± 0.005 
(12) (19)1+) (18) (18) (Il) 

DOPAC 
'? 0.024 ± 0.005 0.024 ± 0.003 0.048 ± 0.007 0.035 ± 0.003 0.051 ± 0.011 

(8) (10) (12)* (7) (5)* 

0 0.170 ± 0.020 0.153 ± 0.015 0.174 ± 0.002 0.249 ± 0.029 0.210 ± 0.023 
(13) (18) (18) (18)*1+) (Il) 

HVA 
'? 0.136 ± 0.019 0.131 ± 0.019 0.198 ± 0.026 0.148 ± 0.020 0.162 ± 0.023 

(8) (10) (12) (7) (5) 

Means ± SEM and number of individual determinations. 

< 
0 

0.4 

0.3 

~ 0.2 
< a. 
0 
0 

0.1 

0.0 

2.0 

1.5 

< 
~ 1,0 
< 
> :::: 

o.s 

0,0 

A 

8 

- males vs females ,., P<0.05 
- vs time 0 minute * P<0.05 

0 30 60 90 120 

18 

18 

0 30 60 90 120 

Minutes ofter birth 

Fig. 3. Evolution of the hypothalamic metabolism of dopamine (DO
PA CID A ratio [A] and HVA/DA ratio [B]) in male (•) and female 
(Ü) newbom rats through the early period following delivery. Means 
± SEM and number of individual determinations. Mean's compari
sons: 
- vs time 0 minute: * P < 0.05 
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Fig. 4. Evolution of the hypothalamic content of NPY in male (•) 
and female (Ü) newbom rats during the first 90 minutes after delivery. 
Means ± SEM and number of individual determinations. Mean's 
comparisons: 
- vs time 0 minute: * P < 0.05 
- males vs females: ( +) P < 0.05 

Estradiol 

In newbom females, plasma estradiol levels were 
not significantly increased after delivery (F4,49 = 1.44; P 
> 0.05) (Fig. 6B). 

DISCUSSION 

According present data the metabolism of biogenic 
amines (serotonin, norepinephrine and dopamine) in the 
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rat hypothalamus is largely sex-dependent in early post
natal !ife. 

The evolution of the ratio 5 HIAA/5 HT indicates 
that the hypothalamic metabolism of 5 HT increased in 
the male pups during the first two hours after delivery 
and was then higher in the males than in the females. 
Up to date there are controversial data on the ontogenie 
sexual difference in the hypothalamic content of 5 HT 
in the period from postnatal day 1.5 until day 80. How
ever according to present data the hypothalamic 5 HT 
content in newbom females was higher than in males; 
similar observations was reported for adults (review in 
36). 

Then a sexual dimorphism for both 5 HT hypotha
lamic content and metabolism was yet apparent in early 
postnatal !ife. 

The metabolism of norepinephrine in the hypothal
amus expressed as the ratio MHPG/NE increases in new-
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boms of both sexes and was greater in the females than 
in the males 60 and 90 min after birth. On the other 
hand the metabolism of dopamine expressed as the ratio 
HV A/DA was slightly increased 90 min after birth only 
in male newboms, in contras! the ratio DOPAC/DA was 
stable, except at 60 min in females. 

Taken together present data suggested that a rise in 
the hypothalamic metabolism of catecholamines mainly 
NE was occurring in early postnatal !ife and that it was 
sex-dependent. These data were also consistent with im
munocytochemical ones showing that the hypothalamic 
catecholaminergic system, which was reported to de
velop at the end of prenatal !ife and after birth, consisted 
of the same neuronal populations as in the adult rat 
though their neurons were still weakly differentiated 
(37). 

On the other hand, present data showed that at 
birth, NPY levels in the hypothalamus were significantly 
higher in males than in females; a similar difference be
tween sexes was reported in adult rats for the NPY con-



94 

tent of the median eminence ( 13) as well as for the 
number of cells expressing the NPY gene in the arcuate 
nucleus ( 14 ). As NPY gene expression throughout sev
era! hypothalamic nuclei is positively modulated by tes
tosterone in adults (14,38), the question is whether the 
sexual dimorphism in NPY neurons is due to a differ
ence in the steroidal milieu between male and female 
animais during development. Indeed, as a peak of 
plasma testosterone was observed in 19-day-old male fe
tuses (19 ,20) one could specula te that this prenatal surge 
of plasma testosterone is involved to the appearance of 
the hypothalamic NPY sexual dimorphism. Such hy
pothesis needs to be confirmed by an appropriate exper
imentation. Moreover, as a frequent co-localization of 
NPY with norepinephrine was reported in both central 
and peripheral neurons (39) it is not surprising that a 
sexual dimorphism concems both hypothalamic NPY 
and NE (present data). 

In early postnatal !ife, the drop in the hypothalamic 
content of NPY in males, but not in females, could sug
gest in the former a release of this neuropeptide. 

In newbom males the surge of plasma testosterone 
during the two first hours after delivery which confirm 
previous observations in the rat (19 ,20,40-43 ), was also 
reported in other species including newbom human in
fants (28). This surge was associated with a release of 
pituitary LH (37,44) and a transient increase in GnRH 
content of the hypothalamus ( 45). As NPY was reported 
to stimulate the release of GnRH from the medial hy
pothalamus and potentiates the release of LH in response 
to GnRH (12), the drop in the hypothalamic content of 
NPY in newbom males could be correlated with the hy
pothalamic stimulation of the gonadostimulating function 
of the adenohypophysis. Present data conceming newbom 
males suggested an increased activity of the hypothalamo
pituitary-testicular axis at birth in correlation with change 
in the metabolism of the hypothalamic NPY. 

In contrast, in newbom females, the NPY content 
of the hypothalamus was stable and the hypothalamo
pituitary-ovarian axis was not or weakly activated at 
birth. 

As 5 HT and NE are also potent stimulating factors 
of GnRH neurons (1,7,12) the early postnatal activation 
of the gonadostimulating function of the adenohypoph
ysis in male newborns could be also correlated with a 
rise in the metabolism of 5 HT and NE in males. In 
contrast, the poor activation of the hypothalamo-pitui
tary-ovarian axis in females could be associated with no 
significant variation of the hypothalamic metabolism of 
5 HT. 

At birth, the plasma concentrations of ACTH as 
well as the corticosterone levels in both plasma and ad-
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renals were similar to those previously reported for fe
tuses of both sexes at tenn ( 46,4 7). Moreover, they were 
comparable in both sexes. Similarly the adrenal content 
of aldosterone was not sex-dependent. Present data sug
gested a lack of sexual dimorphism for the adrenal ste
roidogenesis and secretion in neonates at biiih. In early 
postnatal life, the rise in both adrenal and plasma cor
ticosterone levels suggest an activation of the hypoth
alamo-pituitary adrenal axis in male and female pups. 

As 5 HT, NE and NPY are potent stimula ting fac
tors of CRF neurons ( 4,5,8, 1 0), the earl y postnatal ac
tivation of the corticostimulating function of the 
adenohypophysis in neonates of both sexes and that of 
the gonadostimulating one, mainly in males, could be 
correlated with a ri se in the metabolism of 5 HT in males 
and NE in new born rats of both sexes. 

Later experiments could allow to interpret this tem
poral correlation between horn1onal and neurotransmit
ters changes and to specify a possible cause and effect 
relationships. 
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During the Early Postnatal Period in the Rat 

J. Lesage,1 F. Bernet,1 V. Montel/ and J. P. Dupouy1
•
2 

INTRODUCTION 

(Accepted March 22, 1996) 

It is noteworthy that exposure to opiates during fetal development results in permanent changes 
in adults related to morphological, behavioral and biochemical measures; however little is known 
conceming the effects of such drugs in early postnatal !ife. We investigated in newbom rats the 
effects of prenatal morphine-exposure on both-the hypothalamic metabolism of norepinephrine 
(NE), serotonin (5 HT) and neuropeptide Y (NPY)-the activity of the hypothalamo-pituitary 
gonadal and adrenal axes. In a previous study performed in newboms of untreated mothers, we 
reported sorne sex-dependent changes in the metabolism of NE, 5 HT and NPY in the hypothal
amus and an earl y activation of the gonadostimulating function and of the corticostimulating one. 
In control newboms from saline-treated mothers, a slight increase in the hypothalamic metabolism 
of NE (males) and 5 HT (males and females) was observed and it was comparable in both sexes. 
On the other hand, the hypothalamic content of NPY was unaffected in early postnatal period in 
newbom males as weil as in females. These changes observed on hypothalamic metabolisms are 
temporally correlated with the early postnatal activation of the corticostimulating function in ne
onates of both sexes and that of the gonadostimulating one, main! y in males. Prenatal morphine 
exposure altered the hypothalamic metabolism of 5 HT which was increased mainly in newbom 
females but did not affect either the metabolism of NE or the NPY content of the hypothalamus. 
The more drastic effect of the prenatal morphine treatment is the atrophy and hypoactivity of the 
adrenals in newboms of both sexes at birth time and during the earl y postnatal period. In contrast 
morphine did not impair postnatal surge of the plasma testosterone leve! in male pups as weil as 
la te and slight increase of plasma estradiol in female on es. 

KEY WORDS: Morphine; hypothalamic metabolism; norepinephrine; serotonin; neuropeptide Y; corticoster
one; testosterone; estradiol; newborn-rat. 

In humans, materna! opiates abuse during the ges
tation induces fetal growth retardation (1) and severe 
reduction in size and number of cells in severa! organes 

or tissues including mainly the adrenals, the liver and 
the adipose tissue (review in 2). However, the effects of 
prenatal morphine-exposure on adrenal activity in new
homs have not been investigated yet. 

The hypothalamo-pituitary adrenal axis is already 
functional in both rat fetuses in late gestation and new
homs (3,4) and an abrupt rise of plasma corticosterone 
or cortisol occurs within the first postnatal minutes or 
hours respectively in rat pups (5) and human newboms 
(6,7). 
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Opioids have been shown to exert complex effects 
on the functional activity of the hypothalamo-pituitary
adrenal (HPA) axis. Given acutely to adult rats, mor
phine evokes HP A activity by stimulation of specifie 
receptors in the hypothalamus (8,9). Whereas given 
chronically it reduces the release of pro-opiomelanocor
tin-derived peptides and corticosteroids (8, 1 0). Hypotha
lamic norepinephrine (NE) may be mediate morphine
induced activation of the HPA axis in the adult rat (11). 
Moreover, other central neurotransmitters are involved 
in the regulation of pituitary adrenocortical function as 
serotonin (5 HT) in adults (14) as weil as in newboms 
(15) and the neuropeptide Y (NPY) in adults ( 16). On 
the other hand, sexually dimorphic effects of prenatal 
morphine have been reported on hypothalamic content 
of NE in postnatal (13) or adult rats (2,12) however data 
are lacking in newboms. 

The prenatal morphine exposure affects also adult 
male and mainly female sexual behavior (2,12,17,18). In 
male, the adult sexual behavior is determined by the sex 
steroids produced in early postnatal period (19,20). In
deed, the hypothalamo-pituitary testicular axis is already 
functional in both rat fetuses and newboms (21,22) and 
a transitory surge in serum testosterone occurs in males 
in a variety of mammalian species including humans (23 ). 
The neonatal secretion of androgens that irreversibly mas
culinize brain structures underlying reproductive behavior 
also affects rat brain catecholamine content (24). 

As norepinephrine is one of the major neurotrans
mitters which activates GnRH neurons and LH surge 
(25), sexual dimorphic morphine-induced alterations in 
both adult behavior and brain catecholamine content 
could be the consequence of prenatal drug action on cen
tral regulation of the gonadostimulating function. 

In contrast, the role of 5 HT in the release of GnRH 
and/or LH (Luteinizing honnone) is not clear y et in spi te 
of the fact that recent results suggest a pem1issive and/or 
stimulatory effect, mainly in females (26). The effect of 
opiates on the ontogenesis of the serotoninergic system 
is poorly documented although it was reported that per
inatal opiate treatment reduces the development of the 
central serotoninergic neurons (27). 

On the other hand, NPY stimulates the release of 
GnRH from the medial basal hypothalamus and poten
tiates the release of LH and FSH in response to GnRH 
(28). Moreover a sexual dimorphism for both hypotha
lamic NPY content and NPY gene expression has been 
reported in adults (29,30). However it was reported that 
chronic morphine administration to adult rats, decreases 
NPY contents in both the hypothalamus and the adrenals 
(31 ); data on perinatal effects of opiates on NPY are 
lac king. 
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We previously reported that in newbom rats, an 
early activation of the gonadostimulating function and/or 
of the corticostimulating one is temporally correlated 
with sex-dependent changes in the metabolism of 5 HT, 
NE and NPY in the hypothalamus (32). 

The aim of the present study was to determine in 
newbom rats, the effects of a prenatal morphine expo
sure 1 o; on the hypothalamic metabolism of NE, 5 HT 
and NPY; 2°/ on the activity of the hypothalamo-pitui
tary-gonadal and adrenal axes, during the early postnatal 
period. 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 

Animais. Experiments were perfonned on Wistar rats bred in our 
laboratory. Fcmales were mated with a male for one night. The next 
day was taken as day 0 of pregnancy if spermatozoa were found in 
vaginal smears. Pregnant females were transferred into individual 
cages 24 h before being killed. The rats werc housed in a light-con
trolled room (light period from 7 a. m. to 7 p.m.) with rat chow and 
tap water available ad libitum. 

Animal use accreditation by the French Ministry of the Agricul
ture (no 04860) has been delivered to our laboratory for experimen
tation with rats. 

Treatments. Pregnant females were randomly assigned to a mor
phine-treated experimental group or a saline-treated control one. 

Morphine sulfate was obtained from Sanofi-Francopia (Paris) and 
dissolved in physiological saline (0.9% NaCI) to obtain a concentration 
of 6 mg/ml. Pregnant females were treated twice a day (9 a.m. and 5 
p.m.) from day Il to day 18, eitherwith morphine given s.e. (lü mg/kg 
under a volume of0.5 ml) or the same volume of sol vent (0.9% NaCI). 
Morphine use accreditation by French Ministry of Health (no 9300196 
S) has been delivered to our laboratory for experimentation with rats. 

Sacrifices. Pregnant females at terrn (day 21 of gestation) were 
rapidly ki lied by decapitation between 9 a. m. and 10 a. m. Each litter 
usually contained between 8 to 12 fetuses which were collected by 
cesarean section and either immediately sacrificed or kept at 30-33°C 
for various times up to 90 or 120 min before being sacrificed. The sex 
of the pups was determined by examination of the genital s. 

Plasma and Tissue Collections. Trunk blood of the fetuses was 
collected after decapitation and put in polyethylene tubes prerinsed 
with EDTA [5 J.ll; 5% (w!V) EDT A for 100 fll of blood]. The blood 
samples were centrifuged at 3,500 g for 15 min at 4oC. Plasma samples 
were kept at - 30°C un til assayed for circulating hormones. 

The male and female adrenals and the male testicles were quickly 
removed, deffated, weighted and sonicated in an appropriate volume 
of either acetic acid 0.5 M (adrenals) or NaCI 0.9% (testicles) at 4°C. 
A ft er centrifugation, the aliquot fractions of the supematants were kept 
at - 30°C until assayed for corticosterone, estradiol and testosterone. 

Hypothalamic tissues were rapidly removed from the brain after 
decapitation of the fetuses. The hypothalamic fragment including the 
median eminence and the pituitary stalk was delimited by the optic 
chiasma and the mammillary bodies; it was eut at a depth of about 1-
2 mm. The hypothalamic pieces were usually sonicated in 0.200 ml 
of acetic acid 0.5 M; an aliquot fraction of 0.150 ml destined for the 
RIA of NPY was heated 15 min at 70'C to inactivate proteolytic en
zymes. The remainder (0.050 ml) was reserved to determine by high 
performance liquid chromatography (HPLC) coupled with electro-
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chemical detection, the content of neurotransmitters: Norepinephrine 
(NE), Serotonin (5 HT)] and its main metabolite. 5-hydroxyindolacetic 
acid (5 HIAA). For MHPG determination (NE metabolite), the hy
pothalamic pieces were sonicated in 0.12 M sodium acetate pH 5.0. 
Ali the fractions were centrifuged at 22,000 g at 4°C for 20 min and 
the supernatants wcre frozen and stored at - 30°C until used. 

The <metabolism> of each neurotransmitter is expressed as the 
ratio of the main metabolite to the parent transmitter e.g. 5 HIAA/5 
HT and MHPG/NE. 

Radioimmunoassays 

ExtraCJions. Stcroid hormones assays in plasma samples and tis
sue ones are preceded by an extraction in ethylacetate after a delipi
dation in isooctane. The percentage of recovery of a known amount 
of steroid was over 66% (testosterone), 73% (estradiol) and 95% (cor
ticosterone ). 

Corticosterone, Testosterone, and Es/radio/ Assay.>. Corticoster
one concentrations were measured by RIA according to the method 
previously described (33 ). 

Testosterone and estradiol concentrations were determined by ra
dioimmunoassay according to the method prcviously described (32). 

NPY Assay. The NPY content of the hypothalamic samples were 
determined by RIA according to the protocol of Maubert et al. (34). 

Ana/ysis of Norepinephrine, Serotonin and Their Main Metabo
lites. NE, 5 HT, and their main metabolites (MHPG and 5 HIAA) 
were determined by HPLC according to the protocol previously de
scribed (32). 

Statistical Analvsis. Ali measures were subjected to three-way 
analysis of variance (sex X prenatal drug X time). To evaluate sig
nificant three-way interactions the differences between the control and 
drug-treated groups were determined in each sex by two-way analysis 
of variance (prenatal drug X ti me) and Dunnet · s test was used for post 
hoc comparisons. For paired comparisons, the Student's 1-test was 
used. Differences were considered statistically significant if P < 0.05. 

RESULTS 

Gestational morphine had no effect on litter size 
(total of 54 litters: 26 solvent (S) and 28 morphine (M); 
mean number of pups: 9.38 ± 0.65 (S) vs 8.78 ± 0.64 
(M); P > 0.05) and on the male to female ratio (males: 
4.77 ± 0.41 (S) vs 4.19 ± 0.42 (M); P > 0.05; females: 
4.61 ± 0.51 (S) VS 4.89 ± 0.44 (M); p > 0.05). 

Metabolism of the Biogenic Amines in the }{_lpo
thalamus. Norepinephrine. In newboms of the two ex
perimental groups (saline and morphine-treated fe
males), the NE content of the hypothalamus did not 
significantly vary in both sexes up to 90 min after de
livery (Table I) and no difference between males and 
females was observed in each group (Table 1). 

The NE content of the hypothalamus was not af
fected by prenatal morphine-treatment except in male 
pups which showed a significant reduction (P < 0.05) 
only at birth time (Table I). 

There was a significant main effect of ti me (F 3_x 2 = 
2. 75; P < 0.05) and a significant interaction between 
time and treatment (F3.82 = 2.79; P < 0.05) on the levels 
of MHPG in the hypothalamus. 

In males from saline-treated mothers the MHPG 
content of the hypothalamus did not vary significantly up 
to 90 min postpartum and the ratio MHPG/NE increased 
slightly but was significantly increased only 90 min after 
birth (F323 = 3.12; P < 0.05) (Table I). In males from 
morphine-treated mothers, both the MHPG content of the 
hypothalamus and the ratio MHPG/NE did not signifi
cantly vary up to 90 min after birth (Table l). 

In females from saline-treated mothers, both MHPG 
content of the hypothalamus and the ratio MHPG/NE 
were stable up to 90 min after birth (Table 1). 

In females from morphine-treated mothers the MHPG 
content of the hypothalamus was significantly increased 60 
min after delivery (F3.24 = 4.53; P < 0.05) and it was then 
significantly greater than that of contrais (P < 0.01) (Table 
J), however the ratio MHPG/NE was not significantly mod
ified up to 90 min after birth time and was not different 
from that observed in controls (Table 1). 

Serotonin. Significant main effects of prenatal drug 
treatment (F 1. 106 = 7.34; P < 0.01) time (F3. 106 = 10.63; 
P < 0.01) and sex (F 1. 106 = 7.09; P < 0.001) were found 
on hypothalamic 5 HT levels. 

In male and female newboms from saline-treated 
mothers, the 5 HT content of the hypothalamus was sta
ble up to 90 min after birth time and was similar in both 
sexes (Table II). 

ln males from morphine-treated mothers, a signifi
cant increase of the 5 HT content of the hypothalamus 
w.:.s observed only 60 min after delivery (F3 _23 = 5.55; 
P < 0.01 ); in littennate females, the 5 HT content 
showed a slight, but not significant, increase 60 min after 
birth (Table II). No difference between males and fe
males was observed at ali investigated times. 

There was a significant main effect of prenatal 
treatment (f1.1 13 = 7.27; P < 0.01) and time (F3. 113 = 

24.98; P < 0.001) and a significant interaction between 
sex and time (F3113 = 2.79; P < 0.05) on the leve! of 5 
HIAA in the hypothalamus. 

The 5 HIAA content of the hypothalamus in new
homs from saline-treated mothers was significantly in
creased 60 min (females) (P < 0.01) and 90 min (males: 
F3.29 = 3.37; P < 0.05; females: F3.25 = 11.32; P < 
0.001) after de li very (Table 2), however no difference 
was observed between sexes. ln these newboms, the ra
tio 5 HIAA/5 HT was stable in males (Table Il) but 
significantly increased in females at 90 min (P < 0.001) 
(Table Il). It was then greater in females than in litter
mate males (P < 0.05). 
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Table 1. Effects of Prenatal Morphine on Hypothalamic Content of NE and MHPG in Male and Female Exposed-Newboms at Different Times 
After Delivery 

prenatal 
Time after delivery (minutes) 

(nglmg) Se x trcatment 0 30 60 90 

sol vent 0.349 ± 0.037 0.288 ± 0.036 0.370 ± 0.017 0.313 ± 0.021 

éS 
(8) (8) (7) (12) 

morphine 0.262 ± 0.016 0.377 ± 0.074 0.315 ± 0.031 0.345 ± 0.037 
(11)'. 1 (6) (8) (4) 

NE 
sol vent 0.305 ± 0.043 0.326 ± 0.021 0.318 ± 0.033 0.346 ± 0.023 

(10) (6) (6) (8) 

morphine 0.313 ± 0.033 0.299 ± 0.020 0.382 ± 0.015 0.328 ± 0.026 
(10) (9) (8) (7) 

solvent 0.099 ± 0.023 0.164 ± 0.042 0.177 ± 0.027 0.171 ± 0.022 
(5) (8) (8) (5) 

morphine 0.108 ± 0.021 0.128 ± 0.021 0.170 ± 0.035 0.192 ± 0.002 
(11) (6) (6) (2) 

MHPG 
so1vent 0.141 ± 0.019 0.167 ± 0.026 0.105 ± 0.027 0.180 ± 0.044 

(5) (6) (5) (6) 

morphine 0.116 ± 0.023 0.126 ± 0.010 0.245 ± 0.056 0.161 ± 0.009 
(8) (9) (5)*<++( (6) 

so1vent 0.283 ± 0.067 0.569 ± 0.144 0.478 ± 0.073 0.546 ± 0.069 
(5) (8) (8) (5)* 

morphine 0.413 ± 0.079 0.338 ± 0.055 0.519 ± 0.114 0.552 ± 0.002 
(5) (6) (6) (2) 

MHPG 

NE 
so1vent 0.463 ± 0.063 0.512 ± 0.081 0.315 ± 0.080 0.520 ± 0.127 

(5) (6) (5) (6) 

morphine 0.371 ± 0.072 0.424 ± 0.033 0.638 ± 0.147 0.478 ± 0.025 
(8) (9) (5) (6) 

Means ± SEM and number of individua1 determinations. Mean's comparisons: 
-vs time 0 minute: *P < 0.05 
- morphine- vs saline-exposed newboms: ( + )P < 0.05 ( + + )P < 0.01 

The 5 HIAA content of the hypothalamus in new
homs from morphine-treated mothers was increased in 
both males (F3_25 = 4.65; P < 0.01) and females (F3 _34 

= 8.61; P < 0.001) 60 and 90 min after birth (P < 0.01) 
(Table Il) but no difference between sexes was observed. 

The 5 HIAA content of the hypothalamus was sig
nificantly greater at birth time (P < O. 01) and 30 min 
(P < 0.05) later in females from morphine group than 
in females from saline one (Table II). The ratio 5 
HIAA/5 HT in pups from morphine group was stable in 
males but significantly increased in littermate females at 
30 (P < 0.05) and 90 min (P < 0.01) (Table II). Half 
an hour after birth the ratio 5 HIAA/5 HT was signifi
cantly higher in females from morphine group than in 
controls (P < 0.05) (Table Il). 

Neuropeptide Y Levels in the Hypothalamus. In 
male and female newboms from saline-treated mothers, 
the NPY content of the hypothalamus was comparable 
at birth time and showed a transient but not significant 
decrease 30 and 60 min after birth (Table III). Morphine
treatment of the mothers was unable to affect signifi
cantly both the NPY content of the hypothalamus at 
birth time as weil as its evolution during the first post
natal minutes (Table III). 

Adrenal Weight and Plasma Corticosterone. There 
was a drastic main effect of prenatal morphine treatment 
on adrenal weight (F 1•149 = 82.33; P < 0.001). 

The newboms of both sexes from morphine-treated 
mothers showed at birth time, a significant atrophy of 
their adrenals in comparison with those of contrais (Fig. 
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Table II. Effects of Prenatal Morphine on Hypothalamic Content of 5HT and 5HIAA in Male and Female Exposed-Newboms at Different 
Times After Delivery 

prenatal 
Time after delivery (minutes) 

(ng/mg) Se x trcatment 0 30 60 90 

sol vent 0.238 ± 0.053 0.130 ± 0.024 0.269 ± 0.076 0.275 ± 0.042 

b 
(8) (8) (7) (10) 

morphine 0.240 ± 0.033 0.163 ± 0.018 0.468 ± 0.084 0.378 ± 0.107 
(11) (6) (6)** (4) 

5HT 
so1vent o. 192 ± 0.045 0.107 ± 0.014 0.261 ± 0.091 0.142 ± 0.036 

(8) (9) (5) (3) 

morphine 0.228 ± 0.034 0.139 ± 0.015 0.342 ± 0.062 0.201 ± 0.026 
(10) (9) (Il) (8) 

so1vent 0.294 ± 0.043 0.267 ± 0.045 0.334 ± 0.044 0.488 ± 0.070 
(8) (8) (7) (10)* 

morphine 0.294 ± 0.025 0.347 ± 0.044 0.479 ± 0.058 0.507 ± 0.062 
(Il) (6) (6)** (6)** 

5HIAA 
sol vent o. 196 ± 0.028 0.!90 ± 0.026 0.396 ± 0.033 0.411 ± 0.087 

{8) (9) (5)** (8)** 

morphine 0.333 ± 0.027 0.336 ± 0.043 0.484 ± 0.033 0.627 ± 0.086 
(JO)"-' (9)<+J (Il)** (8)** 

so1vent 1.529 ± 0.224 !. 982 ± 0.231 1.310 ± 0.145 1.753 ± 0.277 
(8) (7) (6) (9) 

morphine 1.483 ± 0.215 2.199 ± 0.293 1.265 ± 0.293 1.692 ± 0.534 
(Il) (6) (6) (6) 

5HIAA 

5HT 
sol vent 1.177 ± 0.215 !. 796 ± 0.131 1.673 ± 0.449 2.920 ± 0.399 

(7) (9) (5) (5)***# 

morphine 1.735 ± 0.267 2.398 ± 0.222 1.837 ± 0.258 3.087 ± 0.143 
(10) (9)*<+1 (Il) (8)** 

Means ± SEM and number of individual determinations. Mean's comparisons: 
-vs time 0 minute: *P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 
- morphine- vs saline-exposed newboms: ( + )P < 0.05 ( + + )P < 0.01 
- female- vs male-exposed newboms: #P < 0.05 

1 A,B); in males and females of both experimental 
groups, the adrenal weight did not vary significantly up 
to 90 min after delivery (Fig. 1 A, B). 

There was a significant main effect of prenatal drug 
treatment (F1.1 15 = 28.43; P < 0.001) time (F3_115 = 

12.56; P < 0.001) and a significant interaction between 
time and treatment (F3.11 5 = 5.24; P < 0.001) on plasma 
levels of corticosterone. 

In the control group, the plasma cortisosterone con
centration which was similar in neonates of both sexes 
at birth time was raising during the earl y postnatal period 
and reached highest levels at 60 (P < 0.01) and 90 min 
(F3.27 = 3.73; P < 0.05) in males or 90 min in females 
(F326 = 9.10; P < 0.001) (Fig. 1 C,D). 

In newbom males from morphine-treated mothers, 
the plasma corticosterone concentration was, at delivery, 
not significantly different from that observed in control 
pups and did not significantly vary in early postnatal !ife 
(Fig. 1 C). The plasma cortiscosterone leve! was signifi
cantly lowered at 30 (P < 0.05) and 90 min (P < 0.01), 
in morphine-exposed males than in controls (Fig. 1 C). 

In newbom females prenatally exposed to mor
phine, the plasma corticosterone concentration showed a 
weak postnatal increase which was not significantly in
creased after delivery (Fig. ID); moreover corticosterone 
levels were significantly reduced in comparison with 
controls at 0 (P < 0.05) and 90 min periods (P < 0.001) 
(Fig. ID). 
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Table III. Effects of Prenatal Morphine on Hypothalamic Content of NPY in Male and Female Exposed-Newboms at Different Times After 
Delivery 

prenatal 
Time after delivery (minutes) 

(pg/mg) Se x treatment 0 30 60 90 

sol vent 303 ± 36 242 ± 29 247 ± 26 322 ± 20 

0 
(1 0) (1 0) (13) (13) 

morphine 306 ± 36 269 ± 42 253 ± 38 284 ± 35 
(11) (10) (5) (6) 

NPY 
sol vent 298 ± 34 212 ± 26 234 ± 22 254 ± 33 

(9) (7) (7) (9) 

morphine 250 ± 20 230 ± 26 283 ± 27 318 ± 49 
(10) (7) (14) (8) 

Means ± SEM and number of individua1 determinations. Differences between experimental groups (morphine- vs saline-exposed newboms) and 
in each group (vs time 0 minute) were not statistically significant. 
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Fig. 1. Effects of prenatal morphine on the adrenal weight (A-B) and the evolution of the plasma corticosterone concentrations (C -Dl in male (D) and 
female (O) newbom rats through the early period following delivery. The open symbols represent saline- and filled symbols morphine-exposed animais. 
Means ± SEM and number of individual detenninations. Mean"s comparisons:-vs time 0 minute: *P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001-
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Fig. 2. Effects of prenatal morphine on the e\·olution of the plasma 
testosterone lcvcls in newbom males (A) and of the plasma estradiol 
levels in ne\\ born females ( B) during the carly postnatal period. The 
open symbols represent saline- and filled symbols morphine-cxposcd 
animais. 
Means ± SEM and number of individual detcm1inations. Mcan"s 
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Testicular Weight and Testosterone Leve/s. The 
weight and the testosterone content of the testicles were 
not significantly modified within the first 90 min of new
born !ife either in contrais or in morphine-exposed pups 
(data not shown). 

In control pups, as weil as in morphine-exposed 
ones, the plasma testosterone leve! increased abruptly 
and similarly (respectively, F320 = 2.52; P < 0.05: F3. 1g 

= 4.45; P < 0.05) in the first postnatal minutes and 
reached highest values from 30 (P < 0.01) to 90 min. 
(respectively: P < 0.01 and P < 0.05) (Fig. 2A). 

Plasma Estradiot. In early postnatal period, the 
plasma leve! of estradiot increased slightly in both con
trol (F2.13 = 16.00; P < 0.001) and morphine-exposed 
newborn females (Fw = 4.79; P < 0.05) and was sig
nificantly elevated at 90 min. (P < 0.05) (Fig. 28 ); 
moreover it was comparable within the two experimental 
groups at al! investigated periods. 

DISCUSSION 

Morphine treatment was unable to affect either the 
litter size or the male to female ratio; such data agree 
with th ose of V ath y et al. (13 ). 

Metabolism of Norepinephrine. According present 
data, during the early postnatal life, the metabolism of 
NE, expressed as MHPG/NE ratio, in the hypothalamus 
of newborns from saline-treated mothers was stable in 
females and slightly increased in littermate males only 
90 min postpartum. In a previous study on newborns of 
intact mothers, we showed that the hypothalamic metab
olism of NE was sex-dependent and greater in females 
than in males (32 ). This latter difference between sexes 
that was not observed in the present study could be re
lated to handling-induced stress during gestation. Indeed, 
it was elsewhere shown that prenatal stress could mod
ulate brain catecholaminergic activity in fetal stage 
(35.36). 

Prenatal exposition to morphine was unable to 
modify drastically both NE and MHPG content of the 
hypothalamus in both sexes (except in males at time 0 
for NE) as weil as the MHPG/NE ratio. Our data are in 
agreement with those of V ath y et al. ( 13) reporting that 
prenatal morphine significantly increased NE content in 
the hypothalamus of both sexes at postnatal day 23 but 
not at day 16. On the other hand, prenatal morphine, 
given at dose and protocol similar to ours, altered NE 
content and turnover in adult male and female rats in a 
regionally specifie and sexually dimorphic manner (37); 
indeed the NE content of the hypothalamus was 60% 
increased in males but 30% decreased in females 
whereas the NE tumover in such part of the brain was 
50% increased in males but 50% decreased in females. 
Taken together, literature data and ours suggest that pre
natal morphine affects both hypothalamic NE content 
and metabolism, not in early postnatal period but later, 
mainly in adult one. 

Metabolism of Serotonin. In the hypothalamus of 
the control newborns, we reported a rise in 5 HT content 
(males) and 5 HIAA one (males and females), suggest
ing that the metabolism of 5 HT in early postnatal pe-
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riod, increased in both sexes but was slightly greater in 
males than in females. Such data are in agreement with 
those previously reported from newboms of intact math
ers (32). 

Present data suggested that the metabolism of 5 HT 
in the hypothalamus of newboms prenatally exposed to 
morphine was higher than in controls. Few studies of 
perinatal opiate effects upon the ontogeny of serotonin 
neurons have been published; it was suggested that the 
ontogeny of serotonin neurons is slowed by perinatal 
opiate treatment (review in 38 ). 

Whereas total brain 5 HT content in preweanling 
rats is unchanged by gestational or postnatal morphine 
administration, many studies perfonned in adults have 
established that acute administration of morphine can 
stimulate 5 HT metabolism (review in 39). Present data 
are in agreement with these last observations. 

Neuropeptide Y Levels in the Hypothalamus. The 
NPY levels in the hypothalamus of present controls, 
were not sex-dependent at birth time and thereafter. ln 
contrast, NPY levels in this part of the brain in neonates 
from intact mothers were significantly higher in males 
than in females (32) and similar differences between 
sexes was reported in adult rats for the NPY content of 
the median eminence (29) as weil as for the number of 
cells expressing the NPY gene in the arcuate nucleus 
(30). Such discrepancy between present data and previ
ously reported ones could be related to handling-induced 
stress of the mothers during gestation. Moreover, as a 
frequent co-localization of NPY with norepinephrine 
was reported in both central and peripheral neurons ( 40 ), 
it is not surprising to observe an absence of sex differ
ences for both hypothalamic NE and NPY content. 

In newboms of the two experimental groups, the 
hypothalamic content of NPY was slightly but not sig
nificantly decreased at 30 and 60 min postpartum but 
not affected by morphine-treatment. However delayed 
effects of prenatal morphine on both hypothalamic NE 
and NPY can't be excluded. Putative effects of prenatal 
morphine on brain NPY of neonates have not been pre
viously investigated. In contrast chronic administration 
of morphine to adults decreases NPY levels in the hy
pothalamus (31 ). 

Adrenal Weight and Plasma Corticosterone. At 
birth time and thereafter, both adrenal weight and plasma 
concentrations of corticosterone in control newborns of 
both sexes were similar to those previously reported for 
newboms from intact mothers (32). Such rise in circu
lating corticosterone in early postnatal !ife suggests an 
activation of the HP A axis in control pups as it was 
reported previously in rat (5) and human newborns (6). 
Su ch activation of the HP A axis could be temporally 
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correlated with early postnatal changes on hypothalamic 
metabolism of NE (males) and 5HT (males and females). 
These two neurotransmitters play an important role in 
the regulation of the hypothalamic corticotropin-releas
ing hormone neurosecretory system ( 42 ). 

In contrast, pups of both sexes, prenatally exposed 
to morphine, showed a drastic adrenal atrophy and hy
poactivity marked by a very weak increase in plasma 
corticosterone levels. Morphine-induced adrenal atrophy 
was also reported for newborn infants prenatally ex
posed to opiate drugs (review in 2). As prenatal mor
phine exposure altered the metabolism of 5HT which 
was increased mainly in newborn females but did not 
affect the metabolism of NE, morphine-induced adrenal 
atrophy and hypoactivity can 't be easily correlated with 
those changes on hypothalamic metabolisms. 

In late gestation, the development of the fetal ad
renais depends on the production of pituitary ACTH 
which, in turn, is controlled by hypothalamic CRF (5,6). 
Then, the morphine-induced adrenal atrophy and hy
poactivity could suggest sorne deficiency in the produc
tion of fetal ACTH and/or unresponsiveness of the fetal 
adrenals to ACTH-stimulation. However this last possi
bility seems to be excluded as ACTHH4 promotes, in 
vitro, corticosterone secretion by the adrenals of new
barns from the two experimental groups morphine
treated mothers and saline-treated ones (unpublished 
data). 

In adult male rats, acute administration of morphine 
was reported to stimula te HP A axis via a central catech
olaminergic mediation (Il). To our knowledge, the ef
fects of morphine on the HP A axis of pregnant rats and 
their fetuses have not been investigated. If morphine ac
tiva tes this axis, one can speculate that chronic maternai 
hypersecretion of glucocorticoids could induce atrophy 
and hypoactivity of the fetal adrenals. Indeed, maternai 
hypersecretion of glucocorticoids as weil as exogenous 
administration of corticosterone or dexamethasone re
duce both fetal adrenal growth and activity in correlation 
with drastic reduction of hypothalamic CRF content and 
suppression of plasma ACTH ( 41 ). Experiments are per
forrned to test such hypothesis. 

Plasma Sexual Steroids. In newbom males from sa
line-treated mothers, an earl y surge of plasma testoster
one occurs, suggesting postnatal activation of the 
hypothalamo-pituitary testicular axis as previously re
ported for newboms from intact mothers (32). Testos
terone surge was not impaired by morphine treatment. 

In newborn females, morphine-treatment does not 
affect the late and slight increase of plasma estradiol 
which was observed both in saline-treated controls (pres
ent data) and pups from intact mothers (32). 



Effect of Prenatal Morphine on Hypothalamic Metabolism 731 

As central NE and 5HT are involved in the regu
lation of the hypothalamo-pituitary-gonadal axis main! y 
in adults (25), changes on hypothalamic metabolism of 
these two neurotransmitters (present data) could be cor
related with earl y postnatal activation of this axis in pups 
of both sexes. 

On the other hand, the pups delivered by cesarean 
section were kept warm (30-33°C) but they were de
prived from their mother for up to 90 min. 

It was reported that deprivation of suckling and ma
ternai care induced in 2- or 8-day old rat pups a decrease 
in serum growth hormone (GH) levels (43,44) which 
was prevented by exposing newboms to 37°C (nest tem
perature) during separation period ( 44 ). 

In contrast, deprivation of suckling did not affect 
serum levels of prolactin, thyrotropin or corticosterone 
(43) in newbom rats older than those used in the present 
study. 
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