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Résumé

L’incidence croissante de troubles psychiatriques associés au stress touche un
nombre particulierement élevé de femmes. En effet, un fonctionnement anormale des
systémes impliqués dans la régulation de la réponse au stress semble étroitement reli€ a
I’émergence de troubles tel que la dépression. Plusieurs études ont démontré
I’importance de I’environnement néonatal dans le développement optimal de ces
systémes régulateurs, cependant la grande majorité des ces recherches ont €té pratiqués
chez des males. L’objectif de cette étude est de caractériser les différences sexuelles dans

I’effet de modification de I’environnement néonatal dans 1’activité et la régulation de la

réponse de stress. Des rats, males et femelles, ont donc été€ exposés a des manipulations
néonatales. A ’dge adulte, leurs comportements ont été évalués dans le labyrinthe en
croix surélevé (EPM) et dans la boite d’exploration avec des trous. L’activité de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire-surrénale (HHS) a été quantifiée lors de I’exposition aigue ou
répétée a un stress d’immobilisation. Les concentrations post-mortem de dopamine (DA),
de sérotonine (5-HT) et leurs métabolites on été quantifiées dans diverses régions
cérébrales impliquées dans la régulation de la réponse de stress. Les résultats obtenus
démontrent que les rattes explorent davantage que les males. L’activité de I’axe HHS,
mesurée par les concentrations plasmatiques de corticotrophine (ACTH) et de
corticoides, est globalement plus importante chez les rattes. Les mesures neurochimiques
ont démontré que dans I’ensemble des régions échantillonnées, les rattes présentent
davantage de DA et de 5-HT comparativement aux rats, cependant les concentrations de
métabolites sont plus élevées chez les rats. Finalement, la procédure de manipulations
néonatales induit une augmentation globale de I’activité sérotoninergique chez les mailes.
Les importantes différences sexuelles rapportées dans cette étude sont possiblement
impliquées dans la vulnérabilité des femmes a développer certains troubles associ€s a une
réponse de stress anormale.

Mots clef : sexe  dépression dopamine cortex préfrontal manipulation néonatale

stress axe HHS  sérotonine amygdale
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Summary

In recent years, the incidence of stress-related mental disorders has been growing
and affects a particularly high number of females, although the reasons for this gender
difference if not clear. Abnormal functioning in systems involved in stress and emotion
regulation seems to be related to the emergence of such debilitating conditions as major
depression. Preclinical studies have shown that early life environmental factors such as
postnatal bandling (H) stimulation are very important in the optimal development of such
systems. However, most of our knowledge in this regard has been derived from males
and not females. The global objective of the present study was to examine gender
differences in stress and emotion regulatory systems, using behavioural, neuroendocrine
and neurochemical measures, and including early life manipulations as an important
factor. Male and female rats were exposed to either early postnatal handling (H) or
nonhandling (NH) treatments. As adults, behaviour was assessed in the elevated plus
maze (EPM) and in an openfield/holeboard apparatus. Neuroendocrine function was
compared by examining the levels of adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and
corticosterone (CORT) in response to either acute or repeated (5) immobilization stress.
Post-mortem tissue concentrations of dopamine (DA), serotonin (5-HT) and their
metabolites were quantified across numerous brain regions implicated in stress and
emotion regulation. In behavioural tests, females showed greater general activity than
males. Stress hormone levels were higher in females than males at all time points and
stress-induced elevations in CORT were higher in females. Across most brain regions
examined, females had higher tissue concentrations of the neurotransmitters DA and 5-
HT, but males had significantly greater levels of metabolites or turnover ratios. Finally,
H treatment enhanced 5-HT metabolism across most brain regions, selectively in males
and not females. It is suggested that the observed gender differences in monoamine
utilization may potentially contribute to the differential gender vulnerability to stress-
related psychiatric disorders.

Keywords: sex  depression dopamine prefrontal cortex neonatal handling

stress HPA axis serotonin amygdala
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1. Le concept de stress

Dans son sens le plus large, le stress référe a toutes demandes faites 2 un
organisme (Selye, 1970). Le stress est un concept qui réfere davantage a un état qu’a un
ensemble de mécanismes. Observable chez la plupart des organismes animaux et
végétaux, le stress n’est pas uniquement associ€ au désagrément. En effet, la réponse de
stress est essentielle a notre survie et, de fait, cesse uniquement lorsque 1’on meure. Les
médiateurs biologiques de la réponse de stress synchronisent notre activité biologique
afin de maximiser nos chances de survie lorsque nous sommes exposés a une source de
danger. Bien que les menaces directes soient toujours présentes chez les humains
(catastrophes naturelles, agression, maladies), elles demeurent minimes par rapport aux
sources sociales de stress telles que I’acceptation des autres et la performance. Notre
équilibre biologique et psychologique repose donc majoritairement sur I’efficacité de
notre réponse de stress.

L’activation de la réponse de stress varie considérablement entre les individus.
Cette différence peut provenir de facteurs endogenes associ€s a la génétique, I’4ge ou le
sexe, comme d’éléments exogenes tels que la diéte ou divers traitements
pharmacologiques. Une grande variété de stimuli tant physiques, environnementaux que
psychologiques peut entrainer I’activation de la réponse de stress. Appelés stresseurs, ces
stimuli peuvent €également varier en fonction de leurs durées et de leurs fréquences. Chez
I’humain, la réponse de stress est caractérisée par la libération synchrone de divers
facteurs chimiques entrainant, entre autres, la libération de 1’hormone du stress, le
cortisol. L’action de ces facteurs est trés vaste et entraine des changements a la fois
ponctuels et permanents. Ces changements prédisposent l'organisme a réagir

efficacement a un stresseur tout en contribuant a la construction de réponses de plus en
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plus adaptées. Toutefois, il arrive que la réponse soit inappropriée ou mal régulée. C’est a
ce moment que le stress peut étre considéré comme dommageable.

Récemment, un groupe de chercheur, composé de Bruce McEwen et al, a précisé
le concept de stress en développant une terminologie qui fait état de cette activité
biphasique (Korte er al., 2005). Lorsque la réponse de stress permet de protéger
I’organisme elle est dite allostasique. En d’autres mots, I’allostase est ’activité de stress
qui maintient le fonctionnement homéostatique de ’organisme’. Toutefois, 4 I’inverse, si
I’activité homéostatique ne peut &tre maintenue on se trouve en allostate. Cet état est
caractérisé par le déséquilibre des systémes vitaux comme dans le cas de I’hypertension.
L’allostate peut étre maintenu, mais cet équilibre est chancelant et I’exposition a une
source de stress supplémentaire peut faire vaciller I’organisme en état de surcharge
homéostatique. Cet état réfere davantage a la définition du stress selon le sens commun,
c'est-a-dire a un état de tension physiologique et psychologique soutenu qui prédispose
au développement de plusieurs probléemes importants (ex. la réduction de la masse
osseuse et I’accélération globale du vieillissement).

Le concept de stress doit donc étre percu comme une réponse habituellement
adaptative permettant d’affronter divers objets menagants (stresseurs), mais dont I’action
prolongée ou inappropriée peut conduire au développement de différents troubles de

santé.

' L’homéostasie est définie par le fonctionnement d’un ensemble de systemes essentiels a la survie d’un
organisme tel que la température, le pH, I’apport en oxygéne et glucose (Korte ef al, 2005).
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2. Mécanismes physiologiques de la réponse de stress

2.1 L’activation de la réponse de stress

La mise en place de la réponse de stress repose sur ’interaction de plusieurs
composantes physiologiques résultant en D’activation conjointe d’une voie
neuroendocrinienne, I’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (HHS), et du systeme
nerveux autonome.

La réponse de stress s’amorce par la stimulation des neurones sécréteurs de
corticolibérine (CRF) et de I’arginine vasopressine (AVP) du noyau paraventriculaire
(NPV) de I’hypothalamus de méme que I’excitation de la plupart des neurones
noradrénergique du locus coeruleus (LC) (Charmandari et al, 2005). Principaux
coordonnateurs de la réponse de stress, ces groupes neuronaux, fortement connectés,
permettent une stimulation ou une inhibition rapide de la réponse de stress (Calogero et
al., 1988; Kiss et Aguilera, 1992).

L’activation du systtme autonome se fait trés rapidement afin de maximiser
I’activité de certains systémes tels que le systéme respiratoire, cardiaque et endocrinien
ainsi que le suspension de I’activité des systtmes digestif et rénal (Marieb, 1999;
Charmandari et al., 2005). De plus, la noradrénaline favorise une meilleure coagulation
du sang minimisant les hémorragies en cas de blessures graves. La médulla surrénale
augmente également I’activité du systéme autonome en relachant de I’adrénaline et de la
noradrénaline (Chamandarti et al., 2005).

Le CRF est un petit peptide dont le role principal est d’activer I’axe HHS en
stimulant la sécrétion d’un messager hormonal, la corticotrophine (ACTH). Transporté
vers I’éminence médiane et libéré dans le systeme porte hypothalamo -hypophysaire, le

CRF migre via la circulation sanguine jusqu’a la glande pituitaire antérieure ou il se lie
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au récepteur a CRF de type 1, situé, entre autres, sur les cellules productrices &’ ACTH?
(Van Praag et al., 2004). Le CREF fait partie d’une famille de peptides qui comprend
également les urocortines LII et IIT (Hauger et al., 2006). Libérés simultanément avec le
CREF, les urocortines II et III contribueraient a réduire 1’activation de I’HHS via le
récepteur CRF de type II dont ’ARNm est notamment exprimé dans 1’hypothalamus
(Bale et Vale, 2004).

Une fois libérée dans la circulation sanguine, I’ACTH a pour cible principale le
cortex des glandes surrénales d’ol origine la sécrétion de corticoides. La sécrétion de
corticoides est I’effecteur final de ’HHS. Nommé cortisol chez I’humain, cette hormone
pléiotropique agit principalement par le biais de récepteurs intracellulaires présents dans
Pensemble de I’organisme (Charmandari et al., 2004). Elle circule dans I’organisme sous
forme inactive liée a une protéine de transport, la globuline de liaison des
corticostéroides (CBG) (Charmandari et al., 2004).

En période de stress, le cortisol est libéré vers différant sites actifs>.
Parallélement, on assiste a une réduction de I’expression des CBGs favorisant une
augmentation de la concentration de corticoides actifs (Fleshner et al., 1995 ; Spencer et
al., 1996). Activé, le cortisol pénétre dans la cellule et se lie a un récepteur
intracellulaire. Il existe deux récepteurs au corticoide soit le type 1 mineralocorticoide
(MR) et le type 2 glucocorticoide (GR) (De Kloet et al., 2005). Une fois le complexe
ligand-récepteur formé, il est transféré dans le noyau cellulaire et se lie a diverses

portions de I’ADN, appelées €léments de réponse, afin d’influencer la transcription

? La libération d’AVP du PVN stimule également la libération &’ ACTH, mais beaucoup moins
efficacement que la CRF. Toutefois elle potentialise I’effet du CRF sur la sécrétion d’ACTH (Van Praag et
al., 2004).

? La libération du cortisol se ferait par I’action protéolytique des neutrophiles (élastase) (Hammond et al.,
1990), mais également via I’action d’un récepteur membranaire a la CBG (Hryb er al., 1986 ; Singer et
al.,1988).
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génique (De Kloet et al, 2005)*. Les corticoides peuvent également modifier
Pexpression de certains génes indirectement en jouant sur I’expression de geénes codant
pour des facteurs de transcription (Bamberger et al., 1996). Il semblerait que 1’action des
corticoides puisse €tre également non génomique se liant directement a d’autres
protéines pour en changer la conformation ou s’agrégeant avec d’autres protéines (De
Kloet et al., 2005).°’A court terme, la libération de corticoides augmente 1’activité
métabolique qui se traduit par une hausse de la gluconéogenese et de la lipolyse ainsi
qu’une inhibition de la croissance, du systéme reproducteur et de certaines composantes
du systéme immunitaire (Marieb, 1999 ; Charmandari et al., 2004).

En I’absence de stress, 1’axe HHS est activé par des modulateurs internes de la
rythmicité biologique (du cycle circadien) permettant a 1’organisme de rester actif et
vigilant en période d’éveil et de récupérer durant la période de sommeil (Keller-Wood et
Dallman, 1984). C’est pourquoi, I’activité de I’axe HHS peut €tre perturbée par des
variations de luminosité, aussi bien que par un stresseur. Lors de stress aigu, I’amplitude
de la libération circadienne de CRH et d’AVP et de corticoides augmente (Chamandari
et al., 2005).

L’activation de I’axe HHS est temporellement décalée par rapport a la stimulation
du systtme autonome. Ce délai d’action permet de maximiser la réponse
comportementale a divers stresseurs puisque 1’activation du syst¢me autonome augmente

le niveau d’activité de I’organisme lui permettant de réagir rapidement. Toutefois, si le

* Afin d’étre transféré au noyau et de se lier aux éléments de réponse, le complexe (ligand-récepteur) doit
étre en dimere. Les GR et MR agissent sur des cibles différentes selon qu’il soit homodimeére, hétérodimere
ou monodimere (De Kloet et al., 2005). En monodimere, le GR peut se lier a d’autres facteurs de
transcription afin de limiter la synthése de peptides tel que le CRF et I’AVP (De Bosscher et al.,2003).

> 11 est également possible que les corticoides agiraient par le biais d’un récepteur membranaire qui a déja
été observé dans des organismes non mammiferes et qui permettrait une action trés rapide des
corticostéroides (Di et al., 2003).
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stresseur se prolonge, les corticoides augmentent ’activité métabolique de I’organisme
afin de maintenir un apport énergétique et par conséquent soutenir 1’effort physique
requis (Marieb, 1999). Ainsi, le maintient d’un apport soutenu en oxygéne et nutriments
aux muscles squelettiques et au systéme nerveux central se traduit par I’augmentation de
I’attention et des capacités cognitives, mnésiques et musculaires (Charmandari et al.,
2005).

2.2 Mécanismes de rétro-inhibition de la réponse de stress

Etant donné 1’étendue et la puissance d’action de la réponse de stress, il est
impérieux de ne pas prolonger son activation inutilement. C’est pourquoi, il existe divers
mécanismes de rétro-inhibitions qui limitent I’activité de ’axe. Le CRF et I’activité
noradrénergique du LC entrainent conjointement la libération de beta-endorphines et
d’autres peptides qui vont inhiber I’activité de I’axe HHS et augmenter 1’analgésie
(Charmandari et al., 2005). L’ACTH auto-inhibe sa libération, tandis que les corticoides
inhibent 2 la fois la sécrétion d’ACTH et de CRF (Van Praag et al., 2004).

L’inhibition de la réponse de stress par les corticoides ne se limite pas aux
principaux effecteurs de I’axe HHS, mais cible également, via ces deux récepteurs
intracellulaires, plusieurs structures cérébrales. Ainsi, les MRs, qui présentent une grande
affinité pour les corticoides, sont majoritairement distribués dans le systeme limbique. A
I’opposé, les GRs qui possédent une distribution cérébrale davantage uniforme, mais
présentent beaucoup moins d’affinité pour les corticoides (5 a 10 fois moindre que les
MRs) (De Kloet et al., 2005). Tel que mentionné, ces récepteurs modifient I’expression
d’une foule de geénes telles que des neuropeptides, des facteurs de croissance et des
facteurs d’adhésion cellulaire (Sabban et Kvetnansky, 2001 ; Schaaf et al., 1997 ;

Hansson et al., 2000 ; Sandi, 2004). Dans I’hippocampe, région cérébrale fortement
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impliquée dans la régulation de I’HHS, ces deux récepteurs modifient I’expression
d’environ 70 a 100 génes et dans pres de 50 % des cas I’action génomique de ces
récepteurs résulte en une augmentation des transcrits (Datson et al., 2001).

L’action de ces deux récepteurs semble €tre complémentaire. Ainsi, les MRs
agiraient davantage dans la régulation basale de I’axe lors des variations circadiennes,
tandis que les GRs, activés par de forte concentration de corticoides, réguleraient
davantage 1’activité de I’axe en réponse de stress (De Kloet ef al., 1998, 2005). En effet,
I’administration d’un antagoniste MR provoque une augmentation de I’activit€ de I’axe
HHS a I’état basal, alors que le blocage des GRs I’augmente uniquement en réponse de
stress ou lors de son activation maximale (Spencer et al., 1998).

L’action premiére de la réponse de stress est donc de disposer I’organisme a
réagir rapidement a toute forme de menace, mobilisant un maximum de ressources, tout
en prévenant son épuisement par différent mécanismes de rétrocontroles. Toutefois, la
réponse de stress est également déterminante dans le développement de stratégies de
coping qui permettent a I’organisme de s’adapter a certaines situations et d’en réduire le
danger et par conséquent de réduire 1’activation de I’axe HHS (De Kloet et al., 2005). En
effet, chez I’humain, comme chez 1’animal, 1’exposition répétée a un méme stresseur
entraine une réduction de I’amplitude de la réponse de stress allant jusqu’a 1’absence de
réponse. Le développement de ce processus d’habituation est, entre autres, reli€ a I’action
cérébrale des corticoides (De Kloet er al., 2005).

Agissant en tant que modulateurs structuraux, I’activité complémentaire des MRs
et des GRs contribue fortement au processus d’adaptation. Les MRs contr6lent
I’expression de plusieurs génes qui codent pour des protéines importantes dans

I’établissement de réseaux neuronaux impliqués dans I’interprétation de 1’environnement
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et la sélection du comportement adéquat a adopter en période de stress (De Kloet et al
.,2005). Chez I’animal, I’administration d’antagoniste des MRs augmente le temps de
recherche dans un labyrinthe auquel il a déja €t€ exposé (Oitzl et De Kloet, 1992). Les
GRs favorisent la consolidation de I’information nouvelle afin d’ultérieurement agir plus
efficacement a divers stresseurs. Effectivement, le blocage des GRs empéche la
mémorisation de nouvelles informations (Qitzl et De Kloet, 1992). L’action cérébrale des
corticoides a travers ces deux récepteurs constitue un systéme efficace qui permet de
produire une réponse adaptée, favorisant une activation rapide des mécanismes de stress
en présence de stimulus non familier, tout en permettant une récupération rapide.
Contribuant a la mémorisation d’informations en relation a cet événement, I’action des
glucocorticoides a travers les GRs permet d’agir plus efficacement lorsque ce stresseur ce
présentera a nouveau.

La physiologie de la réponse de stress comprend donc a la fois ’activation de
I’axe HHS et du syst¢tme de neurotransmission noradrénergique. L’action synchronisée
de ces deux systemes permet a I’organisme d’agir rapidement et efficacement en période
de stress. Il existe plusieurs mécanismes de régulation de la réponse de stress dont un
prédominant qui implique I’action des corticoides via deux récepteurs intracellulaires
qui modulent I’activité de certaines structures cérébrales afin de réduire la réponse et
d’adapter le plus efficacement possible I’organisme a son environnement.

3. Systémes neuroanatomiques régulateurs de la réponse de stress

La réponse de stress est initi€e par un vaste réseau impliquant plusieurs régions
cérébrales qui recoivent des informations du systéme nerveux central et périphérique
ainsi que de ’environnement. Certaines régions dont I’hippocampe, I’amygdale et le

cortex préfrontal médian semblent particulierement déterminantes dans la régulation de
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la réponse de stress (Davidson et al., 2000). Ces régions sont fortement reliées entre elles
et avec des structures telles que le noyau du lit de la strie terminale qui est considéré
comme le centre d’intégration de I’information cérébrale de la réponse de stress (Herman
et al., 2005). De plus, présentant de forte concentration de MRs et GRs I’activité de
I’hippocampe, I’amygdale et le cortex préfrontal médian semble également largement
modulée par la réponse de stress (De Kloet et al., 2005).
3.1 Hippocampe

L'hippocampe est fait de groupes neuronaux étroitement reliés nommés gyrus
dentelé et CA1l, CA2 et CA3® (Bear et al., 1999). Toutes les informations décodées dans
les différentes aires sensorielles corticales y convergent. L’hippocampe est une structure
importante dans différents processus mnésiques qui peut €tre grossierement considéré
comme un centre de tri qui compare des sensations nouvelles avec celles déja
expérimentées (Bear et al., 1999). En période de stress, ’hippocampe est reconnu pour
réguler ’activité de 1’axe HHS et pour favoriser la mémorisation d’informations
émotives et contextuelles reliés a I’événement stressant (Herman et al., 2005).

L’hippocampe présente une densité importante de GRs et de MRs (Reul et De
Kloet 1985, 1986; Herman 1993). Plusieurs études ont reli€ I’activité de I’hippocampe a
I’inhibition de I’axe HHS ( Sapolsky, 1986 ; Jacobson et Sapolsky, 1993 ; Herman and
Cullinan, 1997). En effet, la stimulation de I’hippocampe entraine une réduction de la
sécrétion de glucocorticoides chez le rat (Rubin et al., 1966 ; Dunn and Orr, 1984).
L’ablation ou I’endommagement partiel ou de cette région accroit la libération d’ACTH,

de glucocorticoides et ’expression de ’ARNm du CRF (Knigge and Hays, 1963,

¢ CA pour Corne d'’Ammon, 2 cause de sa ressemblance avec la forme des cornes de bélier du dieu Ammon
de la mythologie égyptienne (Bear et al., 1999).
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Sapolsky et al., 1984; Herman et al., 1989,1992 et 1995). Toutefois, cette inhibition
serait spécifique a certain type de stresseur tel que la restriction physique, ou I’exposition
a la nouveauté, contrairement a I’exposition a I’éther et I’induction de 1I’hypoxie (Herman
et al., 1995,1998 ; Mueller et al., 2004). Des 1ésions plus circonscrites de I’hippocampe
ont permis de démontrer que I'inhibition de I’axe HHS reposait essentiellement sur
I’activité de la région ventrale du CA1 (Herman et al., 1995). Inversement, la région
dorsale semblerait activer I’axe (Feldman et Weidenfeld, 1993 ; 2001). L hippocampe
serait également impliqué dans D’interprétation de I’intensité du stresseur. Il a été
démontré qu’en I’absence de cette région, les animaux présentent une augmentation
excessive de corticoides lorsque exposé a un stresseur doux tel que le test d’exploration
de la boite a aires ouvertes, !’open field ,(OF) et le déplacement de cage (Kant et al.,
1984, Herman et al., 1998)’.

Centre de la mémoire, I’hippocampe est directement impliqué dans les processus
d’adaptation induit par ’action génomique des GRs (De Kloet et al., 2005). Il a été
démontré que 1’administration de corticoides ou I’activation de 1’axe HHS influence la
plasticité synaptique de I’hippocampe (McEwen, 2001 ; Alfarez et al., 2006 ). A un
niveau basal, les corticoides semblent favoriser la potentialisation a long terme (PLT),
mécanisme neuronal impliqué dans la formation de la mémoire (Diamond et al., 1992),
toutefois, en période de stress, ce mécanisme semble altéré (Xu et al., 1998 ; McEwen,
2001). Suivant Pexposition a un stresseur, I’activation ponctuelle de I’axe HHS

entrainerait des modifications importantes de I’arborisation dentritique de 1’hippocampe

"Le test de boite a aires ouvertes (OF) est une boite au fond clair et quadrillé dans lequel on dépose
I’animal. Basé sur la peur naturelle des rongeurs pour les espaces ouverts, iluminés et nouveaux, les
animaux sont exposés a cet environnement anxiogéne pendant 5 & 10 minutes o1 I’on mesure I’activité
locomotrice et le comportement d’exploration. Normalement, plus I’animal est anxieux plus son activité
locomotrice et exploratrice est réduite (Whishaw et Kolb, 2005).
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(Kole et al., 2004). Agissant sur des génes pro et anti apoptotiques, les corticoides
suspendraient la neurogénése dans le gyrus dentelé€ et favoriseraient 1’apoptose (Almeida
et al, 2000 ; Nair et al., 2004).
3.2 Amygdale

Structure importante du systeme limbique, I’amygdale constitue en quelque sorte
le systeme d’alarme de I’organisme. L'amygdale est une structure cérébrale essentielle au
décodage des émotions, et en particulier des stimuli menacants pour l'organisme. Par
conséquent, plusieurs inputs sensoriels convergent vers 'amygdale pour l'informer des
dangers potentiels de son environnement (Henke et al., 1991). En forme d’amande,
I'amygdale est une structure complexe comportant environ une douzaine de sous régions
(Bear et al., 1999). Bien que ces noyaux ne soient pas tous impliqués dans les réactions
de peur, bon nombre entretiennent des connexions qui y participent activement. Recevant
I’information sensorielle, le noyau latéral est considéré comme la porte d'entrée de
I'amygdale. Le noyau central, a I’inverse, semble €tre la sortie qui commande les
réactions viscérales associ€ées a la peur. Les neurones du noyau latéral envoient
également des projections vers plusieurs autres noyaux intermédiaires dont le noyau
basal et médian. Ceux-ci relaient par la suite I'information au noyau central (Bear et al.,

1999).

L’activité de ’amygdale est également fortement régulée par d’autres structures
impliquées dans la gestion des émotions tel que I’hippocampe et le CPFm (Herman et al.,
2005). L’amygdale est connue pour déclencher la réponse de stress endocrinienne,
autonome et comportementale (Van Praag et al., 2004). L’activité de I’axe HHS est donc

favorisée par I’amygdale via les noyaux central et médian (Herman et al., 2005).
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Conséquemment, une lésion de I’amygdale ou des noyaux central et médian réduit la
sécrétion d’ACTH et de corticoides lors de stress (Beaulieu, 1986 ; Feldman et al., 1994;
Dayas et Day, 2002). Inversement, la stimulation de ces régions augmente la réponse de
stress (Dunn et Whitener, 1986). De plus, le noyau central de I’amygdale activerait la
synthése et la libération de CRF en période de stress (Herman et al., 2003). L’absence
des noyaux central et médial entraine une réduction de I’activité métabolique du NPV
lors de stress (Herman et al., 2003).Tout comme 1’hippocampe, certaines régions de
I’amygdale semblent n’étre activées qu’en présence de stresseur spécifique (Dayas et
Day, 2002). Ainsi, il semblerait que le noyaux médian soit davantage activé lors du test
la nage forcée®, d’une bréve restriction physique ou lors de 1’exposition & un prédateur
(Cullinan et al., 1995 ;Dayas et al.,1999; Figueiredo et al., 2003). Tandis que le noyau
central semble étre davantage activé lors de stress immunitaire (Xu ef al., 1999). D autres
études ont néanmoins démontré I’implication du noyau central dans différentes
manifestations physiologiques induites par des stresseurs psychologiques (Beaulieu et

al., 1986 ; Henke et al., 1991).

Bien que I’amygdale exprime a la fois des MRs et GRs, le nombre de GRs est
cependant beaucoup plus important(Herman et al, 2005). Contrairement a
I’hippocampe, la régulation de 1’axe par I’amygdale est principalement rétro-activatrice.

L’administration de corticoides dans le noyau central de I’amygdale conduit a une

¥ Le test de la nage forcée est basé sur le principe d’impuissance acquise. Le rongeur est déposé une
premiere fois dans un cylindre rempli d’eau dans lequel il n’a pas pied et ne peut s’échapper, 24 hrs, plus
tard on réexpose I’animal A ce méme. On mesure le temps que I’animal passe a nager, flotter et grimper sur
les parois lors des deux séances. Une réduction significative de la nage et du comportement de fuite reflete
un profil dépressif chez I’animal qui est normalement renversé par I’administration d’antidépresseur. 1l est
important de souligner que malgré la grande utilisation de ce test, il est fortement critiqué notamment
concernant I’ interprétation de la réduction de la nage et du comportement de fuite (Whishaw et Kolb,
2005).
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augmentation de I’activité autonome (Akana et al., 2001). Contrairement a 1’hippocampe,
I’exposition chronique aux corticoides augmenterait 1’arborisation dendritique dans
Pensemble de l’amygdale (Vyas et al, 2002). De plus, il semblerait que les
modifications induites par ’activation de la réponse de stress sur I’amygdale sont

essentielles a I’induction de la plasticité hippocampique (Kim et al, 2001, 2005).

Présentant une grande densité de neurones sécréteurs de CRF et d’ARNm du
récepteur de CRF de type 1, I’activit€ de ’amygdale semblerait également modulée par
ce peptide (Bale et Vale, 2004). L’administration de corticoides entraine une
augmentation de ’ARNm du CRF dans le noyau central et diminue le comportement
d’exploration dans le labyrinthe en croix surélevé (EPM)° (Lee et al., 1994, Shepard et
al., 2000). Cette effet est aboli par I’administration d’un antagoniste du récepteur CRF-

1 dans I’amygdale (Myers et al., 2005).

3.3 Cortex préfrontal médian

Y

Chez I’humain, le cortex préfrontal (CPF) est reconnu pour participer a nos
réponses émotives, mais aussi pour avoir de nombreuses connexions avec d’autres
régions du cerveau responsables du contrdle de la dopamine, de la noradrénaline et de la
sérotonine, trois neurotransmetteurs sont importants pour la régulation de I’humeur (Van
Praag et al., 2004). Plus spécifiquement, il semble que le cortex préfrontal latéral nous
aide a choisir un comportement en nous permettant d’évaluer mentalement différentes
alternatives; que le cortex orbitofrontal nous permettent de réprimer certaines émotions

ou gratifications immédiates en vue d’obtenir une gratification différée plus importante;

% Le labyrinthe en croix surélevé (EPM) est un labyrinthe 4 quatre bras, en forme de croix, 4 50cm du sol
et dont deux bras on des murs et deux sont ouverts. La hauteur et les espaces ouverts sont des stimuli
anxiogeéne pour ’animal et par conséquent plus ’animal est anxieux moins il sera porté€ a explorer les bras
ouverts du labyrinthe (Whishaw, et Kolb, 2005). L’administration d’anxiolytiques est reconnu pour
accroitre I’exploration des bras ouverts (Pellow et al., 1985).
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et que le cortex ventromédian est un des lieux ol les émotions et le sens des choses
seraient expérimentés (Bear et al., 1999). Ainsi le CPF permet de réguler certaines
réponses émotives telles que la peur, générée par I’amygdale. De plus, le CPF serait une
structure cruciale dans le choix du bon comportement favorisant la bonne stratégie par le
biais d’opérations cognitives complexes (Bear et al., 1999).

Chez les rats, il a ét€ démontré que I’exposition a une grande variété de stresseurs
augmentait ’activité neuronale et génomique du cortex préfrontal médian CPFm
(Moghaddam, 1993 ; Handa et al., 1993, Beck et Fibiger, 1995 ; Morrow et al., 2000).
Interagissant de prés avec le cortex orbitofrontal, la portion ventral du CPFm ou
infralimbique (IL) est considéré comme un centre d’intégration visceéro- moteur (Price,
1999). Lorsqu’on détruit les projections du cortex IL, on observe une réduction
importante des ulceres gastriques, conséquence de I’activation du systéme autonome en
période de stress (Sullivan et Gratton, 1999). A I’inverse, la destruction de la portion
dorsale du CPFm, aussi nommée prélimbique (PL) entraine une réponse de stress
exagérée (Diorio et al., 1993). Le cortex IL projette massivement vers plusieurs régions
impliquées dans ’activation de la réponse de stress, alors que le cortex PL envoie des
projections a des régions qui contribuent davantage a I’inhibition de la réponse de stress
(Hurley et al 1991). Le CPF présenterait donc une division fonctionnelle dorso/ ventrale
ou le cortex IL favorise la réponse de stress, activant les systémes sympathiques, tandis
que le cortex PL, reli€ a une activation parasympathique, modérerait la réponse de stress
(Sullivan, 2004 ; Radley et al., 2006).

Comme I’hippocampe, le CPFm exprime un nombre important d’ARNm de MRs
et plus particuliecrement de GRs (Morimoto et al., 1996) et I’infusion chronique de

corticoides, dans le CPFm diminue I’activité de I’axe HHS en réponse a un stress de
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restriction physique (Diorio et al., 1993 ; Akana et al., 2001). L’administration chronique
de corticostéroides comme 1’exposition répétée a un stresseur doux, entraine une
réorganisation dentritique importante du CPFm (Wellman, 2001 ; Brown et al., 2005 ;
Radley et Morrison, 2005).

D’autres régions cérébrales sont indirectement impliquées dans la régulation du
stress. Ainsi, le cortex insulaire ou viscéro-sensoriel ou insula est considéré comme le
centre d’intégration de I’information sensorielle autonome, cette région est étroitement
liée au cortex préfrontal dans la régulation automne de la réponse de stress (Neafsey,
1990). Finalement, le noyau accumbens (NAc) est une région du systéme limbique
déterminante dans le circuit de la récompense. Le stress semble étre un facteur important
dans la I’activité de cette région et dans le développement de certains comportement de
dépendance (Marinelli et Piazza, 2002 ; Pecina et al., 2006). De plus, cette région est
fortement liée aux régions qui régulent la réponse de stress telles que I’amygdale, le
CPFm et I’hippocampe (Jackson et Moghaddam, 2001).

3.4 Latéralisation hémisphérique de la régulation du stress et des émotions

Plusieurs études chez les humains ont permis de démontrer la prédominance de
I’hémisphére droit dans l’expression et la perception d’émotions particulierement
négative (Wittling et Roschmann, 1993 ; Davidson 1998 ; Simpson et al 2001). Certains
patients présentant une lésion spécifique de 1’hémisphére gauche ont une incidence
importante de dépression, tandis que des dommages similaires de 1’hémisphere droit
résulte régulierement en I’absence de réponse émotive ou I’expression inappropriée de
joie (Robinson et al., 1984). Plusieurs manifestations physiologiques telles que 1’activité

cardiovasculaire et la sécrétion de cortisol sont également associées a I’activité de
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I’hémisphere droit, plus particulierement au niveau du CPF infralimbique (IL) (Tranel et
al., 2002).

Chez les rats, la lésion spécifique du CPFm droit entraine une augmentation
significative du comportement d’exploration comparativement aux individus 1€sés
bilatéralement et non lésés (Sullivan et Gratton, 2002). De plus, cette mé€me Ilésion
entraine une réduction importante de la formation d’ulcéres gastriques induis par
I’exposition a un stresseur (Sullivan et Gratton 1999). L’amygdale présente également
une activation plus importante dans I’hémisphére droit lors d’une augmentation des
comportements défensifs (Adamec, 1999, 2000). L’activit¢ de I’amygdale droite est
également plus importante chez les rats présentant davantage de comportement anxieux
dans ’EPM et chez les animaux soumis a un conditionnement aversif (Andersen et
Teicher, 1999; Andersen et al., 2002; Adamec, 1999, 2000; Coleman-Mesches et
McGaugh, 1995).

Les principales régions cérébrales impliquées dans la régulation de la réponse
de stress permettent donc une modification rapide de P’activit€ de ’'HHS par un ensemble
de projections dirigé€ entre autre vers le noyau du lit de la strie terminale ( Herman et al.,
2005). L’efficacité de ce systéme de régulation réside également dans I’action spécifique
des corticoides qui contribuent au développement d’une réponse de stress adaptée
modifiant 1’organisation neuronale de ces structures. L hippocampe, I’amygdale et le
CPFm( secondairement, le NAc et I’insula) sont également fortement reliées entre elles
par des projections directes, mais également par le biais de neuromodulateurs qui

complexifient I’interaction de ces structures entres elles et avec I’'HHS.
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4. Systéemes neurochimiques régulateurs de la réponse de stress

4.1 Sérotonine

La sérotonine est impliquée dans plusieurs fonctions physiologiques et
psychologiques comme le sommeil, 1’agressivité, les comportements alimentaires et
sexuels, I’humeur et P'anxiété (Bear et al., 1999). L’apport en sérotonine provient
essentiellement de deux noyaux du tronc cérébral, le raphé dorsal (NRD) et le raphé
médian (NRM) (Bear et al., 1999). Les fibres des neurones sérotoninergiques en
provenance de ces deux noyaux se terminent dans de nombreuses régions cérébrales,
nommément les régions impliquées dans la régulation de la réponse de stress.

La sérotonine (5-HT pour 5-hydroxytryptamine) est synthétisée a partir d’un
acide aminé, le tryptophane, et par 1’action successive de deux enzymes, la tryptophane
hydroxylase et la L-amino acide décarboxylase. La 5-HT est ensuite libérée par
exocytose dans I’espace synaptique ou elle se lie aux récepteurs post-synaptique et pré
synaptiques. La grande majorit€é de la sérotonine sera €galement recyclée par le
transporteur de sérotonine et maintenue dans une vésicule par I'intermédiaire d’un
transporteur vesiculaire jusqu’a une reldche subséquente. La 5-HT est dégradée intra-
cellulairement en 5- hydroxyindoleacetic (5-HIAA) par la monoamine oxidase A
(MAOA) (Kandel et al., 2000).

Présentement, nous connaissons une quinzaine de récepteurs sé€rotoninerniques
regroupés dans les familles de récepteur 1 & 7 (Kandel et al., 2000). Deux principaux
types de récepteurs sont mis en oeuvre dans le fonctionnement du systéme
sérotonergique : les récepteurs de type GPCR (récepteur couplé a des protéines G) qui
modulent }’activité cellulaire via la production d'un second messager et un récepteur de

type canal ionique (5-HT3) qui dépolarise rapidement la cellule en permettant le passage
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des cations (Kandel et al., 2000). Ainsi, via les GPCR, la 5-HT entraine des
changements cellulaires complexes qui vont moduler I’activité globale du neurone faisant
de la 5-HT un neuromodulateur (Kandel et al., 2000). Ces récepteurs modifient I’activité
neuronale tant en milieu synaptique qu’extra synaptique. Par exemple, lorsque exprimé
en amont des synapses le SHT1a est considéré comme un autorécepteur puisqu’il permet
une régulation rétro inhibitrice de la neurotransmission sérotoninergiques (5-HTergique)
(Kandel et al., 2000). A la fois récepteur et canal ionique, I’activation du récepteur 5-
HT3 entraine une ouverture quasi instantanée. Dans ce cas, la sérotonine transmet
directement un signal susceptible de déclencher la propagation d'un nouveau potentiel
d'action (Kandel et al., 2000).

Une grande variété de stresseur entraine l’activation du NRD et du NRM
(Chaouloff, 2000). L’activité 5-HTergique semble directement reliée a 1’activité de I’axe
HHS. Le NRD et le NRM recoivent plusieurs terminaisons de neurones sécrétrices de
CRF (Hammack et al., 2002; Van Praag et al., 2004). Lors de stress, le CRF semble étre
impliqué dans I’activation de la tryptophane hydroxylase augmentant la synthése de SHT
(Singh et al., 1990 et 1992). Le NRD et le NRM présente également une densité
importante de GRs (Chaouloff, 2000). L’administration aigu de corticoides in vivo
entraine une sensibilisation de 1’autorécepteur 5-HT1a du RDN, alors que (Bellido et al.,
2004) alors que I’administration in vitro entraine une désensibilisation de I’autorécepteur
5-HT1a (Laaris et al., 1995, 1997). L’expérience de différent type de stresseurs ne
semble pas produire le méme effet sur I’activité 5-HTergique somato-dentritique
(Chaouloff, 2000).

A Dinverse, Dactivité 5-HTergique semble fortement impliquée dans la

régulation de ’axe HHS. L’administration d’agoniste 5-HT1a et 5-HT2a-c dans le NPV
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entraine une augmentation de la libération de CRF et d’AVP (Calogero et al., 1993).
Pourtant, I’administration aigué€ de CRF semble produire les mémes effets sur I’axe HHS
en présence ou absence de 5-HT (Temel et al., 2003). Au-dela du NPV, du NRD et du
NRM, I'interrelation entre la S-HT et la réponse de stress se produit également au niveau
des régions cérébrales impliquées dans le contrdle de la réponse de stress.

L’hippocampe ventral est innervé par des projections provenant des deux noyaux
alors que la portion dorsale est uniquement innervée par les afférences du NRM
(Chaouloff et al., 2000). L’exposition a différents types de stresseurs doux
(manipulation, exposition a un environnement nouveau, immobilisation) entraine une
libération de 5-HT dans 1’ensemble de 1I’hippocampe (Rueters et Jacobs 1996, Chaouloff,
2000). Toutefois, certains stresseurs plus sévéres ne produisent pas cet effet (Chaouloff,
2000).

La 5-HT semble favoriser 1’expression des récepteurs a corticoides, 1’absence de
5-HT entraine une réduction de I’expression de ’ARNm des GRs et des MRs dans
I’hippocampe (Seckl et Fink, 1991). L’action de la 5-HT dans ’hippocampe, via le
récepteur 5-HT1a, semble réduire la réponse de stress et I’effet comportemental de
certains stresseurs (Graeff et al., 1996 ; Netto et Guimaraes, 1996). A Uinverse, différents
stesseurs aigus alterent I’expression de ce récepteur dans I’hippocampe ( Raghupathi et
McGonigle, 1997; Van Praag et al., 2004).

L’activit¢é 5-HTergique de I’hippocampe semble également associée au
développement de I’habituation de la réponse de stress. Ainsi, I’exposition a un stresseur
répété, associ€e avec une réduction de I’activité I’axe HHS, entraine 1’augmentation du
ratio 5-HIAA/5-HT (turnover ratio) de la 5-HT dans ’hippocampe comparativement a

un stresseur aigu (Storey et al., 2006). Inversement, I’absence d’habituation de I’axe
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HHS est associée avec une réduction de DPactivité 5-HTergique dans 1’hippocampe
(Clement et al., 1998; Hajos-Korcsok et al., 2003).

Relié aux noyaux 5-HTergiques par plusieurs projections, le CPFm est une
structure déterminante dans la régulation de 1’activité 5-HTergique de I’ensemble du
cerveau (Puig et al., 2005). Ainsi, il a été démontré que se sont des projections
GABAergique'® du cortex IL sur les noyaux du raphé qui inhibent la libération de 5-HT
dans la CPF (Hajos et al., 1998, Varga et al., 2001). En période de stress, on assiste a la
libération de sérotonine dans le cortex IL, toutefois, ’activité 5-HTergique dans cette
région semble conditionnelle a I’aspect incontrdlable du stresseur (Rueter et Jacobs
1996 ; Nakahara et Nakamura, 1999 ; Bland et al., 2003; Amat et al., 2005 ; Beekman et
al, 2005). L’activité 5-HTergique du cortex PL serait particulierement accrue par des
stresseurs légers, tel que 1’exposition a la nouveauté (Noguchi et al., 2001). Récemment,
il a été démontré qu’en période de stress, 1’action de la 5-HT dans le CPFm, via le
récepteur 5-HT?2a, favoriserait la libération de dopamine'' (DA) dans cette méme région,
neurotransmetteur également impliqué dans la réponse de stress (Pehek et al, 2006).

L’amygdale recoit des projections du NRD et en envoie au NRM (Graeff, 1993 ;
Jabobs et Azmitia, 1992). Il a été proposé que ’activité 5-HTergique dans 1’amygdale
aurait un role crucial dans I’augmentation de la peur et I’anxiété (Graeff, 1993 ; Spiga et
al., 2006). En effet, le niveau d’anxiété, mesuré dans le labyrinthe en croix surélevé
(EPM), est plus important chez les animaux qui présentent davantage de 5-HT au niveau
de I’amygdale droite (Andersen et Teicher, 1999). L’infusion d’urocortine 1 dans le

noyau basolatéral de I’amygdale entraine une augmentation du comportement anxieux et

'°1.e GABA ou I’acide gamma-aminobutyrique est un neurotransmetteur important dont sont activité est
principalement inhibitrice (Bear et al., 1999).

' La dopamine est un neurotransmetteur dont le role dans le régulation de la réponse de stress sera exposer
ultérieurement.
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augmente ’activité métabolique des noyaux dorsal et médian du raphé (Spiga et al.,
2006).

L’effet de I’amygdale sur la réponse de stress semble également fortement relié a
Pactivité 5-HTergique. Ainsi, I’absence de 5-HT dans I’amygdale est également associée
a I’inhibition de 1’activation de I’axe HHS suivant I’exposition a un stresseur (Feldman et
al., 1998). L’administration de I’agoniste 5-HT1a dans le noyau central entraine une
augmentation de la sécrétion d’ACTH et de corticoides (Feldman et al 2000). De plus,
seule la libération de SHT dans I’amygdale est observée suite a des stresseurs trés doux
tels que I'injection de saline et la manipulation par I’expérimentateur, contrairement a
I’hippocampe et au CPFm (Adell et al., 1997, Rueters et Jacobs 1996 ).

4.2 Dopamine et noradrénaline

Contrairement au systtme 5-HTergique qui envoie des terminaisons nerveuses
dans I’ensemble du cerveau, 1’activité de la dopamine est beaucoup plus circonscrite.
Représentant environ 0,3 % des cellules du cerveau, les neurones dopaminergiques
jouent néanmoins un role essentiel dans plusieurs de nos comportements (Kandel et al.,
2000). Le systeme dopaminergique est divis€ en trois voies principales. L’ensemble de
la dopamine qui module P’activité cérébrale provient de ’aire tegmentaire ventrale
(ATV) et de la substance noire (Bear et al, 1999). La voie nigro-striée regroupe les
neurones dopaminergiques de la substance noire qui envoie des projections au striatum
dorsal constitué des noyaux caud€ et putamen. Cette voie est principalement impliquée
dans le contréle moteur (Bear et al., 1999). Composante déterminante du systéme de
récompense, la voie méso-limbique origine de I’ATV et innerve plusieurs structures du
systtme limbique dont I’amygdale, I’hippocampe et le noyau accumbens (striatum

ventral). L’ATV rejoint également le cortex frontal et les structures avoisinantes
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constituant la voie méso-corticale (Bear et al., 1999). Cette voie est importante pour la

mémoire et la motivation de nos comportements.

Principal effecteur de ce systeme, la dopamine (DA) est synthétisée a partir d’un
acide aminé, la tyrosine, et par l’action successive de deux enzymes, la tyrosine
hydroxylase et I’acide aromatique L-amino décarboxylase (Kandel et al., 2000). Lorsque
stimulé, le neurone libére la DA par exocytose dans I’espace synaptique qui se lie a des
récepteurs terminaux et somato-dentritiques. La grande majorité de la DA est également
recyclée par le transporteur de DA (DAT) et maintenue en vésicule jusqu’a une
stimulation subséquente. La dégradation de la DA est effectuée intra cellulairement par la
MAO A et B entrainant la production du métabolite 3,4-dihyphenylacetic acide
(DOPAC) ou extra cellulairement par I’action de la cathécol-o-méthyl transférase
(COMT) qui géneére du 3-méthoxy-tyramine (3-MT) (Kandel et al., 2000). L’action de la

COMT sur le DOPAC entraine la production d’acide homovanillic (HVA).

Il existe cinq types de récepteurs dopaminergiques identifi€és D1 a DS5. Les
récepteurs sont regroupés en deux sous-types: D; et D,, initialement établit par les
techniques classiques de pharmacologie (Kandel et al., 2000). Des études subséquentes
ont démontrées que la famille D, contenait aussi les récepteurs Ds, tandis que la famille
D, contenait les récepteurs D3 et D4 (Kandel et al., 2000). L’ensemble de ces récepteurs
sont couplés a des protéines G, cependant alors que le sous-type D; est reconnu pour
stimuler 1’adénylate cyclase et activer la production AMP cyclique'?, le sous-type D

inhibe cette méme enzyme (Kandel et al., 2000). Favorisant une hyperpolarisation du

25, . . . ~ . . P, . . . .
121" AMP cyclique est un messager cellulaire qui entraine Pactivation de différentes voies de signalisation
cellulaires.
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neurone, le récepteur D, somato-dentritique est un autorécepteur puisqu’il permet un

rétrocontrole négatif de la neurotransmission dopaminergiques (Kandel et al., 2000).

Les glucocorticoides  influencent directement la  neurotransmission
dopaminergique par le biais des GRs exprimés au niveau du ATV et de la substance
noire (Van Praag et al., 2004). L’action des glucocorticoides augmente la libération de
dopamine mésolimbique (Marinelli et Piazza, 2002). Plus spécifiquement,
I’administration de corticostérone active I’enzyme de synthese de la dopamine, augmente
le taux de décharge des neurones dopaminergiques et inhibe la dégradation de la
dopamine (Meyer, 1985; Piazza et al., 1996) alors que 1’administration de
dexamethasone, un agonist des GRs, accroit I’activité dopaminergique augmentant a la

fois les niveaux de DA et de son principal métabolite HVA (Wolkowitz et al., 1985).

Les voies mésolimbique et mésocorticale innervent I’ensemble des régions
cérébrales influencgant la régulation de la réponse de stress. Dans la voie mésocorticale,
les projections dopaminergiques les plus denses se trouvent dans les régions corticales IL
et PL. Une augmentation de la libération de DA dans le CPFm a été largement démontrée
et ce face a une grande variété de stresseurs (Sullivan, 2004). Comme pour la sérotonine,
la libération de DA n’est induite dans le cortex IL que lorsque le stresseur est

incontrblable (Bland et al., 2003).

Bien qu’on observe une relation entre I’activité de I’HHS et la libération de DA
dans CPFm, le rdle de la DA dans le CPFm demeure fortement débattu. Certains
considérent que la libération de DA lors de stress accentue la réponse de stress €tant

donné que lorsqu’on réduit I’activité de I’axe HHS Ia libération de dopamine dans le
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CPFm est également réduite (Dazzi et al., 2001 ; Boersen et al., 1995, 2000). Toutefois,
lorsqu’on €limine I’apport en DA dans cette région on assiste 2 une augmentation du
comportement anxieux dans le test EPM et Dinteraction sociale (Espejo, 1999 ;
Fernandez et Espejo 2003 ; Morrow et al,, 1999). De plus, I’absence de DA dans le
CPFm entraine une augmentation des ulceéres gastriques induis par 1’exposition a un
stress prolongé (Sullivan et Szechtman ; 1995). Lors de stress aigu tel que la contention
ou I’exposition a un prédateur, les individus qui présentent les plus forte concentrations
d’hormones de stress ont €galement les plus fortes concentrations de DA dans I'IL
(Sullivan et Gratton, 1998). Cependant, lorsqu’on bloque I’activité de la DA dans cette
méme région les concentrations d’ACTH et de corticostérone sont accrues (Sullivan et
Dufresne, 2006). Il semble que la DA dans cette région contribuerait activement a réduire
I’activité de ’axe HHS au lieu de la promouvoir. De fait, la sévérit€ d’un stresseur

semble étre positivement reliée avec la libération de DA dans le CPFm (Sullivan, 2004).

L’impact de I’activité dopaminergique corticale sur la régulation de la réponse
semble étre latéralis€. Ainsi, plusieurs études ont permis de démontrer I’importance de
I’hémisphére droit dans I’effet spécifique de la DA (Sullivan, 2004). A la lumigre de
plusieurs études, il a donc ét€ proposé que I’ampleur de la libération de DA dans le
CPFm témoigne de la sévérité d’un stresseur et refléte la nécessité de contrbler son effet

sur différentes réponses physiologiques dont I’activité de I’axe HHS (Sullivan, 2004).

La libération de dopamine dans le CPFm semble également trés importante dans
le développement de différents processus d’adaptation. En effet, I’absence de DA méso-
préfrontal augmentait le délai d’extinction de conditionnement aversif (Morrow et al.,

1999; Fernandez et Espejo, 2003). Ainsi, la suppression de réponse de peur dans une
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situation ou cette réaction n’est plus adaptée semble dépendre en partie sur ’activité
dopaminergique méso préfrontale. Carlson et al., ont également démontré qu’une faible
utilisation de la DA, particulierement dans le CPFm droit, est associée avec une
altération du comportement adapté (Carlson et al., 1993). Utilisant le paradigme de la
détresse acquise par des chocs é€lectriques aux pattes”’ (learned helplessness), ils ont
observé que I’activité dopaminergique dans CPFm droit était positivement corrélé avec
un comportement efficace de fuite (Carlson et al., 1993). Récemment, Sullivan et
Dufresne ont également démontré que I’habituation de I’axe HHS suivant I’exposition
répétée a un stresseur de restriction était associée avec de plus grandes concentrations de
DOPAC dans le CPFm droit comparativement aux animaux qui ne se sont pas adaptés au
stress répété (Sullivan et Dufresne, 2006). L’ensemble de ces études démontre donc que
I’activité du CPFm, plus particulierement dans I’hémisphére droit, est fortement reli€e a

la capacité d’habituation ou d’adaptation d’un organisme.

En plus de moduler la réponse de stress, 1’activité dopaminergique du CPFm
jouerait role trés important dans la régulation de P’activité dopaminergique d’autres
régions. La libération de DA dans le CPFm en période de stress entrainerait, par le biais
de projections au niveau du ATV, une libération accrue de DA dans I’amygdale alors
qu’il I’inhiberait dans le NAc (Stevenson et al., 2003; Doherty et Gratton 1996 ;
Moghaddam, 2002). L’activité dopaminergique dans le NAc comme dans le CPFm est
fortement impliquée dans la régulation des comportements motivés (Jackson et

Moghaddam_, 2004). Ainsi comme dans le CPFm, la libération de DA dans le NAc

13 Ce test consiste en un premiére phase d’apprentissage ot I’animal regoit des chocs électriques aux pattes
sans pouvoir s’y échapper. Ensuite on redonne un choc a I’animal avec la possibilité de s’échapper,
toutefois I’animal devient indifférent au choc et ne tente pas de s’échapper. Ce modele d’impuissance
acquise est également considéré comme un modele de la dépression (Whishaw et Kolb, 2005).
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semble également témoigner de I’amplitude du stresseur (Cabib et Puglisi- Allegra,
1996). Toutefois, la sensibilité de la libération de DA dans le NAc semble différer en

fonction des stresseurs. (Jackson et Moghaddam, 2004).

Comme pour le CPFm, le role de I’activité dopaminergique dans I’amygdale ne
semble pas faire consensus. Ainsi, certains affirment que la libération de DA au niveau
désinhibe I’amygdale favorisant les comportements de peur et le conditionnement aversif
(Rozenkranz et Grace 2002; Pezze et Feldon, 2004 ; Pape, 2005 ; Marowsky et al.,
2005). D’autres soutiennent que la DA, plus particuliérement au niveau du noyau central,
limiterait certains effets néfastes associ€s a une activation prolongée de la réponse de
stress (Henke et al., 1991). Comme ces recherches ont été effectuées sur des noyaux
différents de ’amygdale, il est possible que cette apparente contradiction n’en soit pas
une, compte tenu de l’interaction entre ces noyaux (Rozenkranz et al., 2006). Il n’en
demeure pas moins qu’on assiste a une augmentation de la libération de DA dans
I’amygdale en période de stress et que celle-ci semble jouer un réle déterminant dans la
réactivité de cette région (Pape, 2005). De plus, I’activité dopaminergique dans cette
région semble &tre déterminante dans le développement de la plasticité neuronale induit

par la réponse de stress et le conditionnement aversif (Pezze et Feldon, 2004).

I’augmentation des niveaux de DA et de DOPAC est également observée dans
I’hippocampe en période de stress (Zhang et al., 1995). Contrairement aux régions
précédemment mentionnées, I’apport dopaminergique de I’hippocampe semble provenir
principalement de neurones noradrénergiques (Bischoff er al., 1979). L’effet de la
libération de dopamine sur la régulation de la réponse de stress dans cette région n’est

pas bien connu, cependant I’action de la dopamine semble €tre importante dans les
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processus mnésiques d’acquisition de nouvelles informations (Lemon et Manahan-

Vaughan, 2006).

Le systeme de neurotransmission noradrénergique est également trés important
dans la régulation de la réponse de stress. Tel que mentionné, I’activité noradrénergique
autonome est essentielle a la manifestation d’une réponse de stress. Ainsi, 1’augmentation
globale de D’activité noradrénergique entraine une augmentation des comportements
anxieux (Charney et al., 1987). La noradrénaline (NA) est également trés importante
dans le processus de régulation. Suivant 1’exposition a divers stresseurs, on assiste a la
libération de NA dans différentes régions cérébrales telles que ’amygdale et le CPFm
(Morilak et al., 2005). Catécholamine synthétisé a partir de la DA, la NA est présente
dans I’ensemble des régions mentionnées et est souvent libérée en parallele la
neurotransmission dopaminergique (Ferry et McGaugh, 2000). C’est en partie pour des
raisons d’ordre méthodologique, et non par méconnaissance de I’importance du systcme
noradrénergique dans la régulation de la réponse de stress, que la présente étude concerne

uniquement les systemes dopaminergique et sérotoninergique.

5. Stress et santé mentale

L’efficacité de la réponse de stress repose donc sur la capacité de divers systémes
neuronaux a réguler cette réponse. Par conséquent, lorsque ces mécanismes sont
fragilisés, ils risquent d’entrainer une réponse de stress inadaptée. On observe alors les
contrecoups d’une activation prolongée ou insuffisante de la réponse de stress sur le
développement de maladies ou sur I’aggravation de troubles déja présents (McEwen,
2004). Ainsi, les troubles de santé associ€s au déréglement de ’axe HHS sont aussi

vari€s que les sites d’action de ces effecteurs. Par exemple, I’hypercortisolémie est
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associée a des retards de croissance, au développement de résistance a I’insuline, & des
douleurs gastro-intestinales chroniques, a une déficience immunitaire, a I’hypertension,
a des troubles cardiovasculaires et a 1’ostéoporose (Charmandari et al, 2005). A
I’inverse, I’hypocortisolémie est régulierement observée chez des personnes atteintes de
fatigue chronique et de fibromyalgie. Comme une fonction importante de la réponse de
stress est de contribuer a développer une réponse comportementale et physiologique
adaptée, il n’est pas surprenant d’observer que des anomalies dans I’activité de I’axe
HHS soient également associées a divers problemes de santé mentale (Keller et al.,
2006).

Une catégorie de troubles psychiatriques semble étre directement associée a
P’activité anormale de I’axe HHS. Les troubles reli€s au stress (stress-related disorders)
comprennent entre autre le syndrome de stress post traumatique (SSPT), les troubles
anxieux et les troubles affectifs (Keller et al. 2006). La plupart de ces troubles présentent
des anomalies associées a I’axe HHS ainsi qu’aux divers systemes de régulation de la
réponse de stress, autant au niveau basal qu’en période de stress. Plusieurs chercheurs
soutiennent que ces déréglements, loins d’étre une conséquence de certains troubles en
serait davantage la cause (Barden, 2004 ; Van Praag et al., 2004 ; Seckl et Meaney,
2006).

La dépression est le trouble affectif qui a regu le plus d’attention ces dernieres
années, d’abord parce qu’il a connu une hausse fulgurante et qu’il constitue une des
principales sources d’inaptitude des pays occidentaux (OMS). Plusieurs recherches
cliniques soutiennent que plusieurs éléments reli€s a la régulation de la réponse de stress
semblent étre altérés chez les dépressifs (Hasler er al., 2004). En recherche pré clinique,

la grande majorité des modeles animaux de la dépression est basée sur un déreéglement de
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la réponse de stress, que ce soit par des procédures comportementales tel que le stress
chronique ou par des modifications physiologiques, pharmacologiques ou génétiques
(Fuchs et Fliugge, 2006). 11 existe divers types de dépression qui ne présentent pas
d’altérations de la réponse de stress, toutefois la dépression majeure semble étre
fortement li€, voir induite par des dysfonctions de la réponse de stress (Van Praag et al.,
2004).

5.1 Depression majeure et HHS

Sachar et al démontra en 1970 que les dépressifs présentaient une augmentation
du niveau de cortisol de ’ACTH et du CRF, mais également un décalage du cycle
circadien (Deuschle et al., 1997, Nemeroff et al,, 1984). 1l a ét€ démontré que les
moments ou les gens se considérent anxieux, de mauvaise humeur et ol ils ont davantage
de disputes coincident avec une augmentation du cortisol salivaire (Van Eck et al., 1996).
Les gens qui prennent des corticostéroides présentent plus de risque de développer des
dépressions majeures (Patten, 2000). En plus d’un niveau basal élevé de cortisol, les
dépressifs sécretent davantage de cortisol en période de stress (Van Praag et al., 2004).
De plus, il semblerait que la normalisation de I’hyperactivité de ’axe HHS soit un
facteur d’efficacité du traitement de la dépression (Greden et al., 1983 ; Holsboer-
Trachsler et al., 1991 ; Barden, 1999).

Chez les animaux, 1’exposition chronique a différents types de stresseurs entraine
également une augmentation de I’activité de ’axe HHS (Van Praag et al., 2004). Ainsi,
I’exposition chronique,autour de 21 jours, a des stressseurs d’ordre physique ou
psychologique tels que I’électrification des pattes, I’immobilisation ou la nage forcée
augmentent la libération de glucocorticoides, d’ACTH et de CRH et sont associés avec

une augmentation du comportement anxieux (Gomez et al., 1996; Vyas et Chattarji,
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2004 ; Ma et Morilak, 2005) . Il semble que I’exposition chronique a un stresseur
favoriserait la dérégulation de I’axe HHS qui reposerait en partie sur une réduction du
mécanisme de rétro inhibition induit par les glucocorticoides (Jacobson et Sapolsky,
1991 ; Makino et al., 1995). Chez les animaux, le stress chronique ou I’administration de
corticostérone entrainerait une réduction de I’expression des GRs et de MRs dans
I’hippocampe, principal centre de l’inhibition de 1’axe HHS (Herman et al, 1995 ;
Magarinos et al., 1997 ; Sapolsky et al., 2000). Des souris génétiquement modifiées pour
exprimer un nombre réduit de GR présentent des taux plus élevés d’ACTH et de
corticostérone (Montkowski et al., 1995). En effet, il semblerait que les personnes
atteintes de dépression présenteraient densité de liaison des GRs réduite sur les plaquettes
sanguines ( Van Praag et al., 2004) et que la capacité de réguler I’axe HHS par les GR
serait réduite chez les dépressifs (Young et Vazquez, 1996 ; Modell et al .,1997). Des
études post mortem soutiennent €galement la réduction du nombre de GR cérébrales
(Dinan, 1994). De plus, certains antidépresseurs augmenteraient la transcription ARNm
du GR in vitro (Pépin et al.,1989).

5.2 Neuroanatomie et dépression majeure

Des études volumétriques effectuées chez des patients dépressifs ont révélé
plusieurs anormalités structurales. Les modifications les plus souvent rapportées sont une
réduction du volume de I’hippocampe et du cortex cingulaire subgenual et prégenual”(
Sheline et al., 1996, 1999 ; Drevets, 2001; Weniger et al., 2006). Toutefois, ces
changements ne semblent pas nécessairement reli€s a une augmentation du niveau de
cortisol ( Vythilingam et al. 2004 ; Colla et al., 2006). L’amygdale semble également

présenter des variations de volumes, mais alors que certaines €tudes démontrent une

" Structures corticales chez 1’humain qui correspondent au cortex préfrontal chez le rat.



43

réduction (Drevets et al, 2003; Siegle et al, 2003 ) d’autres démontrent une
augmentation (Weniger et al., 2006). Cependant, contrairement aux autres structures, la
réduction de volume de I’amygdale serait associée a une hyperactivité, mesurée par
imagerie fonctionnelle (Siegle et al,, 2003). De plus, I'activité de I’amygdale serait
corrélée positivement avec le taux de cortisol (Drevets et al., 1992). Des études
d’imagerie fonctionnelle ont démontré que I’activité de I’amygdale en période de repos
€tait augmentée chez les personnes dépressives et que son activité était positivement
corrélée avec le niveau de sévérit€ de la dépression (Drevets et al, 1995, 1992,
Abercrombie et al., 1998).

La latéralisation de certaines régions semblerait également altérée chez les
personnes souffrant de dépression majeure (Sullivan et Gratton, 2002). Des études
d’imagerie fonctionnelle ont permis d’observer que 1’amygdale gauche était davantage
active en période de repos chez les dépressifs (Drevets et al., 2002). Certaines études ont
également recensé une réduction du volume du cortex cingulaire antérieur (CCA) et de
I’insula antérieure gauche chez les familles présentant des troubles affectifs (Drevets et
al., 1992, 1997 ; Hirayasu et al., 1999).

Chez les animaux, la plupart des modeles de stress chronique entraine des
modifications importantes de I’hippocampe qui s’apparentent a celles observées chez les
dépressifs (McEwen, 2001 ; De Kloet et al., 2005) : la réduction de I’arborisation et de
la taille des dendrites apicale du CA3 de méme qu’une réduction des contacts
synaptiques (Woolley er al,, 1990; Magarinos et al., 1996; Sandi et al., 2003 ). Une
augmentation de ’excitotoxicité glutamatergique est également observée au niveau du

CA3 (Kole et al., 2002). Lors de stress chronique, 1’arrét de la neurogénése se prolonge

sur plusieurs semaines aprés l'induction du stress (Wong et Herbert, 2004). Une
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altération de la potentialisation a long terme (PLT) (mécanisme neuronale essentiel a
I’acquisition de I’information) est également observée dans I’ensemble de I’hippocampe
(Alfarez et al., 2003). Des effets similaires sont observés au niveau de 1’arborisation du
CPFm (Cook et Wellman 2004, Wellman, 2001, Liston et al., 2006 ; Radley et al., 2006).
L’effet du stress chronique sur I’amygdale est ambigu; certaines €tudes rapportant une
hypertrophie (Vyas et al. 2002) et d’autres une atrophie (Bennur et al., 2007).

5.3 Neurochimie et dépression majeure

L’augmentation de la neurotransmission 5-HTergique et noradrénergique et a un
moindre degré dopaminergique est la cible pharmacologique, qui a ce jour, semble le
plus efficace pour traiter la dépression. Plusieurs considérent que la dépression origine
d’une réduction de neurotransmission. Cette hypothése étiologique dite
monoaminergique de la dépression est remise en question étant donné€ la relation entre la
dépression et d’autres systemes tel que la réponse de stress (Van Praag et al., 2004). 1l
n’en demeure pas moins que ces systemes sont affectés chez les personnes dépressives et
que leurs modulations affectent la régulation de la réponse de stress.

Les dépressifs présentent généralement une diminution de tryptophane
plasmatique et de 5-HIAA dans le liquide céphalo-rachidien (Van Praag et al., 2004). La
plupart des traitements pharmacologiques et €lectriques entrainent une augmentation de
la neurotransmission 5-HTergique (Van Praag et al., 2004). La réduction de I’apport en
tryptophane provoque a l’inverse une baisse de ’humeur s’apparentant a un €pisode
dépressif particulierement chez les personnes qui ont un historique familial de dépression
(Young et al.,, 1985). Les patients dépressifs présentent une réduction du tryptophane
plasmatique ainsi qu’une réduction de la 5-HT aprés ingestion massive de tryptophane

(Deakin et al., 1990) suggérant une altération de la synthése de sérotonine.
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L’expression et la sensibilité de certains récepteurs semble également modifiée
chez les dépressifs. Ainsi, des études de topographie par émission de positrons (TEP)
démontrent une réduction du nombre de récepteur SHT1a (Drevets et al., 1999; Sargent
et al., 2000; Meltzer et al., 2004). De plus, cette réduction semble étre positivement
corrélée avec la sévérité des symptdmes (Rabiner et al., 2004). L’effet prolongé des
antidépresseurs résulterait de la désensibilisation du récepteur SHT 1a somato-dentritique
et/ou de la sensibilisation du récepteur SHT 1a post-synapique (Blier et Montigny, 1994).
Une étude récente a démontré que contrairement a une réduction globale des 5-HT1a, les
personnes souffrant de dépression majeure et non traitées présentaient davantage de 5-
HT la comparativement aux dépressifs traités et aux sujets sains (Parsey et al., 2006).
Certaines études pratiquées avec 1’azapirone, un agoniste partiel du récepteur 5-HT1a, on
démontré des effets antidépresseurs (Deakin et al.,, 1993 ; Pecknold, 1993). D’apres des
études post mortem V'expression du récepteur 5-HT2a semblerait étre accru chez les
patients dépressifs (Van Praag et al, 2004). La présence du récepteur 5-HT2a dans le
cortex de personnes dépressives a été positivement corrélée avec une augmentation de la
perception négative d’eux-mémes et du monde en général (Meyer et al, 2003). Un
polymorphisme particulier du transporteur a 5-HT semble étre retrouvé chez les
dépressifs (Caspi et al., 2003).

L’interaction entre la 5-HT et I’axe HHS semble étre déterminant dans la
manifestation de certains symptomes. Ainsi, chez des patients en rémission auxquels on
supprime l’apport en tryptophane seuls ceux qui présentent des taux de cortisol
anormalement élevés manifestent des symptomes dépressifs (Van Praag et al., 2004). En
contrepartie, I’administration de tryptophane pendant deux semaines augmente la rétro-

inhibition de I’axe HHS, mesurée par le test de résistance au déxaméthasone (Nuller et
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Ostroumova, 1980). 11 semble donc que I’augmentation de I’activité sérotoninergique
favorise une meilleure régulation de 1’axe HHS et que cette amélioration soit
déterminante dans I’observation des effets thérapeutiques (Van Praag et al., 2004).

Chez les animaux une réduction de l’apport en tryptophane provoque une
réduction importante du niveau de 5-HT (Moja et al,, 1989). Dans divers types de
modeles animaux de la dépression, tel que la détresse acquise, 1’administration
d’agoniste SHTla produit des effets antidépresseurs et anxiolytiques (Borsini et
al.,1999 ; Mayorga et al., 2001). Contrairement, au stress aigu qui favorise une
augmentation de I’activité 5-HTergique, I’activation prolongée de 1’axe HHS semblerait
produire une réduction de la libération de SHT (Weiss et al., 1981). Lors de stress
prolongé ou de I’administration chronique de corticoides, les SHT1a de 1’hippocampe
perdent de leur sensibilit€¢ (Chaouloff, 2000) et I’expression du récepteur et de ’ARNm
est diminuée alors que le nombre SHT2a cortical augmente (Fernandes et al., 1997,
McKittrick et al., 1995). Un réduction de la liaison de SHT a son transporteur a
également €té rapportée dans ’hippocampe d’animaux stress€s chroniquement (Maines
et al., 1999),

Tout comme la 5-HT, il semblerait que la métabolisation de la dopamine soit
réduite chez les dépressifs (Brown et Gershon, 1993). De plus, il semblerait que I’effet
thérapeutique des antidépresseurs nécéssite 1’augmentation de la neurotransmission
dopaminergique et ce dans des régions importantes dans la régulation de la réponse de
stress telle que le CPFm (D’Aquila et al., 2000). Chez les animaux, I’exposition
chronique a un stresseur provoque une réduction de la dopamine dans le noyau
accumbens (Mangiavacchi et al., 2001). La réduction de ’activité dopaminergique dans

le nucleus accumbens est associ€e avec une réduction du renforcement positif qui est
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considérée similaire a I’anhédonie, symptomes important de la dépression (Pani et Gessa,
2002). Une souche particuliere de rat, les Flinders sensitive, sensible a certains
comportements dépressifs présente une réduction prolongée de la concentration de DA
dans le NAc lors du test de la nage forcée (Yadid et al., 2001). Lors de stress chronique,
on assiste a une réduction de la liaison des récepteurs D2/D3 dans le NAc (Papp et al.,
1994). L’effet des antidépresseurs dans le test de la nage forcée est réduit lorsque la
transmission dopaminergique mésolimbique est bloquée (Cervo et al., 1990). En effet,
les antidépresseurs augmentent la transmission dopaminergique au niveau mésolimbique
et mésocortical (Maj er al., 1987 ; Plaznik et al., 1987 ; Pozzi et al., 1999, Bymaster et
al., 2002). Le stress chronique entraine également une réduction de Pactivité
dopaminergique dans le cortex frontal (Bowman et al., 2003). L’activité dopaminergique
est donc globalement réduite tant chez les dépressifs que lors de stress chronique.

Les interactions entre le dysfonctionnement de la réponse de stress et la
manifestation de symptdmes présents dans la dépression sont indéniables. Des anomalies
endocrines, structurales et neurochimiques de la réponse de stress sont présentes chez les
personnes dépressives et semblent dans bien des cas se résorber suite a un traitement
efficace du trouble (Van Praag et al., 2004). Par conséquent, certains considérent que le
développement de traitements qui ciblent directement des €léments de I'axe HHS
constituerait une avenue intéressante dans le traitement de la dépression majeure
(Barden, 2004).

Indépendamment des troubles mentaux étroitement reliés au stress, tel que la
dépression, I’expérience prolongée du stress semble étre un facteur qui accélére le
développement d’un grand nombre de troubles de santé mentale. Plusieurs €tudes

soulignent que les schizophrénes sont soumis a des stresseurs psychosociaux importants
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qui de fait précopiteraient I’émergence d’épisodes psychotiques (Corcoran et al., 2003).
Les personnes atteintes de schizophrénie présentent une réponse de stress accentuées
lors de stress psychologique (Jansen et al., 1998, 2000). A I’inverse, le trouble du déficit
d’attention et d’hyperactivité (TDAH) est associ€ avec l’incapacité de produire une
réponse de stress suffisante (King et al., 1998). Physiologiquement, on observe une
hyperactivité de I’axe HHS dans divers troubles tel que 1’anorexie, les troubles de
panique et I’alcoolisme (Charmandari et al, 2005). Le stress est aussi un facteur qui
potentialise les troubles de dépendance aux drogues d’abus (Erb et al., 1996, 1998).
Ainsi, pour plusieurs chercheurs la présence d’anomalies de 1’axe HHS dans divers
troubles psychiatriques suggere 1’existence d’un phénotype commun qui, en fonction de
facteurs génétiques et environnementaux particuliers se manifesterait en diverses
psychopathologies (Charmandari et al., 2005).

6. Facteurs modifiant la réponse de stress: environnement néonatal et sexe

La réponse de stress est influencée par plusieurs facteurs endogenes et exogenes.
Agissant sur I’ensemble des constituants de la réponse de stress ainsi que sur les
systtmes de régulation, I’environnement néonatal et le sexe sont deux facteurs
déterminants dans la modulation de la réponse de stress.

6.1 Environnement nénonatal

6.1.1 Les soins maternels et le développement de la réponse de stress

Dans bien des cas, I’historique des personnes atteintes de troubles psychiatriques
révele une enfance difficile. Que se soit des abus, de la négligence ou la perte
prématurée d’un parent, I’expérience de ces événements en bas age est associée avec le
développement de certains troubles psychiatriques dont la dépression (Jones, 1997, Agid

et al., 1999, Graham et al., 1999). Plongés dans des environnements anormalement



49

stressants, ces enfants développent diverses anomalies de la réponse de stress qui perdure
au-dela de la période d’abus ou de négligence (Ladd et al., 1996 ; De Bellis et al., 1999 ;
Teicher et al., 2003).

Depuis plusieurs années, on étudie chez les animaux I’impact des soins maternels
et des variations de I’environnement périnatal sur le développement de la réponse de
stress. Plusieurs modeles animaux ont ét€ développés dans le but de reproduire un
environnement difficile pour les petits afin de mieux comprendre les conséquences
neurobiologiques a court et a long terme. Les plus connus sont le stress prénatal et la
séparation maternelle (Pryce et al., 2005). L’application de ces procédures occasionnent
le développement de plusieurs caractéristiques endocriniennes, neurobiologiques et
comportementales s’apparentant a la dépression (Pryce et al., 2005). Hypercortisolémie,
réduction du volume de I’hippocampe, augmentation des comportements dépressifs
caractérisent les rats ayant subis un stress pré ou néonatal (Levine , 1967 ; Fride et al.,
1986 ; Uno et al., 1989 ; Vallée et al, 1997 ; Coplan et al., 1998 ; Takahashi, 1998 ;
Andersen et Teicher, 2004 ). Malgré que ces deux procédures soient différentes, on y
retrouvent certaines constantes, dont la modification du comportement maternel (Pryce et
al., 2005).

La relation que la mere entretient avec sa portée entrainerait I’activation d’une
foule de mécanismes €pi génétiques qui aiguillerait ’organisme afin de développer
d’une réponse de stress optimale, c'est-a-dire adaptée a 1’environnement présent (Zhang
et al., 2004). C’est suivant 21 a 23 jours de gestation que la mere donne naissance a une
portée de ratons qui naissent aveugles, imberbes et sans activité urinaire et défécatoire
(Polan et Hofer, 1999). Les soins maternels sont 2 ce moment vitaux, permettant entre

autres la thermorégulation et la régulation du rythme cardiaque et de I’activité gastro-
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intestinale (Hofer, 1994). Attirée par leurs odeurs et I’émission d’ultrason, la mere
maintient ces petits dans le nid et les recouvre en formant une arche favorisant 1’acces
aux mamelles tout en maintenant la température du nid autour de 37 degré C (Jans et
Woodside, 1990). Elle les toilette et leur léche principalement la téte et la région ano-
génitale (Fleming et Rosenblatt, 197). Ces soins favorisent le développement tactile et
I’activité défécatoire des petits tout en maintenant 1’apport en sodium de la mere par
I’ingestion de I’urine (Thiels et al., 1990, Brouette-Lahlou et al., 1999).

Des variations dans le comportement maternel s’observent pour diverses souches
de rats et sembleraient étre reliées au développement de certaines anomalies chez les
ratons (Moore et al., 1997). Il semblerait que ces variations de soins entrainent chez les
Long-Evans des modifications permanentes de la réponse de stress (Zhang et al., 2004).
Liu et al., ont ainsi démontré qu’il existait une corrélation négative entre la fréquence de
certains soins maternels et 1’activité de I’axe HHS lors de stress chez la progéniture
devenue adulte (Liu et al., 1997). De plus, ils observerent que ces méme soins €taient
positivement corrélés avec 1’expression d’ARNm du GR dans I’hippocampe et
négativement corrélés avec 1’expression de ’ARNm du CRF dans le PVN (Liu et al,
1997). Au-dela de I’observation de ces corrélations, des études en biologie moléculaire
semblent démontrer que !’action de léchage et toilettage contribuerait directement a
I’activation de diverses voies de signalisation cellulaire qui, ultimement permettraient la
transcription du géne codant pour ’ARNm du GR (Weaver et al., 2004).

Séparés en deux sous-groupes nommées en fonction du taux de soins maternels
on reconnait les High LG-ABN (licking, grooming et arch back nursing) et les Low LG-
ABN. Les femelles High LG-ABN et Low LG-ABN donnent naissance au méme nombre

de petits par portée et de poids équivalents suggérant que ces variations de soins
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demeurent a I’intérieur d’un taux normal de soins qui ne semblent pas affecter la survie
de la portée (Zhang et al., 2004). Toutefois, plusieurs propriét€s neurobiologiques
different entre ces des deux groupes. Ainsi, les High LG-ABN expriment davantage de
récepteurs GABAa dans les noyaux basolatéral et central de ’amygdale et du LC. De
plus, ils présentent une réduction du récepteur CRF-1 dans le LC (Liu et al., 1997,). Ces
propriétés neurobiologiques favoriseraient une inhibition plus rapide des structures
activatrices de la réponse de stress (Champagne et al., 2003). Le comportement anxieux
differe également en fonction de ces sous-grouges, les rats High LG-ABN explorant
davantage dans le test de I’espace ouvert (OF) (Francis et al., 1999).
6.1.2 Modéliser les soins maternels: les manipulations néonatales

L’importance des soins maternels dans le développement de la réponse de stress
avait déja été soulevée avant la découverte des High LG-ABN et Low LG-ABN. Dans la
nature, les rattes doivent quitter le nid réguliérement afin de pourvoir a ses besoins et a
ceux de sa portée. Dans I’optique de reproduire une dynamique plus naturelle, on sépara
brievement la mére des petits. Il en résultat une augmentation des comportements de
léchage et de toilettage des petits (Meaney et al., 1985; Levine et al., 1988 ; Plotsky and
Meaney, 1993 ; Liu et al., 1997, Pryce et al, 2001). Un modele animal a donc €été
développé afin d’accroitre le taux de soin maternel. La procédure de manipulation
néonatale (H) consiste d’abord en le retrait de la mére et ensuite des petits de la cage
initiale. Manipulés un a un, les petits sont disposés dans une cage recouverte de papier
pour une période d’environ 15 minutes. La manipulation des ratons ainsi que I’exposition
a2 un nouvel environnement sont des paramétres qui favoriseraient €galement le

développement des systtmes de régulation de la réponse de stress (Tang et al., 2006).
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Cette procédure est effectuée a tous les jours a partir du jours 1 suivant la naissance et ce
jusqu’au 15° jour (Levine, 1967).

Ainsi on différencie les animaux ayant recu cette procédure en H (pour handled)
et NH ( pour non handled). Adulte, les H s’adaptent généralement plus facilement a des
environnements stressants explorant davantage lors de tests tel que I’OF, la boite
d’exploration et dans certains cas I’EPM (Meaney et al., 1985; Plotsky and Meaney,
1993; Nunez et al., 1996; Vallée et al., 1997, Meerlo, et al., 1999; Ploj et al.,
1999 ; Levine, 2002 ; Chapillon et al, 2002; Sullivan et Dufresne, 2006).
Physiologiquement, on observe une réduction de la sécrétion d’ACTH et de CORT en
période de stress et retour a la normal plus rapide de I’activité de I’axe HHS (Levine,
1962; Meaney et al., 1985; Plotsky and Meaney, 1993; Nunez et al., 1996; Vallée et al.,
1997 ; Liu et al., 1997 ; Durand et al., 1998; Meerlo, et al., 1999; Ploj et al., 1999 ;
Levine, 2002 ; Panagiotaropoulos, et al., 2004 ; Sullivan et Dufresne 2006 ). On observe
également une réduction de I’expression de ’ARNm du CRF dans le PVN et une
activation du noyau central de I’amygdale (Fenoglio et al., 2006, Plotsky et al., 2005).

Le développement d’une réponse comportementale et physiologique adaptée est
partie intégrante d’une réponse de stress efficace. De fait le H favorise une capacité
d’adaptation accrue a un stresseur chronique et répété (Costela et al., 1995 ; Tejedor Real
et al., 1998 ; Sullivan et Dufresne, 2006). Les effets du H sont également observables
dans les divers syst¢mes de régulation de la réponse de stress. Tout d’abord on observe
une augmentation de I’expression du récepteur GRs et de son ARNm dans 1’hippocampe
et le cortex frontal favorisant une rétro-inhibition de I’axe HHS se manifestant par une
réduction de ’ARNm du CRH (Meaney et al., 1985; Plotsky and Meaney, 1993 ; Seckl

et Meaney 2004, Meaney et al., 1996). La latéralisation cérébrale des fonctions émotives
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est aussi accrue par cette procédure (Denenberg, 1981 ; Tang et al., 2003 ; Tang et Reeb,
2004).

Les systémes neurochimiques de régulation de la réponse de stress sont également
modulés par cette procédure. Les H expriment moins de récepteurs D3 dans le nucleus
accumbens (Brake er al., 2004). Lorsque petit, les H présentent une augmentation de la
métabolisation de la sérotonine dans I’hippocampe et le cortex frontal (Smythe et al,
1994). A I’dge adulte, I’expression dans hippocampe du récepteur 5-HTla et de son
ARNm est également accrue (Garoflos et al., 2005, Stamatakis et al, 2006). La
latéralisation des fonctions dopaminergiques préfrontale semble €galement €tre accrue
(Sullivan et Dufresne, 2006). Le H est une procédure largement utilisée afin de
développer un phénotype particulier de réponse au stress qui présente une régulation de
I’axe HHS optimale.

6.2 Différences sexuelles et réponse de stress

6.2.1 Stress, différences sexuelles et santé mentale

La réponse de stress des hommes et des femmes a longtemps €té considérée
comme largement similaire, ce qui explique en partie que la majorit€ de nos
connaissances sur les mécanismes de régulation de la réponse de stress proviennent
presque exclusivement d’études sur des méles (Taylor et al., 2000). Hors, il existe des
différences sexuelles importantes qui sembleraient jouer un r6le dans le développement
de certaines psychophathologies reliées a la réponse de stress telle que la dépression

(Motzer et Herting, 2004).
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Depuis longtemps, on observe une dichotomie de genre dans certains types de
troubles'>. Ainsi, la plupart des troubles affectifs et anxieux semblent atteindre davantage
les femmes que les hommes (Kessler, 2003). Elles sont également plus sensibles a
développer des épisodes de stress post traumatique (Steiner, 2006 ; Breslau, 2002 ;
Holbrook et al., 2001). De plus, certains troubles mentaux semblent fortement liés a la
biologie particuliére des femmes tels que le syndrome prémenstruel, les troubles
dysphoriques prémenstruelles, les psychoses postpartum et finalement la dépression
associée a la grossesse, au postpartum et a la ménopause (Noble 2005).

Cette apparente spécificité semble également étre associée a des modifications de
I’activité de I’axe HHS. Des études cliniques ont démontré€ que les variations de cyclicité
circadienne et I’absence de suppression de cortisol suivant le test au déxaméthasone'®
sont plus prononcées chez les femmes dépressives comparativement aux hommes et aux
femmes non dépressives (Young, 1995; Armitage et Hoffman, 2001 ; Young et
Veldhuis, 2006,). L’augmentation du niveau de cortisol matinal semblerait &tre
uniquement observable chez les femmes dépressives (Young, 1995). Des recherches
conduites sous la direction de Bruder ont démontré I’existence d’un modele d’asymétrie
cérébrale chez les personnes dépressives qui permet d’identifier les répondants a la
fluoxetine (inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine) et ce uniquement chez les

femmes (Bruder et al., 2001; 2004). Ultimement, I’efficacité de certains traitements

semblerait également varier en fonction du sexe (Gorman 2006).

'> Exploring the Biological Contributions to Human Health: Does Sex Matter? (2001) Institute of
Medicine, The national academies of Press.

'® Le test du déxaméthasone est aussi appelée test du freinage de la cortico-surrénale. Ainsi,
I’administration du déxaméthasone, un agoniste des récepteurs a corticoide entraine normalement une
réduction de la sécrétion de la concentration plasmatique de cortisol.
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Indépendamment d’un état pathologique, plusieurs différences sexuelles
concernant 1’activation de la réponse de stress et certains systémes de régulation ont été
rapportées (Kirschbaum et al., 1995, 1999 ; Kuldeilka, 1999, 2004 ; Traustadottir et al.,
2003, 2005; Uhart et al., 2006). Structures cruciales dans la régulation de la réponse de
stress, le volume de ’hippocampe et de I’amygdale differe en fonction du sexe (Cahill
2005, Hamann, 2005). Lors d’événements émotifs et pendant la reconsolidation de ces
événements, on observe une activation latéralis€e des amygdales qui est inversée en
fonction du sexe (Cahill et al. 2004). La connectivité entre les deux amygdales serait
également plus grande chez les femmes (Canli et al., 2002). Exposées a un stimulus
aversif, les femmes présenteraient une activation plus importante du cortex orbitofrontal
et cingulaire (Bradley et al, 2001, Wrase et al., 2003). Des études de topographie a
émission de positron (TEP) ont également démontré que les femmes synthétisaient moins
de 5-HT (Nishizawa et al., 1997).

6.2.2 Etudes animales

Chez les rats, I’activité basale de I’axe HHS, mesurée par les concentrations de
corticoides et d’ACTH, est plus élevée chez les femelles (Lesniewska et al., 1990 ;
Drossopoulou et al., 2004 ; Panagiotaropoulos et al., 2004). Il en va de méme des rattes
qui, lorsque stressées, libérent davantage de corticoides et d’ACTH (Viau et Meaney et
al., 1991; Burgess et Handa, 1992 ; Rivier, 1999 ; Figueiredo et al., 2002. De plus, ces
concentrations diminuent plus lentement que chez les rats (Kant et al., 1983). Le taux de
globuline, protéine de liaison des corticostéroides, est également plus €élevé chez les
rattes (Rousseau et al.,, 1972). Ainsi, il semblerait que I’activité de I’axe HHS serait donc
globalement plus €levée chez les femelles comparativement aux maéles. L’activité du

systéme autonome est également plus importante chez les rattes présentant un plus haut
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taux de décharge du LC en période de stress (Curtis et al., 2006). Toutefois, des €tudes
d’autoradiographies sur I’expression et I’affinité des MRs et GRs présentent des résultats
variables qui nous empéchent de tirer des conclusions assurées quant aux possibles
différences sexuelles (Turner et Weaver 1985 ; McCormick et al., 1994 ; MacLusky et
al., 1996).

La réponse de stress plus active des rattes se manifeste également dans leur
comportement. Exposées a un stress de prédation, elles adoptent un comportement plus
défensif que les rats (Perrot-Sinal et al., 2004 ; Blanchard et al., 1991,1990). De plus,
I’exposition a un stresseur réduit significativement leur comportement d’exploration
dans le labyrinthe élevé en croix, alors qu’il produit trés peu d’effet chez les rats (Leuner
et al., 2004). L’adaptation de D’activité neuronale et endocrinienne généralement
observée aprés l’exposition répétée a un stresseur doux ne semble pas toujours
observable chez les femelles comparativement aux méles (Kennett et al., 1986; Haleem
et al., 1988 ; Mendelson et McEwen 1991 ; Lunga et Herbert, 2004 ).

A la lumiere de I’information présentée jusqu’a présent, il serait conséquent de
conclure que les rattes sont globalement plus stressées et que leurs divers systtmes de
régulation de la réponse de stress semblent étre plus fragiles. Hors, lorsque exposées a
d’autres paradigmes de stress, cette tendance est renversée. Ainsi, suivant un stress
chronique sévére (6 hrs. d’immobilisation par jour pendant 21 jours), les rattes
s’habituent plus rapidement que les rats et présentent des taux de corticostéroides et de
CRF comparable au groupe contrle tandis que ceux des rats demeurent
significativement plus élevés (Duncko et al., 2001 ; Bowman et al., 2003, Kitraki et al.,

2004). De plus, I’exposition & un stress chronique n’entraine aucun changement du

comportement anxieux, mesuré dans I’EPM, des rattes alors qu’il est accru chez les
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males (Mitra et al., 2005). Les rattes semblent €galement moins réagir a divers modeles
de la dépression tel que le test de la nage forcée et le modele de détresse acquise
(Steenbergen et al., 1989 ; Alonso et al., 1991; Barros et Ferigolo, 1998 ; Brotto et al.,
2000). Divers tests d’évaluation du comportement anxieux tels que I’EPM et I’OF
démontrent que les rattes sont moins anxieuses que les rats (Johnston et File, 1991 ;
Zimmerberg et Farley, 1993). Le portrait quant aux différences sexuelles dans la réponse
de stress semble donc beaucoup plus complexe et subtil que certaines €tudes le laisse
penser.

Au-dela de la réponse de stress, l’activit€ de certaines régions cérébrales
impliquées dans la régulation de la réponse de stress présente également un dimorphisme
sexuel. Suivant I’exposition a un stresseur, I’activité glycolique de I’hippocampe et de
I’amygdale semble étre plus importante chez les rattes (Brown et al., 1996). L’impact du
stress sur I’altération de la neurogenése de I’hippocampe semble €tre beaucoup plus
faible voir carrément absente chez les rattes (Galea et al, 1997 ; Falconer et Galea,
2003). 11 a également été démontré que I’exposition a un stresseur altérait une tiche
cognitive relié a I’activité du CPFm et ce différemment chez les males et les femelles
(Shansky et al., 2006).

I en va de méme pour les systtmes de neurotransmission 5-HTergique,
noradrénergique et dopaminergique. Ainsi, globalement, les niveaux de tryptophane, de
sérotonine et de SHIAA dans ’ensemble du cerveau semblent plus importants chez les
rattes (Carlsson et al., 1985 ; Carlsson et Carlsson, 1988). Des analyses plus régionales
ont permis de découvrir que seul I’hippocampe des rattes contenait davantage de 5-HT et
de 5-HIAA (Haleem et al, 1990 ; Papaioannou et al., 2002). Néanmoins, d’autres

régions telles que le mPFC, I’hypothalamus et le striatum présentent davantage de 5-
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HIAA chez les rattes (Beck et Luine, 2002 ; Papaioannou et al., 2002 ; Panagiotrapoulos
et al., 2004). Toutefois, il semble que le taux de décharge des neurones 5-HTergique du
NRD est plus important chez les rats comparativement aux rattes (Klink er al., 2002).
Les rattes exprimeraient aussi davantage de récepteur 5-HT2a dans I’hippocampe
comparativement aux rats (Zhang et al., 1999). Finalement, les rattes semblent plus
sensibles aux variations des niveaux de 5-HT dans I’hippocampe, mesuré par certains
comportements tel que le tremblement (Haleem et al., 1990).

Suivant I’exposition a diverses formes de stresseurs tels que le test de la nage
forcée, I’exposition aigu€ ou répétée a un stress de restriction physique, on observe une
modification de I’activité 5-HTergique des rattes alors qu’aucun changement n’est
observable chez les rats (Kennett et al.,, 1986 ; Mendelson SD and McEwen 1991 ;
Bellido et al., 2003 ; Bowman et al., 2003 ; Drossoupoulou et al., 2004 ; Dalla et al,
2005). L’administration d’un agoniste 5-HT1a produit davantage d’effets anxiolytiques
chez les femelles (Blanchard et al. 1992). La neurotransmission 5-HTergique présente
donc des différences sexuelles importantes tant au niveau basal qu’en période de stress.

En général, I’activité dopaminergique de la voie nigro-striée et méso-limbique
semble étre plus importante chez les femelles que les méles (Thompson et Moss, 1997 ;
Walker et al., 2000, 2006; Becker et al., 2001; Thompson et Certain, 2005; Dluzen et
Mickley, 2005). Cependant, ces différences ne semblent apparaitre que lorsque le
systeme est stimulé par 1’administration de diverses drogues (cocaine, amphétamine) ou
par des stimulations électriques (Walker et al., 2000, 2006; Becker et al., 2001). Ces
effets semblent &tre en partie attribuables a ’action de I’estrogéne sur I’activité
dopaminergique (Dluzen, 2000 ; Becker, 1999). L’administration de cocaine active

davantage I’axe HHS chez les femelles comparativement aux males (Kuhn et Francis,
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1997). L’exposition chronique au stress de restriction entralne une augmentation de la
concentration tissulaire de DOPAC dans le cortex frontal des maéles (Bowman et al.,
2003). Jusqu’ici, trées peu d’études se sont attardées aux différences sexuelles dans
I’activité dopaminergique reliée a la réponse de stress.

Tel que mentionné, 1’importance de la période périnatal semble &tre déterminante
dans le développement de la réponse au stress. La plupart de ces études ont été effectuées
uniquement a partir de rats et les recherches prenant en comptes les rattes ont démontré
des effets différents. La manipulation néonatal qui semble réduire la réponse de stress
chez les rats produirait des effets moins prononcés et voir différents chez les rattes (Park
et al., 2003, Panagiotaropoulos et al. 2004). Ainsi, il a été observé que les femelles ayant
subit le H présentent un temps d’immobilité plus important que les femelles NH dans le
test de la nage forcée (Panagiotaropoulos et al. 2004). Ces variations ne semblent pas
attribuables aux comportements que la mére porte aux males et aux femelles puisqu’il est
le méme pour environ les douze premiers jours suivant la naissance et que cette
procédure se passe sur les quinze premier jours (Champagne et al., 2003). Finalement, il
existe plusieurs différences sexuelles en ce qui a trait la latéralit€ et la morphologie du
cortex frontal cérébrale qui semblerait étre fortement reli€s a I’action des hormones
sexuelles pendant cette période (Stewart et Kolb, 1988 ; Diamond, 1991; Wisniewski,
1998).

Les études recensées dans D’activité et la régulation de la réponse de stress ne
permettent pas a ce jour de caractériser clairement le sens et I’ampleur des différences
sexuelles. Employant divers paradigmes de stress, ces études ne concernent généralement
que la réactivité¢ de la réponse de stress et trés peu s’attardent aux principales

composantes régulatrices de la réponse de stress.
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7. Résumé

La réponse de stress est une réponse complexe qui, dans son sens large, permet a
I’organisme d’identifier rapidement un stresseur, de mobiliser les ressources énergétiques
nécessaire a la production d’une réponse comportementale et d’encoder I’information
associ€e au stresseur afin de réduire son potentiel stressant. Ces trois principales
composantes de la réponse de stress sont gouvernées par différents systemes biologiques,
notamment I’axe HHS et P’activité monoaminergique des régions corticales et sous
corticales. Il existe une relation importante entre le dysfonctionnement des effecteurs de
la réponse de stress et la prévalence de divers troubles de santé mentale dont la
dépression. L’environnement périnatal est un des principaux facteurs dans le
développement d’une réponse de stress inadéquate et dans ’incidence de plusieurs
troubles psychiatriques. Le genre est un autre élément déterminant ou les femmes
constituent la population la plus touchée par ces troubles. Des études cliniques et
précliniques ont d’ailleurs soulignées d’importantes différences sexuelles quant a la
réponse de stress ; I’hétérogénéité des résultats fait €tat de différences complexes qui
nécessitent d’étre clarifiées. De plus, trés peu d’études se sont attardées a I’effet de
modifications de ’environnement néonatal sur ces différences sexuelles. Il existe donc
un réel besoin de caractériser les différences sexuelles quant aux effets de
I’environnement néonatal sur ’ensemble des composantes activatrices et régulatrices de

la réponse de stress.
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Objectifs

L’objectif de cette étude est de caractériser les différences sexuelles dans I’effet
du H sur Dactivité et la régulation de la réponse de stress quantifi€é a partir : 1) du
comportement d’exploration, 2) des niveaux d’hormones de stress suivant 1’exposition a
un stress aigu ou répété, et 3) des niveaux tissulaires post-mortem de DA, 5-HT et de leur
métabolites dans les régions cérébrales importantes dans la régulation de la réponse de
stress.

Nous avons choisi le H comme procédure néonatale car nous voulions
promouvoir les systémes de régulation de la réponse de stress (du moins chez les males)
et parce que les quelques études de H employant des males et des femelles ont démontré
un effet différent dans la réactivité de la réponse de stress chez les femelles sans s’€tre
attardées aux syst¢mes de régulation (Park et al., 2003; Panagiotaropoulos et al., 2004).
Les animaux ont été exposés a un stress aigu ou répété afin d’évaluer le phénomeéne
d’habituation de la réponse de stress qui témoigne de Defficacité des systemes
régulateurs. Afin d’évaluer I’efficacité des mécanismes de rétro-inhibition de I’axe HHS,
les concentrations d’hormones de stress ont également ét€ mesurées une heure apres la
fin de I’exposition au stresseur. Ainsi, les mesures neurochimiques, contrairement a la
plupart des études, ont été prélevées de deux a quatre heures aprés ce dernier
prélevement sanguin. Ces mesures neurochimiques sont donc davantage le reflet de
’activité cérébrale basale et non d’une activation cérébrale en réaction a un stresseur. II
est important de souligner que nous nous attardons a [’activit€ neurochimique de
plusieurs régions impliquées dans la régulation du stress et des €motions qui sont
rarement toutes investiguées dans une méme étude. Les concentrations tissulaires

monoaminergiques ont €t€ recueillies séparément pour chaque hémisphere, la
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latéralisation hémisphérique étant un facteur important dans la régulation de la réponse
de stress qui est favorisée par le H (Denenberg, 1981 ; Sullivan et Dufresne, 2006) et
semble différer en fonction du sexe (Wisniewski, 1998 ; Diamond, 1991; Stewart et
Kolb, 1988; Morris et al., 2004). Finalement, I’ensemble des mesures comportementales,
neurcendocriniennes et neurochimiques seront récoltées chez un méme individu afin
d’examiner certaines corrélations entre le niveau d’activité de la réponse de stress et
I’activité des systemes de régulation.

Les détails techniques de la réalisation de ce projet sont exposés dans la section
méthodologie suivante ainsi que dans la section « methodology » de Iarticle présenté
dans ce mémoire.

Hypothéses

Il est important de souligner le caractére exploratoire de cette étude étant donné€ le
peu d’informations disponibles a ce jour sur I’effet de stimulations néonatales sur les
différences sexuelles. De plus, la disparité des résultats quant aux différences sexuelles
dans la réponse de stress (ex : aigu vs chronique), de méme que dans I’activité des
systtmes de régulation 5-HTergique et dopaminergique, réaffirme le caractere
exploratoire du projet. Néanmoins, a la lumiere de la littérature présentée dans les
sections précédentes nous sommes en mesure de proposer les hypothéses suivantes.

Hypothése 1. Concernant le comportement : Chez les males, le H résultera en une

augmentation de I’exploration relativement au NH et cet effet sera moins apparent chez
les femelles.

Hypothése 2. Concernant I’activité neuroendocrinienne : Les femelles présenteront des

concentrations plus élevées d’hormones de stress et auront une augmentation plus

prononcée des concentrations suivant ’exposition au stresseur aigue comparativement
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aux mailes. Suivant 1’exposition répétée, les mailes manifesteront une réduction des
concentrations hormonales plus importante que les femelles (comparativement au stress
aigu). Le H favorisera le phénomeéne d’habituation davantage chez les méles que les
femelles.

Hypothése 3. Concernant la neurochimie : Compte tenu que ’activité dopaminergique et
5-HTergique semble adaptative dans la régulation du stress et des émotions, les males
présenteront davantage de métabolisation dans I’ensemble des régions sensibles au stress
comparativement aux femelles. Le H favorisera la métabolisation monoaminergique, et
ce particulierement chez les méles.

Hypothése 4. Concernant la latéralisation : En général, le H augmentera la latéralisation

neurochimique, plus particulierement dans I’hémisphere droit, et ce phénomeéne sera
probablement plus prononc€ chez les males, cependant I’absence de données de ce genre

rend nos prédictions difficiles.
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L’ensemble de la procédure expérimentale est conforme au guide du Conseil
Canadien de la protection des animaux et a recu 1’approbation du comité d’éthique de la
recherche de I’hopital Louis-H. Lafontaine.

Animaux et procédure de manipulations néonatales

Des rattes Long-Evans gestantes (en provenance de Charles River, St-Constant)
ont été acclimatées a I’animalerie 7- 10 jours avant la mise bas. Les animaux ont €té
maintenus dans un cycle de luminosité de 12 hrs jour/nuit avec un acces illimité a I’eau et
la nourriture.

Suivant la naissance, les portées ont été restreintes 2 12 ratons avec un nombre
relativement équivalent de maéles et femelles. La procédure de manipulations néonatales
(H) a été pratiquée sur tous les ratons des portées préalablement choisies au hasard. Le H
fut prodigué durant les quatorze premier jours suivant la naissance entre 10 : 00 et 11 : 00
am. Dans un premier temps, la mére est retirée de la cage, ensuite les ratons sont déposés
un 2 un dans une cage dont le fond est couvert de papier brun et ol ils demeurent pendant
quinze minutes. Les ratons sont ensuite remis dans leur cage initiale suivis du retour de la
mere. Pendant I’ensemble de la durée du H, les portées NH demeurent dans leurs cages
inchangées a I’exception du 7° jour. Par la suite, I’entretien standard des cages (nettoyées
deux fois par semaines) fut pratiqués jusqu’au sevrage des ratons au 21° jour qui furent
distribués en paire de méme sexe et de méme condition (H/NH).

Tests comportementaux

Labyrinthe en croix surélevé

Agés entre 60 et 70 jours, les rats ont été filmés pendant 5 min. dans le labyrinthe
en croix surélevé (EPM) afin d’évaluer leur comportement anxieux (Handley et

McBlane, 1993; Pellow et al., 1985). Le test a été effectué entre 10 :00 et 14 :00 hrs. avec
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un faible éclairage afin de favoriser le comportement d’exploration. Chaque rat fut placé
dans le centre du labyrinthe la téte devant un bras ouvert. La premiére mesure d’intérét
est le temps passé dans les bras ouverts et fermés, exprimé en ratio du temps passé dans
les bras ouvert/fermé, le nombre d’entrées dans les bras ouverts et fermés ainsi que le
nombre d’étirements du corps des bras fermés aux bras ouverts. Une entrée est
déterminée par le passage des quatre pattes dans un bras.

Test d’exploration avec trous

Une semaine suivant I’EPM, le comportement du rat a été€ enregistré pendant 10
min. dans une boite d’exploration (100 x 100 x 50 cm) avec des murs et contenant neuf
trous équidistants (de S5cm de diametre). Le nombre total d’exploration (1 central et 8
périphériques) des trous fut mesuré. Cette mesure permet de quantifier deux parametres.
Premiérement, ce test semble démontrer I’efficacité du H, ou les animaux ayant regu le H
investiguent significativement davantage (environ 30%) les trous que les NH (Sullivan
and Dufresne, 2006). Deuxiémement, cette mesure permet également d’observer des
différences individuelles et de subdiviser les individus a I’intérieur d’un groupe, ainsi ils
peuvent &tre subséquemment subdivisés, pour la réponse de stress, en s’assurant d’une
distribution équivalente en fonction de comportement et de niveau d’activité standard.
Stress de restriction aigu et répété

Les animaux des quatre conditions principales (méles H, femelles H, méles NH,
femelles NH) ont donc été également redistribués en fonction du nombre d’exploration
des trous durant le test d’exploration en deux sous-groupes d’exposition a un stress de
restriction aigu (A) ou répété (R). 1l s’agit donc d’une étude multifactorielle 2 X 2 X 2
comprenant 8 groupes avec entre 9-12 individus par groupe. Débutant une semaines

apres le test d’exploration, les rats exposés au stress aigu furent insérés dans un appareil
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de restriction cylindrique en plexiglas pendant 20 min. & température ambiante entre
10 :00 et 13 :00 hrs. Des échantillons de sang furent collectés par la queue aux temps 0,
20 et 80 min., correspondant respectivement a la période pré-stress, a I’activité optimale
de la réponse de stress et au retour a la normale de I’axe HHS. Les rats dans la condition
de stress répété ont subit le méme stress de 20 min. pendant cinq jours consécutifs, les
échantillons de sang ayant été prélevés le cinquieme jour seulement. Les échantillons de

sang (100-150 pl) ont été prélevés en environ 30 sec., placés dans la glace et centrifugés

pendant 15 min. a 2200 rpm. Le plasma fut ensuite récolté et maintenu a -80°C jusqu’a la
quantification des concentrations de corticoides et de I’ACTH par des tests
immunoradiologiques commerciaux (Medicor). La limite de détection pour la
quantification des corticoides et de I’ACTH est respectivement de 0.77 pgs/dl et de 5.7
pgs/ml, toutes deux largement en dessous des mesures obtenues dans cette €tude.
Analyses neurochimiques post mortem par HPLC-EC

Tous les animaux ont été sacrifiés 2 a 4 heures suivant le dernier prélevement
sanguin (3-5 heure suivant le stress). Ce délai a pour but de permettre aux animaux de
retourner a un état davantage basal suivant le stress autant pour les niveaux d’hormones
de stress que I’activité monoaminergique ( Imperato et al., 1992; 1993; Puglisi-Allegra,
1992). L’objectif n’était pas de mesurer ’activité neurochimique immédiatement apres la
réponse de stress, parce que nous souhaitions observer un retour a la normale de I’activité
de ’axe HHS afin de bien évaluer I’ensemble du profil neuroendocrinien reli€ a la
réponse de stress. Compte tenu de la quantité de sang prélevé lors de ces trois
prélévements, il est important de mentionner que cette technique est une procédure fatale
ce qui nous oblige a sacrifier les animaux le méme jour. Ainsi, en attendant au minimum

trois heures aprés le stress, ces mesures neurochimiques post mortem visent donc
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davantage a démontrer les différences sexuelles en relation avec le H ou I’influence de
I’expérience d’un stress répété plutdt que les conséquences neurochimique la réponse de
stress en soi.

Les rats ont donc €té décapités suivant une anesthésie rapide a I’halothane. Les
cerveaux furent ensuite rapidement retirés et disséqués sur la glace, les régions furent
séparées par hémisphére et congelées a -80°C pour des analyses subséquentes. Les
régions prélevées comprennent le cortex préfrontal ventromédial ou infralimbique, IL,
I’insula ou cortex viscérosensoriel, I’amygdale (les noyaux central, latéral et basolatéral),
I’hippocampe dorsal (incluant le gyrus dentelé, et les régions CAl et CA3) et le NAc
(incluant le centre et le pourtour). Ces régions sont connues pour leur importance dans la
régulation du stress et des émotions.

Lors de I’analyse, les échantillons furent d’abord pesé€s, décongel€és et solubilisés
par ultra sons dans 250, 500 ou 800 pul (dépendamment de la région) de 0.12 M d’acide
perchlorique et de 9 pM de dihydroxybenzylamine (DHBA), utilis€é comme standard
interne. Les homogénats furent ensuite centrifugés & 10 800 rpm pendant 5 min. et les
surnageants récoltés furent filtrés dans des filtres microcentrifuges de 22 pm (Fisher Sci).
Des filtrats, 10 pl furent injectés dans le systtme ESA Coulochem III de
chromatographie liquide a haute performance avec détection €lectrochimique (HPLC-
EC) afin de déterminer les concentrations de DA, 5-HT et leurs principaux métabolites
DOPAC et 5-HIAA. Ces échantillons furent purifi€s a travers une colonne C18 (chaine
de 18 atomes de carbones) Haisil 100 en phase inversée et quantifi€s avec une cellule de
graphite coulométrique émettant un potentiel positif de 300mV. La phase mobile utilisée
consiste en 12 % de méthanol, 0,09M d’acétate de sodium, 130 pM d’ ethylenediamine

tetraacetic acid (EDTA), 0.035 M d’acide citrique et 460 pM de sulfite heptane avec un
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pH de 4,25. Le débit fut établi a 0.7 ml/min. Les concentrations ont €t€ exprimées en pg
ou ng/mg de tissue humide.
Analyses statistiques

Les mesures comportementales sont analysées par une anova utilisant le
traitement (H/NH) x le sexe (M/F) comme facteurs. Les niveaux d’hormones de stress
ont été analysés par une ANOVA avec les facteurs de traitement (H/NH) x de sexe
(M/F) et de stress (A/R), avec des mesures répétées pour le temps d’échantillonnage (0,
20, 80 min). Les mesures régionales neurochimiques ont €té analysées par la méme
ANOVA 2a trois voies avec I’hémisphére (D/G) comme un facteur intra sujet. Des
analyses Post-hoc ont été pratiquées avec le test de Student-Newman-Keuls (with a level
of significance of o < 0.05). Des corrélations entre les mesures individuelles ont été

examinées avec le test de coefficient de corrélation de  Pearson.
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Résumé

L’incidence des troubles psychiatriques reliés au stress est particulieérement élevée
chez les femmes, renforcant la nécessit€ de comprendre les déterminants
neurobiologiques & l’origine de cette vulnérabilité. Cette étude a pour objectif de
caractériser les différences sexuelles dans le comportement, Pactivité de [’axe
hypothalamo-hypophysaire — surrénale et la neurochimie post-mortem du rat, plus
particulierement des systtmes dopaminergique et sérotoninergique. Ainsi, des rats des
deux sexes ont d’abord regu un traitement de manipulations néonatales (H) ou n’ont regu
aucune manipulation (NH). A I’dge adulte, I’ensemble des animaux a été exposé a un
bref stress d’immobilisation aigu ou répété. Les résultats révelent que les femelles
explorent davantage que les méles dans le labyrinthe en croix surélevé et dans la boite
d’exploration avec des trous. Lors du stress d’immobilisation, les femelles,
comparativement aux males, présenten des concentrations plasmatiques significativement
plus élevées de corticotrophine (ACTH) et de corticoides a chaque temps
d’échantillonnage. Aucune différence sexuelle n’a été observée dans I’habituation de la
réponse de stress suivant une exposition répétée au méme stresseur. En général, les

femelles ont de concentrations de dopamine (DA) et de sérotonine (5-HT) plus
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importantes que les males, mais les males présentent des niveaux de métabolites et des
ratios de métabolisation plus €levés, suggérant qu’ils utilisent davantage de
neurotransmetteurs. Spécifiquement, les concentrations de DA du cortex préfrontal
ventromédian (CPFvm), du cortex insulaire (insula) et du noyau accumbens de méme
que les concentrations de 5-HT dans le CPFvm, I’amygdale, hippocampe dorsale et
I’insula sont plus importantes chez les femelles. Les méles présentent des niveaux plus
élevés du métabolite de la DA, DOPAC, ou du ratio DOPAC/DA que les femelles dans
I’ensemble des régions. Il en va de méme pour le métabolite de la 5-HT, 5-HIAA, et le
ratio 5-HIAA/5-HT, a I’exception de I’hippocampe. Le H a produit peu d’effet sur le
comportement et 1’activité neurcendocrinienne, mais a entrainé une augmentation de la
meétabolisation de la 5-HT chez les males dans 1’ensemble des régions a I’exception du
noyau accumbens. Compte tenu de I’importance de la neurotransmission dopaminergique
et sérotoninergique dans la régulation de la réponse de stress et des €motions, les
importantes différences sexuelles rapportées dans cette étude sont fort probablement
déterminantes dans I’observation de la vulnérabilité des femmes a développer des

troubles relié a une dysfonction de la réponse de stress et des émotions.
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Abstract

The incidence of stress-related psychopathology is particularly high in females,
and there is an increasing urgency to understand the neurobiological substrates of this
differential vulnerability. The present study examines gender differences in behaviour,
hypothalamic-pituitary-adrenal axis function and post mortem neurochemistry in the rat,
with a focus on dopamine (DA) and serotonin (5-HT) systems. Rats of both sexes
received either postnatal handling or nonhandling treatments, and subgroups were
examined following experience with acute or repeated mild restraint stress.
Behaviourally, females were hyperexploratory in the elevated plus maze and an
openfield/holeboard apparatus. Females also exhibited significantly higher levels of
adrenocorticotrophic hormone and corticosterone at all time points relative to restraint
stress than males across conditions, with no gender differences in neuroendocrine
habituation to repeated stress. In general, females had significantly higher levels of both
DA and 5-HT, while males had higher metabolite levels and turnover ratios, suggesting
greater neurotransmitter utilization in males. Specifically, females had higher DA content
in the ventromedial prefrontal cortex (vimPFC), insular cortex and n. accumbens, and
higher 5-HT content in vinPFC, amygdala, dorsal hippocampus and insula. In contrast,
males had higher levels of the DA metabolite DOPAC or DOPAC/DA ratios than
females in all five regions examined. As well, males had higher levels of the 5-HT
metabolite 5-HIAA or 5-HIAA/5-HT ratios in vmPFC, amygdala and insula, the only
exception being 5-HIAA levels in hippocampus. Handling had minimal effects on

behaviour or neuroendocrine function, yet resulted in a male-specific upregulation of 5-
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HT metabolism in all regions except n. accumbens. Given the highly adaptive role of 5-
HT and DAergic neurotransmission in stress and emotion regulation, the intrinsic and
substantial gender differences we report in the functional status of these systems across
numerous conditions, may be highly relevant to the differential vulnerability to disorders

of stress and emotion regulation.
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neuroendocrine exploratory behaviour infralimbic
amygdala hippocampus depression



78

Introduction

The incidence of stress-related psychiatric conditions like clinical depression,
anxiety disorders and post-traumatic stress disorder, are approximately doubled in
females compared to males (Kessler, 2003; Holden, 2005). Large scale studies have
concluded that this gender discrepancy is not accounted for by a wide range of socio-
demographic variables or by the number or type of social roles occupied (Weich et al,,
1998; Klose and Jacobi, 2004). What is certain, is that the male and female brain (be it
human or rodent) differs generally on many levels, including anatomically, metabolically
and neurochemically (Witelson, 1991; Witelson et al., 1995; Murphy et al.,1996; Biver
et al., 1996; Kaasinen et al., 2002; Wager et al., 2003; Hall et al., 2004; Cahill, 2006
;2005), and specifically in the activational responses to emotional stimuli (Killgore et al.,
2001; 2004 Canli et al., 2002; Kemp et al., 2004; White et al., 2005; Cahill 2005; Tranel
et al., 2005).

The hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis plays a central role in responding
to and coping with stress. Clinical studies have shown HPA axis function to be sexually
dimorphic in both normal and pathologic conditions such as major depressive disorder,
as females have higher cortisol levels and are more resistant to HPA axis suppression
with dexamethasone (Young, 1998; Klein and Corwin, 2002; Kudielka and Kirschbaum,
2005). In rats, gender differences have frequently been demonstrated in HPA axis
function and in the behavioural responses to stressful or anxiety-provoking situations
(Blanchard et al., 1991; Bowman et al., 2002; 2003; Karandrea et al., 2002; 2000; Beiko
et al., 2004; Curtis et al., 2006). Relative to males, females have higher levels of the
plasma stress hormones adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and corticosterone, and

tend to be hyper-exploratory (Johnston and File 1991; Mendelson and McEwen, 1991;
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Viau and Meaney, 1991; Imhof et al., 1993; Burgess and Handa, 1993; Lunga and
Herbert, 2004).

Central monoamine activity in limbic and cortical terminal regions also plays an
integral role in the coordination of behavioural and physiological responses to stress, and
in the adaptive maintenance of homeostasis. It is well known that the majority of
pharmacotherapies in the treatment of stress-related psychopathology enhance serotonin
(5-HT) neurotransmission specifically, and frequently norepinephrine (NE) and
dopamine (DA) function as well. However, a number of studies have shown that these
systems can exhibit sex differences in their functional nature and in response to various
challenges (Carlsson et al., 1985; Becker, 1999; Andersen and Teicher, 2000; Dluzen and
McDermott, 2000).

Early life adversity is known to be a predisposing factor in the development of
many stress-related psychopathologies like depression (Graham et al., 1999; Heim et al.,
2004), as early life events are critically involved in the long-term programming of
neuroendocrine systems and behaviour. For example, postnatal handling (H) stimulation
facilitates the optimal development of central systems involved in stress and emotion
regulation (Levine, 1957; Meaney et al., 1991). There are a number of examples
however, in which the long-term effects of early H treatments may show gender
differences in terms of stress-related neurochemical and neuroendocrine measures
(Papaiaounnou et al., 2002; Park et al., 2003;Panagiotaropoulos et al., 2004; Severino et
al., 2004).

The aim of the present study is to systematically examine gender differences on a
variety of behavioural, neuroendocrine and neurochemical endpoints, across a number of

conditions. Males and females from both postnatally H and nonhandled (NH) treatments
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are studied. As well, subgroups of rats are included which underwent either an acute mild
restraint stress or five repeated restraint sessions (for stress-related neuroendocrine
assessments), as we were interested in studying possible differences in the ability to
habituate to repeated mild stress. Finally, we incorporated the factor of hemisphere in
neurochemical measures of monoamine function across several key brain regions in
stress and emotion regulation, as cerebral laterality can be a significant factor in
stress/emotion processing, and functional lateralization itself, is strongly associated with
early life stimulation (Denenberg, 1981; Sullivan, 2004; Sullivan and Dufresne, 2006).

Methods
All procedures in the present study conformed to the guidelines of the Canadian Council

on Animal Care, with approval from the local hospital (Louis-H. Lafontaine) research
ethics committee, while attempting to employ the minimum number of animals possible.
Animals and Neonatal Handling Procedure

Pregnant Long-Evans rats (Charles River, St. Constant, Québec, Canada) were
acclimated to the animal facility for 7-10 days before giving birth, and maintained on a
12-h light/dark cycle with free access to food and water.

Following birth, litters were culled to a maximum of 12 pups per litter with roughly equal
numbers of males and females. Litters were randomly assigned to either H or NH
treatments. Neonatal H was performed daily for 14 days beginning the day after birth,
between 10:00 and 11:00 hr as follows. First, the dams were removed to an adjacent cage
lined with regular bedding. Pups were then removed from the homecage with the entire
litter placed in a cage lined with paper towel for 15 min. Pups were then returned to the
homecage, followed by the return of the dam. During this 14 day period, NH litters were

left completely undisturbed except for cage maintenance conducted once on day 7.
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Standard (biweekly) cage maintenance was resumed on day 15 and all animals were

weaned on day 21 and pair housed with rats of the same sex and treatment condition until
adulthood.

Elevated plus maze

Between 60-70 days of age, rats were videotaped for 5 min. in the elevated plus maze
(EPM) to measure anxiety-like behaviour (Handley and McBlane, 1993; Pellow et al.,
1985). The test was performed between 10:00 and 14:00 hr under low light conditions to
encourage open arm exploration. Each rat was placed in the center square of the maze
facing an open arm. The primary measures of interest were time spent in the open and
closed arms, ratio of time in open/closed arms, the number of entries in open and closed
arms, as well as defensive stretch/attend behaviours. Entries were defined as having all
four paws entering an arm of the maze.

Holeboard Testing

A week following plus maze testing, rat behaviour was videotaped for 10 min in a
holeboard/openfield apparatus (100 x 100 x 50 cm) with a raised floor containing 9
equidistant holes (5 cm diameter). The total number of holes (1 center and 8 outer)
actively investigated was recorded. The purpose of this test was twofold. First, this
served as a behavioural indicator of the effectiveness of the H procedure, as we typically
observe that H rats investigate significantly (approximately 30%) more holes than NH
rats (eg. Sullivan and Dufresne, 2006). Second, this provided a measure of individual
behavioural differences by which to rank rats within each treatment condition, so they
could be alternately assigned to the subgroups described below, assuring that subgroups
for stress testing were equivalent from a behavioural/activity baseline.

Acute and Repeated Restraint Stress
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Rats from each of the four main conditions (H-males, H-females, NH-males,
NH-females) were ranked from high to low on the basis of total holes explored in the
above test, and alternately assigned to one of two subgroups receiving either acute (A)
restraint or repeated (R) restraint testing. This resulted ina 2 x 2 x 2 study design with
an n = 9-12 for each of the eight subgroups. Beginning the week following holeboard
testing, rats in the acute condition were placed in plexiglas restrainers at room
temperature for 20 min between 10:00 and 13:00 hr. Blood samples taken from the tail
vein at 0, 20 and 80 min corresponding to pre- stress, peak stress and stress recovery time
points. Rats in the repeated condition were similarly restrained for 20 min for 5
consecutive days with blood sampling only on the 5t day. Blood samples (100-150 pls)
were collected at each time point within a 30 sec. period, placed on ice and centrifuged
for 15 min at 2200 rpms. Plasma was frozen at -80°C for later determination of CORT
and ACTH levels with commercially available radioimmunoassay kits (Medicor). The
limits of detection in the assays for CORT and ACTH were 0.77 pgs/dl and 5.7 pgs/ml,
respectively, both well below the range of the present samples.

Post mortem neurochemical analysis with HPLC

All rats were sacrificed 2 — 4 hrs following the last blood sampling (3-5 hrs post-
restraint). The purpose of this timing was to allow the animals to return to a more
baseline state following stress exposure, both in terms of stress hormone levels and
neurotransmitter function (eg. Imperato et al., 1992; 1993; Puglisi-Allegra, 1992). Rats
were not sacrificed for neurochemical analysis immediately following restraint because
we wished to obtain an important post-stress (1 hr recovery) blood sample as part of the
stress-related neuroendocrine profile of all animals. Thus, by waiting at least 3 hrs after

restraint, this post mortem neurochemical “snapshot” was intended to be more a
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reflection of existing gender differences, treatment effects and the influence of repeated
stress experience, than of neurochemical activity during stress per se.

Rats were decapitated following rapid halothane anesthesia and brains quickly
removed and dissected on ice. Tissue samples were taken separately from the left and
right brain structures and frozen at -80°C for future analysis. Regions of interest, of
known importance in stress or emotion regulation, included the infralimbic or
ventromedial prefrontal cortex (vimPFC), the insula or viscerosensory cortex, the
amygdala (included central, lateral and basolateral nuclei), the dorsal hippocampus
(included dentate gyrus, CA1, CA3 subregions), and the nucleus accumbens (included
shell and core).

Samples were thawed, weighed and sonicated in 250, 500 or 800 uls (depending
on brain region) of 0.12 M perchloric acid and 9 pM dihydroxybenzylamine (DHBA)
used as an internal standard. Homogenates were centrifuged at 10,800 rpm for 5 min. and
supernatants were filtered through 22 pm microcentrifuge filters (Fisher Sci.). From the
filtered supernatant, 10 pls were injected into an ESA Coulochem III high performance
liquid chromatography system with electrochemical detection (HPLC-EC) to determine
the concentration of monoamines and major metabolites. Samples were run through a
Haisil 100 reverse phase C18 column and analytes quantified with a graphite coulometric
detector cell with a positive potential of 300 mV. Mobile phase consisted of 12%
methanol, 0.09 M sodium acetate, 130 uM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),
0.035 M citric acid and 460 pM sodium heptane sulfonate, with pH adjusted to 4.25. The
flow rate was set at 0.7 ml/min. The compounds readily quantifiable under these

conditions included DA, its major metabolite 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC),
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5HT and its major metabolite 5-hydroxyindole acetic acid (5-HIAA). Concentrations are
expressed as pgs or ngs/mg wet tissue weight.

Statistical Analysis

Behavioural measures (prior to assignment to stress condition) were analysed using a
Treatment (H/NH) x Sex (M/F) ANOVA. Neuroendocrine data were analysed using a
Treatment (H/NH) x Sex (M/F) x Stress (A/R) ANOVA, with repeated measures on
Sample (0, 20, 80 min). Regional neurochemical measures were similarly analysed by 3-
factor ANOVA with the additional Within Subjects factor of Side (L/R). Post-hoc
comparisons were conducted with Student-Newman-Keuls tests (with a level of
significance of o < 0.05). As well, correlations between individual measures were

examined with Pearson’s test of correlation coefficients.

Results

In the elevated plus maze, female rats spent significantly more time in the open
arms than males and had a significantly higher ratio of open/closed time than males (p <
0.05 in both cases). However, as depicted in Fig. 1 (top), females were more active in
general than males, as they not only had more open arm entries, but also more closed arm
(and total) entries. No differences were found for stretch/attend behaviours. Moreover, H
treatment was without effect on plus maze behaviours.

In the holeboard apparatus, females were once again more active than males (Fig.
1, bottom), both for the frequently explored outer holes and the more rarely explored
center hole. The ratios of center/outer holes explored did not differ. Finally, H treatment

did not significantly affect these measures, although it did tend to increase the total
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number of holes explored (p = 0.08), in a manner similar to, but less pronounced than we
have previously observed (Sullivan and Dufresne, 2006).

As expected, large gender differences in the plasma levels of ACTH and CORT
were observed, as seen in Fig. 2. Females had significantly higher plasma levels of
ACTH across samples (Sex Effect, F; 3y = 19.0, p < 0.0005) and similarly for CORT
(Sex Effect, F(; 74y = 160.8, p < 0.0005). For ACTH, there was also a main effect of Stress
(Fa.68) = 6.72, p = 0.012) as repeatedly restrained rats of both sexes showed habituated
responses relative to acutely stressed rats. No such habituation was observed in the levels
of CORT. There was however, a significant Sex x Sample interaction for CORT levels
(F2.128) = 11.48, p < 0.0005) as females showed greater restraint stress-induced increases
in CORT relative to pre-stress levels, than did males. (As always, there were huge main
effects for Sample for ACTH and CORT, confirming the effectiveness of restraint in
increasing levels of both). Finally and somewhat surprisingly, H treatment was without
significant effects on HPA measures, although H rats did tend strongly to show
habituated levels of ACTH relative to NH rats, in response to repeated restraint
(Treatment x Stress interaction, p = 0.06). The direction of this interaction is also similar
to, but less pronounced than that which we have previously reported (eg. Sullivan and
Dufresne, 2006).

The extensive neurochemical data for all eight subgroups in the study is presented
in table form, with Tables 1-5 corresponding to each of the five brain regions examined.
Each is accompanied by a summary table describing all statistically significant main
effects and interactions, and the nature or direction of these effects. By far, the strongest

of these effects were main effects of Sex. In general, some highly consistent patterns
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emerged across brain regions. With few exceptions females had higher tissue levels of
DA and 5-HT, while males had much higher levels of metabolites and turnover ratios.

Specifically, females had higher 5-HT content in vinPFC, amygdala, dorsal
hippocampus and insular cortex, and higher DA content in vinPFC, insula and n.
accumbens. In contrast, males had higher levels of DOPAC or DOPAC/DA ratios than
females in all regions examined. Males also had higher 5-HIAA levels or 5-HIAA/5-HT
ratios in vimPFC, amygdala and insula, the only exception being 5-HIAA levels in
hippocampus which were female biased. There were also numerous lateralized (Side)
effects, but in most cases, these did not interact with Sex.

A particularly interesting pattern emerged as a function of H treatment, as
depicted in Fig. 3. Serotonin metabolite levels and/or turnover ratios were selectively
enhanced by H in males, but not females, in all brain regions except n. accumbens where
there were no effects of any kind on 5-HT function. This gender-specific H effect was
not seen in DAergic systems.

Finally, given the enormous number of possible correlations between
neurochemical, behavioural and neuroendocrine measures within all the subgroups, not
surprisingly a huge number were statistically significant. Briefly stated, the strongest
correlations and most consistent patterns indicated that both DA and 5-HT metabolite
levels or turnover ratios in vinPFC, amygdala, hippocampus and insula, were negatively
correlated with ACTH and CORT levels. In contrast, when such metabolism measures in
n. accumbens were significantly correlated with stress hormone levels, the direction was
positive. This pattern held true for both sexes. Frequently however, such correlations

would be particularly strong in either the left or right hemisphere for a given region, and
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the prominent hemisphere in these functional correlations was often different in males
and females.
Discussion

The present results show that male and female rats differ greatly in the functional
nature of DA and 5-HT systems across several brain regions involved in stress and
emotion regulation. In general, females have higher monoamine tissue content, but males
have higher levels of metabolites and by inference, greater transmitter utilization. This
pattern was particularly evident for DA systems across regions, with that of 5-HT being
somewhat more variable, at least in hippocampus and nucleus accumbens. This pattern
was generally independent of experience with repeated mild stress. However, H
treatment appeared to exert a gender-specific upregulation of 5-HT metabolism in males
across numerous regions.

In this relatively large, multifactorial study we did not control for stages of
estrous within females. It is well known however, that ovarian hormones can
significantly modulate the neurochemical systems under investigation (Burgess and
Handa, 1992; Marcondes et al., 2001; Frye et al., 2000; Rhodes and Frye, 2001;
Figueiredo et al., 2002; Lunga and Herbert, 2004). A variety of effects of ovarian
hormonal actions have been observed on serotonergic measures in hippocampus, raphe
nuclei and hypothalamus in the rat and monkey (Jackson and Uphouse, 1998; Pecins-
Thompson and Bethea, 1999; Lu and Bethea, 2002; Lu et al., 2003; Andrade et al.,
2005). Estrogens or estradiol are also known to facilitate DAergic neurotransmission in
regions such as dorsal striatum, nucleus accumbens and amygdala, especially upon
pharmacological challenge or during conditions of neural activation (Morissette and Di

Paolo, 1993;Thompson and Moss, 1997; Becker, 2000; Liu and Xie, 2004; Thompson
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and Certain, 2005). The present post mortem measures most likely reflect a more basal
functional state, as opposed to a more activational state associated with the immediate
experience of a stressor. As well, the variation in our neurochemical measures within our
female groups was certainly no greater than within the male groups. This suggests that
while some influence of ovarian hormones certainly cannot be ruled out, estrous cyclicity
is not likely to have contributed substantially to the large gender effects we report in post
mortem tissue measures.

The relative lack of H effects in behavioural and neuroendocrine measures was
somewhat surprising. Many studies have reported that postnatal H (particularly in male
rats) results in long-term adaptive changes reflected in increased exploratory behaviour,
reduced anxiety-like behaviours, attenuated stress-induced increases in ACTH and
CORT, more efficient negative feedback regulation and enhanced habituation to repeated
mild stress (Levine 1962; Meaney et al., 1985; Plotsky and Meaney, 1993; Nunez et al.,
1996; Valiée et al., 1997; Meerlo, et al., 1999; Panagiotaropoulos, et al., 2004; Sullivan
and Dufresne, 2006). These H effects are mediated or modulated (see Tang et al., 2006)
in part by the increases in maternal behaviours which the treatment stimulates such as
licking/grooming and arched back nursing (Levine, 1967; Plotsky and Meaney, 1993;
Liu et al., 1997). There exists a natural and individually stable variation in the extent of
maternal care provided by dams. Since we did not confirm differences in maternal care
with detailed observations during the H period, it is possible that uneven distribution of
naturally high or low maternal care dams in the H and NH treatments may have
diminished the usual H effects. It should be noted however, that H rats tended
nonsignificantly to show both the expected habituation of the ACTH response to repeated

restraint stress, relative to NH rats, as well as enhanced holeboard/openfield exploration.
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What is important to emphasize, is that even in the absence of the typically strong H
effects on exploratory behaviour and neuroendocrine function, the treatment was
nonetheless sufficient to induce gender-specific and highly consistent neurochemical
changes in 5-HT function in numerous terminal regions.

As expected, we observed (Fig. 2) pronounced gender differences in stress
hormone levels, as females had significantly higher levels of CORT and ACTH at all
time points (see also Mendelson and McEwen, 1991; Viau and Meaney 1991; Burgess
and Handa, 1992; Lunga and Herbert, 2004). As well, females in general, showed larger
CORT increases in response to stress than males, consistent with earlier findings (Kant et
al., 1983; Weinstock et al., 1998). However, we observed similar habituation in ACTH
levels to repeated stress in both males and females, while neither sex showed habituated
CORT responses. Depending upon the paradigm employed (chronicity or severity of
repeated stress), gender differences have been described in various stress-related
measures of habituation (Kennett et al., 1986; Karandrea et al., 2002; Figueiredo et al.,
2003; Bowman et al., 2004). However, with the present relatively mild stress paradigm,
no such gender differences in habituation were observed, as gender differences in stress
hormone levels were maintained across conditions.

Behaviourally, females were more active than males in both tests employed. In
the EPM, females additionally spent more time in the open arms than males, as
previously reported (Zimmerberg et al., 1993; Marcondes et al., 2001; Dominguez et al.,
2003). While this may seem paradoxical in the present context, as open arm exploration
normally reflects reduced anxiety, it should be noted that the use of the EPM to
specifically assess anxiety has only been well validated in males and not females (Pellow

et al., 1985, Palanza, 2001). Other tests of anxiety like the Vogel conflict test, do suggest
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that females are more anxious than males, while in the EPM the gender differences may
reflect general activity differences contributing to greater activity in females (Johnston
and File, 1991).

The neurochemical data (Tables 1 — 5) revealed numerous examples of
hemispheric asymmetries as expected, although in general these Side effects did not
interact with gender (expect for hippocampal 5-HT and 5-HIAA, Table 3B). Functional
cerebral asymmetries are known to be stimulated by, or dependent upon, a critical level
of postnatal stimulation or by H (Denenberg 1981; Sullivan and Dufresne, 2006). As
well, a number of gender differences have been reported in response to early life
manipulations in the nature and direction of various types of cerebral asymmetries (Ross
et al., 1981; Camp et al., 1984; Fleming et al., 1986; Diamond, 1991; Clark et al., 1998;
Kristofikova et al., 2004; Akers et al., 2004). Since our H effects were not as strong as
usual, this may have precluded the demonstration of more pronounced neurochemical
asymmetries, and of potential gender differences in the nature of such asymmetries.

By far however, the most significant effects seen in the present study were the
general sex differences in tissue monoamine content (female biased), metabolite levels
and turnover ratios (male biased), which appear to be larger and more consistent in
direction across several brain regions than in previous studies (Camp and Robinson,
1988; Tanila ef al.,1994; Beck and Luine, 2002; Papaioannou et al., 2002; Bisagno et al.,
2003; Bowman et al., 2004). Part of these differences, is undoubtedly due to
methodological variations, particularly the experiential history of the animals, which
ranges from minimal in some cases (Camp and Robinson, 1988; Tanila ez al.1994;
Bisagno et al., 2003) to more severe chronic stress paradigms in others (Beck and Luine,

2002; Bowman et al., 2004). Our animals all had mild stress experience, including
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spontaneous behavioural assessments and brief restraint stress. Even in the repeatedly
stressed groups, these animals show neuroendocrine adaptation, attesting to the relatively
mild nature of their experiences. In a sense, the reported results may be somewhat
representative of ‘real-life’ (gender) differences consequent to a mild or manageable
degree of stress experience.

On the surface, our results may seem to suggest that in most regions examined,
males are simply utilizing more DA (or 5-HT) stores, presumably via enhanced release,
reuptake and conversion to metabolites, than are females. However, other studies point to
a more complicated scenario. For example, at least in the nigrostriatal system, females
release more DA than males in response to amphetamine or electrical stimulation
(Walker et al., 2000; Becker, 1999). We also have observed that stress-induced increases
in extracellular DA release in IL cortex appears to be greater in females than males
(unpubl. observations). While this is consistent with the higher tissue content of
neurotransmitter we observe, it does not explain why females have lower metabolite
levels or turnover ratios. Given that DA conversion to DOPAC is primarily intracellular
following reuptake, differences in reuptake kinetics may partially explain the gender
differences. Some studies have reported that estrogen reduces DA reuptake or DA
transporter (DAT) sensitivity (Thompson 1999; Thompson and Certain 2005; Disshon et
al., 1998), and that females in general, are more resistant to neurotoxic damage with 6-
hydroxydopamine which is taken up by DAT (Dluzen 1997). Others however, have
reported that female rats have greater uptake and density of striatal DAT compared to
males (Walker et al., 2000; Morissette and Di Paolo, 1993).

Another possibility is that females preferentially metabolize DA to

homovanillic acid (HVA) rather than DOPAC. Our protocol did not allow us to reliably
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quantify HVA in all cases, other than n. accumbens (data not shown). In the latter case
however, females also tended to have lower HVA levels than males, just as with
DOPAC, so we think that alternate metabolism is unlikely to explain the present results.

Additional mechanisms may account for these gender differences, particularly
in most of the terminal regions we examined, where DAergic function is less tightly self-
regulated by DAT and autoreceptors, than say in striatum (Madras et al., 2005). In PFC,
the NE transporter (NET) is significantly involved in regulating extracellular DA levels
and clearance (Moron et al., 2002; Devoto et al., 2004). Moreover, females reportedly
have higher NET levels than males in PFC (Vathy et al., 1997; Duchesne et al., 2006).
As such, extracellular DA in such regions may be cleared more rapidly in females, with
males having relatively more reuptake into DAergic terminals than females, hence the
higher DOPAC levels we observe.

Gender effects have also been reported in 5-HT systems. Consistent with our
findings, females have been shown to have higher tissue concentrations of 5-HT in a
number of regions including hippocampus, frontal cortex, hypothalamus and striatum
(Carlsson et al., 1985; Carlsson and Carlsson, 1988; Haleem et al., 1990; Papaioannou et
al., 2002; Beck and Luine, 2002; Droussopoulou et al 2004). However, some studies
have also found females to have higher 5-HIAA levels than males (eg. Carlsson et al.,
1985; Carlsson and Carlsson, 1988; Haleem ez al., 1990). In our study, females only
showed higher 5-HIAA levels only in hippocampus (despite males having a higher
turnover ratio there), with males having higher 5-HIAA levels and turnover ratios in
amygdala and cortical regions. Females are also reported to be behaviourally more
sensitive to serotonergic challenge than males (Carlsson et al., 1985; Dickinson and

Curzon, 1986; Blanchard et al., 1991; Haleem et al.,1990 ; Biegon et al., 1979). Human
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imaging studies have suggested that the 5-HT synthesis rate is more than 50% greater in
males than females (Sakai ef al., 2006; Nishizawa et al., 1997) and that the same measure
of 5-HT synthesis in cortex is negatively correlated with severe depression or suicidal
behaviour (Leyton et al., 2006). Moreover, in rats the spontaneous firing rate of dorsal
raphe neurons in males is more than 40% higher than in freely cycling females (Klink et
al., 2002). This pattern would appear to be consistent with the present scenario with
males having higher metabolite levels or turnover ratios in most of the terminal regions
examined, suggesting generally higher functional activity in the male 5-HT systems.
One of the most notable result of the present findings is that our H treatment
(whose typical effects were very mild at best), still resulted in significant upregulation of
5-HT metabolism in males and not females (Fig. 3). H has previously been shown to
increase 5-HT turnover in the frontal cortex and hippocampus of neonates, but not adults
(Smythe et al., 1994). It is possible that the mild behavioural and stress experience of our
adult animals unmasked this latent H effect on 5-HT function, and most interestingly
only in males. Recently, a similar sexually dimorphic effect of early H was described in
the adult hippocampus, as 5-HT 1A receptor mRNA was increased in H males, but
decreased in H females (Stamatakis et al., 2006). Such findings may help explain how H
exerts typically adaptive effects in males in terms of neuroendocrine function, behaviour
and neurochemistry, yet the same treatment can have deleterious long-term effects in
females, enhancing vulnerability to depression-like behaviour or causing neuroendocrine
hyperfunction (Papaioannou et al., 2002; Park et al., 2003; Panagiotaropoulos et al.,
2004). Moreover, under the present conditions, we revealed that the gender-specific H
effects on 5-HT function were indeed more widespread across key corticolimbic regions

than previously reported.
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DAergic measures, despite showing large gender differences, did not show any
gender-specific effects of H. While DAergic function can certainly be affected by H
treatments or differences in early maternal care (Zhang et al., 2005; Sullivan and
Dufresne 2006), the present findings suggest that these neonatal influences on developing
serotonergic systems may be more sexually dimorphic in nature than on developing
DAergic systems.

The precise mechanisms mediating the described neurochemical gender
differences are not clear. For example, it is not certain whether the elevated metabolite
levels or turnover ratios generally seen in males, actually reflect greater (post)synaptic
actions and/or utilization of these neurotransmitters. Regardless of the specific
mechanism(s) at play however, these metabolite and turnover measures (in cortical
regions, amygdala and hippocampus) were significantly and consistently associated with
reduced stress hormone levels (see results text). The adaptive role of serotonergic
neurotransmission in stress and emotion regulation is the cornerstone of antidepressant
pharmacotherapy, and DAergic systems (particularly in PFC and amygdala) are
extremely important in coping with stress, adapting to changing conditions and
protecting against stress-related pathology (Ray and Henke, 1991; reviewed in Sullivan,
2004; Sullivan and Dufresne, 2006). It thus appears that at least under some conditions,
intrinsic gender differences in the functional status of 5-HT and DAergic systems, may
confer differential vulnerability to disorders of stress and emotion regulation. A goal of
future studies will be to refine our understanding of these differences, with the realization
that optimal therapies for such disorders may require gender-specific approaches based

on this knowledge.
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TABLES
MALES FEMALES
Handled Non Handled Handled Non Handled

Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated
DA L |179.43 (17.5) 168.85 (9.6) 179.05 (11.5) 152,53 (11.5) 215.62(15.2) 196.6 (17.5) 180.98 (10.9) 189.51 (10.3)
R | 176.37 (12.8) 145.12 (8.7) 164.83 (13.8) 129.09 (10.9) 198.01 (13.8) 162.21 (11.4) 169.39 (11.9) 178.08 (12.8)

DOPAC (L 102.42 (8) 93.05 (6.27) 86.51 (4.1) 83.47 (5.7) 84.02 (6.1) 71.64 (9.2) 70.37 (5.8) 61.08 (3.3)

R ] 96.52(6.1) 84.84 (6.3) 101.59 (16.1) 69.2 (5.8) 75.85(5.1) 57.82(4.7) 61.07 (6.9) 59.98 (7.3)

DOPAC (L |06 0.05 0.56 (0.03) 0.51 (0.05) 0.56 (0.05) 0.40 (0.03) 0.37 (0.02) 0.41 (0.05) 0.33 (0.01)

/DA |[R|o057 (0.04) 0.59 (0.03) 0.54 (0.04) 0.55 (0.05) 0.39 (0.08) 0.36 (0.01) (.38 (0.05) 0.34 (0.03)
S5HT L | 358.11 (38.8) 395.7 (20.8) 431.58 (20.6) 431.07 (19.7) 486.09 (18) 535.07 (19.6) 515.17 (20.6) 543.63 (17.4)
R | 363.43 (16.8) 368.1 (15) 406.43 (16.7) 399.03 (27.5) 507.49 (28) 531.85(17.3) 476.58 (20.6) 528.29 (19.9)
5-HIAA |L 578.18 (37.6) 574.34 (27.3) 512.06 (26.3) 536.58 (36.5) 510.97 (23.3) 513.04 (35.1) 538.54 (26.5) 467.97 (12.7)

R {551.67 (21.8) 574.44 (28.7) 484.67 (26.2) 457.37 (37.3) 487.11 (15.6) 497.83 (27.4) 463.76 (29.1) 447.35 (23)

5-HIAA |L 1.69 (0.19) 1.48 (0.09) 1.22 (0.11) 1.27 (0.1) 1.07 (0.07) 0.95 (0.05) 1.08 (0.09) 0.87 (0.04)

/5HT | R | 1.53 0.08) 1.55 (0.06) 1.25 (0.06) 1.19 (0.13) 0.99 (0.08) 0.93 (0.04) 1.01 (0.11) 0.85 (0.04)

Table 1A. DAergic and serotonergic measures in the ventromedial prefrontal cortex for
all eight subgroups in the study. Neurotransmitter and metabolite levels are expressed as
mean (= SEM) pg/mg tissue, separately for left (L) and right (R) side (n = 9-12 per

group). Statistical details are summarized in the table below.

Measures Effects and Interactions F value P value Nature of Effect
DA Sex F(I.XO) =9.66 0.003 F>M
Stress F(I.SO) =6.04 0.016 A>R
Side F0 =12.82 0.001 L>R
DOPAC Sex Fq.79) =24.09 < 0.0005 M>>F
Treatment F.79) =4.60 0.035 H>NH
Stress F,79) = 7.68 0.007 A>R
Side F( 79y =3.98 0.05 L>R
DOPAC/DA | Sex F,75 = 69.87 < 0.0005 M>>F
SHT Sex F.79) = 94.69 < 0.0005 F>>M
Sex x Treatment Fo9 =4.3 0.009 H > NH only in males
Side Fi.709y =5.54 0.021 L>R
5-HIAA Sex F80) =5.75 0.019 M>F
Treatment Fuso =718 0.009 H > NH
Side Fs0 =12.05 0.001 L>R
5-HIAA/5HT | Sex F1.76 =59.32 < 0.0005 M>>F
Treatment F.76) =9.39 0.003 H>NH
Sex x Treatment F.76) = 6.23 0.015 H > NH, only in males

Table 1B. Statistical summary of significant effects and interactions for neurochemical
measures in ventromedial prefrontal cortex. Tissue neurotransmitter (DA and 5-HT)
content was higher in females (F) than males (M), especially for 5-HT. In contrast, both
metabolites and turnover ratios for DA and 5-HT systems were much higher in males.
Handling (H) treatments resulted in a general enhancement in DOPAC and 5-HIAA and
in 5-HT turnover ratio. Notably, H produced gender-specific effects only in the 5-HT
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system as both 5-HT and 5-HIAA/5-HT were selectively enhanced in males, but not
females. As well, a left-biased side effect was seen for both neurotransmitters and

metabolites.
MALES FEMALES

Handled Non Handled Handled Non Handled
Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated

DA L |959.18(169)  738.61(94.2) |721.48 (113) 884.80(210) | 952.84(134)  790.32(85.8) |747.42(175) 1160 (187)
R | 1335 (185) 884.51 (101) 995.18 (204) 1032 (259) 95233 (140) 1291 (266) 894.5(119.9) 1264 (123)
DOPAC | L (38033(77.6)  290.11 (347) | 229.84 (43.4) 309.25(57.1) | 21073(382)  169.47(29.3) | 17041 (32.5)  192.94 (28)
R | 675.48 (92) 403.74 (68.8) | 457.86 (84.6) 473.25(125) | 437.15(131)  281.26 (54.5) | 229.42(50.5)  277.77 (32.8)

DOPAC | L |031002 0.38 (0.02) 0.33 (0.04) 0.36 (0.02) 0.22 (0.02) 0.26 (0.08) 0.22 (0.03) 0.16 (0.01)
/DA | R 041 ©.04 0.44 (0.03) 0.4 (0.07) 0.45 (0.03) 0.43 (0.13) 0.18 (0.01) 0.22 (0.03) 0.19 (0.01)
5-HT L |991.63(22.1)  946.52(53.8) | 889.48 (51.8) 1001 (53.5) 1158 (54.4) 1273 (121) 1147 (45.1) 1270 (28.5)
R |971.87(38.1)  960.29 (68.7) | 939.48 (58.1) 991.88 (51.8) | 1172 (95.6) 1446 (160) 1256 (29.6) 1194 (49.4)
S5-HIAA | L | 1341612 1225 (75.7) 994.61 (73.2) 1225 (39.8) 1053 (63.8) 1079 (52) 984.89 (56.9) 1019 (68.1)
R | 1475 (61.5) 1417.8 (40.3) | 1147 (90.2) 1343 (96.4) 1108 (65.8) 1068 (61.1) 1141 (35.7) 1083 (63.8)

5-HIAA | L {1.35(0.06) 1.31 (0.07) 1.12 (0.06) 1.24 (0.05) 0.92 (0.06) 1.07 (0.24) 0.87 (0.07) 0.8 (0.04)
/5-HT R | 1.55¢0.1) 1.55 (0.13) 1.22 (0.07) 1.36 (0.1) 1 (0.09) 0.81 (0.07) 0.91 (0.03) 0.94 (0.09)

Table 2A. DAergic and serotonergic measures in the amygdala for all eight subgroups
in the study. Neurotransmitter and metabolite levels are expressed as mean (£ SEM)
pg/mg tissue separately for left (L) and right (R) side (n = 9-12 per group). Statistical
details are summarized in the table below.

Measures Effects and Interactions F value P value Nature of Effect

DA Stress x Sex Fuen =4.66 0.035 R > A, in females
Side F(]_(ﬂ) =6.65 0.012 R>L

DOPAC Sex Fi9 =19.25 < 0.0005 M>>F
Treatment x Stress F.799 =5.94 0.017 A >R, in Hrats
Side F(]'79) =27093 < (0.0005 R>>L

DOPAC/DA Sex F.66) = 23.63 < 0.0005 M>>F
Side Fe6 =5.11 0.028 R>L

SHT Sex F(81y = 40.06 < 0.0005 F>>M

5-HIAA Sex Fysn =31.66 < 0.0005 M>>F
Treatment Fu.sy =8.27 0.005 H>NH
Sex x Treatment Fusy =5.02 0.028 H > NH, only in males
Side Fis1y = 14.05 < 0.0005 R>>L

5-HIAA/SHT Sex Fan =59.32 < 0.0005 M>>F
Treatment Fosn =5.79 0.019 H>NH

Table 2B. Statistical summary of significant effects and interactions for neurochemical

measures in amygdale. As in PFC, females had much higher levels of 5-HT than males,

although DA levels did not show a gender difference. Again however, metabolite levels
and turnover ratios for both DA and 5-HT systems were much greater in males. Similar
to PFC, H selectively increased 5S-HIAA levels in males, but not females. Finally, a
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pronounced right-sided asymmetry was found for all DAergic measures as well as for 5-

HIAA.
MALES FEMALES
Handled Non Handled Handled Non Handled

Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated
DA L | 2526 3.9) 25.28 (4.8) 33.57(10.8)  38.49(15.5) |28.58(8.4) 233 (5.6) 21.86 (4.1) 21.79 (4.1)
R [25.56 3.2) 25.62 (6.2) 33.5(5.4) 4059 (22.5)  |3424 (171 27.02(5.2) 19.79 (7.2) 34.98 (9.1)
DOPAC |L|223703 14.27 (2.4) 17.11 (2.9) 19.21 (4.5) 11.23 (1.4) 9.51 (0.3) 7.97 (0.8) 10.79 (1.8)
R [ 19.26 1.8) 26.72 (9.8) 34.24 (9.3) 15.5 (4.9) 14.71 (2) 17.65 (5.8) 11.7 (1.4) 14.61 (1.1)
DOPAC |L 09902 0.67(0.12) 0.62 (0.08) 0.73 (0.2) 0.52(0.1) 0.48 (0.09) 0.39 (0.05) 0.59 (0.08)
/DA |R]|o081.11) 0.98 (0.18) 1.04 (0.13) 0.76 (0.18) 0.52 (0.07) 0.64 (0.09) 0.84 (0.17) 0.57 (0.08)
5HT L [349.06(102) 33476 (20.5) | 336.08(24.6) 314.3(26.7) |451.56(47.9) 583.5(29.2) | 411.28(25.7) 42581 (26)
R |343.35(17.3)  314.85(23.7) |348.5(13.6)  319.18(14.8) {382.65(15.5)  454.17(20.2) | 430.52(34.7) _ 375.86 (19.7)
5-HIAA | L |94503(22.8) 1026 (39.5) 795.43 (31) 829.3 (80.2) 1215 (37.8) 1062 (56.6) 1046 (51.9)
R | 1023 39.2) 94322 (45.2) | 873.83(32.7)  908.32(58.6) ]935.25(59.3) 1093 (58) 1173 (74.6) 973.5 (45.7)
5-HIAA | L|2730.09) 3.03 (0.20) 2.43(0.17) 2.63 (0.03) 2.34(0.14) 2.09 (0.06) 2,61 (0.11) 2.49 (0.09)
/5HT [R{3(0.4 3.04 (0.15) 2.52(0.19) 2.84(0.11) 2.45 (0.12) 2.4 (0.04) 2.76 (0.16) 2,62 (0.12)

Table 3A. DAergic and serotonergic measures in the dorsal hippocampus for all eight
subgroups in the study. Neurotransmitter and metabolite levels are expressed as mean (+
SEM) pg/mg tissue, separately for left (L) and right (R) side. Unfortunately,
approximately half of the hippocampal samples (evenly distributed across groups) were
damaged in processing, thus reducing the n’s to 4-6 in each of the eight subgroups.

Statistical details are summarized in the table below.

Measures Effects and Interactions F value P value Nature of Effect
DOPAC Sex F1,39 = 14.56 0.001 M>F
DOPAC/DA Sex F35 =12.54 0.001 M>F
S5HT Sex Fu.4y =28.34 < 0.0005 F>>M

Side Fyqy =13.33 0.001 L>R

Sex x Side Fgay =834 0.007 L > R, in females
5-HIAA Sex F40 = 16.72 < 0.0005 F>>M

Sex x Side F40 =626 0.018 L. >R, in females
5-HIAA/SHT | Sex F41) =4.89 0.034 M>F

Sex x Treatment Faan =7.12 0.012 H > NH, in males

Side F(l,-ll) =16.95 < 0.0005 R>L

Table 3B. Statistical summary of significant effects and interactions for neurochemical
measures in dorsal hippocampus. Despite the reduced n’s in this brain region, a number
effects emerged, similar to PFC and amygdala. Again, females had much more 5-HT
than males, particularly in the left side. Males also had significantly higher DOPAC
levels and DOPAC/DA ratio. Unlike the other regions, females in this case had higher 5-
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HIAA levels than males. Despite females having higher levels of both 5-HT and 5-
HIAA, when expressed as turnover ratio, males were slightly higher. Interestingly, the
same gender-specific H effect was observed in this region, as H selectively increased 5-
HIAA/5-HT ratio in males and not females. There were also side effects, in that while 5-
HT was greater in the left side, 5-HT turnover ratio was greater in the right side.

MALES FEMALES

Handled Non Handled Handled Non Handled
Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated
DA L |11247(149) 10711 (162) |13284(11.2) 10776 8.5 | 167.19(26.8) 13663 (13.3) | 124.67(19.4) 12692 (11.1)
R [94.7701.4) 1110 (14.3) 118.99 (21.9)  113.19(18.6) | 129.45(21.4)  124.68 (16.4) | 155.47 (24.5)  123.62 (12.6)
DOPAC | L |51.5424)  66.44(148) |65.13(4.2) 43.17(10.7) | 5097(103)  53.33(5.8) 35.66 (4.6) 52.81 (10.1)
R | 44.94 (6.1) 43.14 (5.5) 61.87(10.8)  49.09(12.5) |56.74(13.2)  41.99 (8) 5149(162)  33.02(4.7)
DOPAC |L {05008 0.67 (0.19) 0.5 (0.04) 0.4 (0.09) 0.34 (0.06) 0.4 (0.03) 0.32 (0.05) 0.31 (0.03)
/DA | R {04807 0.42 (0.05) 0.53 (0.05) 0.41 (0.04) 0.46 (0.1) 0.37 (0.05) 0.31 (0.05) 0.27 (0.04)
SHT L |453.00(184) 45961 (37.5) |469.65(17.5)  362.67 (51) 568.01 (48.9)  629.26 (44.2) |537.06(34.9)  536.29 (35.9)
R | 434.69 (46.3)  493.5(40.1) | 442.49(30.5)  478.33(39.3) | 536.05(28.9)  551.67(18.4) |560.17(34.3)  601.63 (30.7)
5-HIAA L |346.14(147) 367.26(19.1) |302.1(187)  304.65(21.5) |340.62(294) 324.04 (186) |298.56(10.4) 31837 (17.7)
R |314.03(28.5)  418.65 (20) 283.7(27.5)  364.88(462) | 250.79(40.2)  348.64 (147) | 318.97(16.4)  344.13 (22.3)
S5S-HIAA | L {07703 0.87 (0.11) 0.64 (0.03) 1(0.22) 0.61 (0.05) 0.53 (0.03) 0.58 (0.05) 0.64 (0.07)
/5HT |R 077007 0.89 (0.06) 0.65 (0.05) 0.77 (0.09) 0.48 (0.09) 0.63 (0.02) 0.56 (0.03) 0.57 (0.03)

Table 4A. DAergic and serotonergic measures in the insular cortex for all eight
subgroups in the study. Neurotransmitter and metabolite levels are expressed as mean (+
SEM) pg/mg tissue, separately for left (L) and right (R) side (n = 9-12 per group).
Statistical details are summarized in the table below.

Measures Effects and Interactions F value P value Nature of Effect
DA Sex. F(|'74) =6.04 0.017 F>M
DOPAC/DA | Sex Fyqmy =147 | <0.0005 M>>F
SHT Sex Faas =29.7 | <0.0005 F>>M
5-HIAA Stress Fym7 =8.64 0.004 R>A

Sex by Treatment Fum =5.04 0.028 H > NH, only in males
5-HIAA/SHT | Sex Fu4 =577 0.019 M>>F
Stress F(1_74) =6.52 0.013 R>A

Table 4B. Statistical summary of significant effects and interactions for neurochemical
measures in insular cortex. As in the above brain regions, females had higher levels of
DA and particularly 5-HT, yet the turnover ratios for each showed a highly significant
difference favouring males. Stress condition was also a significant factor here, as
repeatedly stressed rats (R) had higher 5-HIAA levels and 5-HT turnover ratios than
acutely stressed rats (A). Again, H selectively increased 5-HIAA levels in males but not
females.
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MALES FEMALES

Handled Non Handled Handled Non Handled
Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated Acute Repeated
DA L | 7149 (588) 7519 (600) 7764 (1371) | 6869 (589) 7887 (652) 9209 (882) 8300 (683) 7933 (671)
R | 7375 422) 7208 (420) 6915 (172) 6362 (1153) 8056 (698) 7898 (582) 8371 (885) 8278 (783)
DOPAC | L | 3547 (298) 3328 (455) 3487 (582) 3689 (609) 1978 (154) 2523 (341) 2210 (245) 1996 (138)
R | 5057 (917) 3518 (319) 3349 (596) 2710 (588) 2656 (413) 2058 (109) 2031 (271) 2914 (438)
DOPAC (L |os8@©.12) 0.45 (0.06) 0.52(0.11) 0.60 (0.14) 0.26 (0.02) 0.3 (0.05) 0.28 (0.04) 0.27 (0.03)
/DA |R|070.13) 0.52 (0.09) 0.63 (0.19) 0.47 (0.1) 0.36 (0.07) 0.28 (0.03) 0.25 (0.03) 0.51(0.22)
SHT L | 757.98 (67.6) |618.62(24) 72821 (60.6) | 644.6 (65.5) 690.42 (49.8) | 795.74 (43) 638.29 (60.5) | 871.08 (77.4)
R | 780.73 (83.2) | 693.52(654) | 720.05(69.1) | 1338 (718) 739.55 (47.7) | 767.96 (66.5) | 743.26 (81.8) | 805.31 (33.9)
5-HIAA | L|105789.9) 844.43 (48) 815.88 (48.7) | 822.57 (60) 820.59 (63.6) | 961.79 (42.9) | 884.85 (50) 950.44 (68.5)
R | 893 (53.1) 923.86(70.7) | 728.11(39.8) | 1404 (692) 904.84 (58.9) | 88638 (59.6) | 824.22(51.8) | 866.02 (48.4)
5-HIAA |L|15703) 1.37 (0.06) 1.14 (0.06) 1.34 (0.13) 1.2 (0.05) 1.23 (0.06) 1.94 (0.68) 1.12 (0.05)
/5HT [R]125(0.13) 1.37 (0.06) 1.07 ©.1) 1.13 (0.05) 1.23 (0.04) 0.18 (0.05) 1.26 (0.17) 1.08 (0.05)

Table 5A. DAergic and serotonergic measures in the nucleus accumbens for all eight
subgroups in the study. Neurotransmitter and metabolite levels are expressed as mean (+
SEM) pg/mg tissue, separately for left (L) and right (R) side (n = 9-12 per group).

Statistical details are summarized in the table below.

Measures Effects and Interactions F value P value Nature of Effect
DA Sex Fa8 =5.77 0.019 F>M
DOPAC Sex F 5 =28.13 < 0.0005 M>>F
DOPAC/DA | Sex F;.75 = 16.38 < 0.0005 M>>F

Table 5B. Statistical summary of significant effects and interactions for neurochemical
measures in nucleus accumbens. Females again had higher DA levels than males, but
males had much higher DOPAC levels and DA turnover ratios than females.
Serotonergic measures were completely unaffected in this brain region.




113

Figure Legends

Figure 1. Gender differences in exploratory behaviour in the elevated plus maze (top)
and in holeboard exploration (bottom). In the elevated plus maze females (F, n = 42)
made significantly more entries into both the open and closed arms of the maze than
males (M, n = 44). Similarly, in the holeboard apparatus, females explored signficantly
more holes both in the center region and outer regions of the apparatus (p < 0.05 in all
cases). H treatment did not significantly interact with these behavioural measures, thus H
and NH treatments are collapsed within gender. These data suggest that the gender
differences in these behavioural tests were more a reflection of generally higher activity
levels in females, than specifically of anxiety-related processes.

Figure 2. Gender differences in plasma levels of ACTH (top) and CORT (bottom). As
described in detail in the results section, levels of both stress hormones were significantly
greater across samples in females (F) than males (M). Females also showed larger stress-
induced increases in CORT levels than males, relative to pre-stress levels. As well, levels
of ACTH (but not CORT) habituated in repeatedly (R) restrained rats of both sexes,
relative to acutely (A) stressed animals. H and NH groups are collapsed for presentation,
as H treatment did not significantly affect these HPA measures (although see text). The
black bar indicates to 20 min restraint period.

Figure 3. Gender-specific effects of postnatal H on 5-HT metabolism. This figure
highlights the significant Sex x Treatment interactions for 5-HT turnover ratio in PFC
and hippocampus and for the levels of 5-HIAA (pgs/mg tissue) in amygdala and insular
cortex. In PFC, H males had a significantly higher ratio than NH males (p < 0.001), with
females showing no such treatment difference. In hippocampus, H males showed a
similar but nonsignificant increase relative to NH males, however H females actually
tended toward a decrease in turnover ratio, accounting for the interaction. Metabolite
levels were increased in H males in amygdala (p = 0.001) and insula (p = 0.020)
compared to NH males, with females again showing no influence of H. No such gender-
specific effects were seen for DAergic measures. Additional statistical effects are
summarized in the preceding summary tables.
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Résultats et hypothéses

L’objectif de cette large étude était de caractériser les différences sexuelles quant
a l’effet du H au niveau de I’activité et de la régulation de la réponse de stress. Les
données recueillies dans cette étude réaffirment I’existence de différences sexuelles quant
au comportement d’exploration et a l’activité de ’axe HHS en réponse de stress.
Conformément a nos hypotheses, cette étude a également permis d’observer
d’importantes différences sexuelles dans I’activité des systémes dopaminergique et
sérotoninergique. Alors que les femelles présentent des niveaux tissulaires de
neurotransmetteurs plus élevés (DA et 5-HT), les concentrations des métabolites
(DOPAC et 5-HIAA) sont, a I’inverse, plus importantes chez les méles se traduisant par
des ratio de métabolisation plus élevés. Ces différences se retrouvent dans le plupart des
régions échantillonnées, déterminantes dans la régulation du stress et des émotions. Les
résultats obtenus révelent que le H ne semble pas avoir produit les effets escomptés sur
le comportement, la réponse neuroendocrinienne et la latéralisation hémisphérique.
L’absence de cet effet nous empéche donc de vérifier plusieurs de nos hypothéses.
Cependant, cette procédure a néanmoins produit des changements significatifs dans le
fonctionnement du systéme sérotoninergique et ce uniquement chez les males.

Dans la section suivante il sera d’abord question d’hypothéses explicatives quant
au faible effet du H, par la suite les principaux résultats obtenus seront discutés. Compte
tenu du caractére exploratoire de cette étude, une emphase particuliere sera €galement
mise sur les études futures.

Manipulations néonatales
D’aprés la littérature, le H est une procédure simple a mettre en ceuvre qui

présente un haut taux de succes. Ainsi, 1’on rapporte plusieurs effets a long terme de ce
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traitement sur la capacité d’adaptation s’exprimant, entre autres, par I’augmentation du
comportement d’exploration, la réduction des comportements anxieux et la réduction de
la réponse de stress suivant un stress répété (Vallée et al.,, 1997; Meerlo, et al., 1999;
Chapillon et al., 2002; Sullivan and Dufresne, 2006). A I’age adulte, on retrouvent
également chez ces animaux plusieurs caractéristiques biologiques associées a une
meilleure régulation de la réponse de stress : I’atténuation de la sécrétion d’ACTH et de
corticoides (post-stress), une augmentation de la rétro-inhibition de la réponse de stress
par les corticoides et une réduction de I’ARNm du CRF (Meaney et al., 1985; Sarrieau et
al., 1988; Plotsky and Meaney, 1993; Nunez et al., 1996;).

Plusieurs considérent que I’effet du H est principalement produit par
I’augmentation des soins maternels (Levine, 1967; Plotsky and Meaney, 1993; Liu et al.,
1997). Cependant, tel que mentionné dans !’introduction, il existe des variations
naturelles dans la fréquence des soins maternels. Dans cette étude nous n’avons pas
mesuré le comportement maternel, qui nécessite beaucoup de temps afin d’étre effectué
correctement. Ainsi, une portée NH aurait pu étre composé d’une mere naturellement
high LG-ABN ou inversement une mére naturellement low LG-ABN aurait pu étre dans
les portées H. 1l est donc possible que cette variation naturelle ait contribué a diminuer
Ieffet global du H. De fait, les animaux H présentent une forte tendance a s’habituer
davantage au stress répété, tel que démontrée par les concentrations plasmatiques
d’ACTH (p < 0.06), et a explorer davantage dans le test de la boite a aires ouvertes avec
trous (hole board) (p < 0.08).

Un autre élément important rarement mentionné dans la littérature, mais
régulierement rapporté par les chercheurs lors de communications personnelles est la

faible reproductibilité des effets des procédures périnatales tel que le H. Compte tenu
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que ces procédures sont relativement simples, des questionnements raisonnables sont
soulevés quant a I’importance de paramétres environnementaux (ex. la température du
nid et I’interaction entre les petits) qui ne seraient par systématiquement contrdlés et qui
pourrait étre déterminants dans la production des effets a long terme (Jans et Woodside,
1990; Pryce et al., 2001). Une étude a également démontré que certains facteurs
génétiques semblent également favoriser 1’effet du H (Durand et al., 1998). Bien que les
soins maternels constituent un facteur important dans I’effet du H, il est important de ce
rappeler que les causes de ces effets demeurent largement inconnues rendant difficile la
reproduction de cette procédure (Pryce et Feldon, 2003 ). L’absence d’effet significatif
du H limite donc la vérification de plusieurs de nos hypothéses, notamment concernant le
comportement, la réponse neuroendocrine et la latéralisation hémisphérique.

Il est néanmoins important de rappeler que quoique certains parameétres aient pu
limiter I’effet du H sur la réponse de stress, il n’en demeure pas moins que nous avons
observé un effet important de cette procédure sur les fonctions 5-HTergiques dans
plusieurs régions terminales chez les males et dont il sera question ultérieurement.
Neuroendocrinologie de la réponse de stress

Tel qu’attendu, nous avons observé des différences sexuelles importantes quant
au niveaux plasmatiques d’hormones de stress, les femelles  présentant des
concentrations de corticoides et d’ACTH significativement plus élevées, et ce pour
chaque temps mesuré (fig.2) (Mendelson et McEwen, 1991; Viau et Meaney 1991;
Burgess et Handa, 1992; Lunga et Herbert, 2004). Telle qu’observée dans notre étude, la
littérature fait également état d’une augmentation plus prononcée de la libération de
corticostéroides chez les femelles (Kant et al., 1983; Weinstock et al., 1998). Ce qui

conforte 1’idée que I’activité de ’axe HHS est globalement plus importante chez les
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femelles. Contrairement a la deuxieme hypothese, I’exposition répétée a un stresseur
doux a entrainé une réduction des taux d’ACTH pour I’ensemble des animaux.
L’ampleur de la réduction étant similaire, I’écart observé entre les méles et les femelles
c’est donc maintenu. Plusieurs différences sexuelles ont été observées dans divers
paradigmes de stress répété (variant selon la chronicité et la sévérité du stresseur) et pour
différentes mesures de la réponse de stress (corticostéroide, comportement défensif, prise
de nourriture, comportement d’exploration) (Kennett ez al., 1986; Karandrea et al., 2002;
Figueiredo et al., 2003; Bowman et al., 2004; Perrot-Sinal, 2004; Chadda et Devaud,
2005). Contrairement a leur procédure, notre paradigme de stress relativement faible ne
nous a pas permis d’observer des différences sexuelles dans le processus d’habituation.
Comportement

Les tests comportementaux ont démontré que les femelles étaient
significativement plus actives que les males (fig.1). Conformément a la littérature, nous
avons également démontré que les femelles surclassent les males dans le temps passé
dans les bras ouverts du EPM (Zimmerberg et al., 1993; Marcondes et al., 2001;
Dominguez et al., 2003). 11 est important de se rappeler que ce test développé
spécifiquement pour mesurer I’anxiété a été développé et validé uniquement chez des
males (Pellow et al., 1985, Palanza, 2001)"". D’autres tests d’anxiété tel que le conflit de

Vogel18 (Johnston et File, 1991) et I’expression du comportement défensif (Blanchard et

17 Néanmoins, il est important de mentionner I’effet anxiolytique, mesuré par 'EPM, de molécules telles
que le diazépam ont été démontré chez les femelles (Wilson et al., 2004). Bien que que ’EPM semble
présenter une certaine validité pharmacologique, aucune réelle étude de validation pharmacologique n’a €té
pratiquée, comprenant entre autre un contrdle pour les faux positifs (Pellow ef al., 1985).

'8 Ce test constitue a priver ’animal d’eau pendant 24 heures pour ensuite le placer dans une chambre (a
laquelle il est déja familiarisé) contenant de P’eau, 1’animal subira un autre 24 heures de privation et sera
réexposé 2 la chambre, cependant un choc électrique aux pattes est associé a un certains nombre de
léchage. Le niveau d’anxiété est mesuré par le nombre de léchage par minute pendant la séance avec et
sans punition. Plus ’animal est anxieux plus la diminution de léchage par minute sera grande dans la
séance avec punition (Johnston et File, 1991).
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al.,1992) suggérent a I’inverse que les femelles seraient plus anxieuses que les males.
Face a cette contradiction, il est donc possible que les résultats obtenus dans I’EPM
soient davantage le reflet de différences métaboliques entre les deux sexes, les femelles
étant généralement plus actives que les males (Johnston et File, 1991).

Plus récemment, un groupe de chercheurs a postulé qu’il existait des différences
sexuelles fondamentales dans la manifestation biologique et comportementale de la
réponse de stress. Lorsque exposé a un stresseur les femelles n’exprimeraient pas le
comportement traditionnel de fuite ou de combat, mais chercheraient davantage a
protéger leur portées soit par I’augmentation des soins maternels ou par I’affiliation avec
d’autres femelles. Cette théorie s’appuie sur plusieurs évidences biologiques et
comportementales, notamment, I’effet marqué que produit la présence d’autres femelles
sur la réduction de la réponse de stress et sur 1’amélioration de la capacité d’adaptation
(Taylor et al., 2000). Ainsi, le regroupement de plusieurs méles est considéré comme un
stresseur entrainant une augmentation de I’activité de I’axe HHS, contrairement aux
femelles ot le regroupement produit une réduction de I’activité de I’axe HHS (Brown et
Grunberg, 1995). Dans cette optique, ’augmentation globale de Iactivité et de
I’exploration des rattes pourrait représenter une manifestation de 1’anxi€té propre aux
femelles en quéte d’affiliation.

Latéralisation hémisphérique

Les résultats neurochimiques révelent plusieurs différences hémisphériques
importantes particulierement pour le CPFm et I’amygdale (tableaux 1-2). Ces variations
hémisphériques sont toutefois similaires chez les males et les femelles. Plusieurs études

cliniques soutiennent néanmoins ’existence de différences sexuelles dans Pactivité
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hémisphériques de régions telles que I’amygdale et le cortex frontal (Speck et al., 2000;
Killgore et Yurgelun-Todd, 2001; Hofer et al., 2006; Canli et al., 2002; Shirao et al.,
2005 ; Schirmer et al., 2004; Cahill et al., 2004). En général, I’expérience de stimuli
émotifs négatifs semble €tre associée a une plus grande activité corticale et sous-
corticale de I’hémisphére gauche chez la femme et de ’hémisphére droit chez 1’homme.
Chez les animaux, des études récentes de voltamétrie suggerent la présence de
concentrations dopaminergiques plus élevées dans le CPF et I’amygdale gauches des
femelles et droits des males et ce pendant I'exposition a divers stresseurs (pincement de la
queue et odeur de prédateur) (résultats non publi€és).

Dans nos résultats, les mesures 5-HTergique de I’hippocampe présentent une
interaction significative entre 1’hémisphere et le sexe ou les femelles contiennent
davantage de 5-HT et de 5-HIAA dans I’hémisphere gauche (tableau 3B). L’ hippocampe
est une région du cerveau ou I’on rapporte d’importantes différences sexuelles tant
fonctionnelles, structurales que neurochimiques (McEwen, 2001 ; Amin et al., 2005). 1l
semblerait que I’estrogéne soit a I’origine de plusieurs de ces différences, favorisant entre
autres la neuroprotection de I’hippocampe et y modulant la neurotransmission
sérotoninergique (McEwen, 2001; Bethea et al., 2002, Andrade et al., 2005 ; Amin et al.,
2005). Compte tenu que cette région semble particulierement sensible aux différences
sexuelles, il n’est donc pas surprenant d’observer en premier lieu un effet de sexe dans
cette région. De fait, une étude récente d’imagerie fonctionnelle a démontré une
activation plus importante de I’hippocampe gauche chez les femmes et du droit chez les
hommes en réponse a une tache cognitive (Frings et al., 2006).

Chez les animaux, le développement de la latéralisation hémisphérique semble

étre favorisé par un niveau critique de stimulations néonatales ou par le H (Denenberg



124

1981; Sullivan et Dufresne, 2006, Tang et al, 2006). La nature et la direction de I’effet de
ces manipulations sur le développement d’asymétrie hémisphérique semblent varier en
fonction du sexe tel qu’observé dans le comportement postural et rotatif des animaux
(Ross et al., 1981; Camp et al., 1984; Fleming et al., 1986; Diamond, 1991; Clark et al.,
1998; Kristofikova et al., 2004; Akers et al.,, 2004). Par exemple, dans I’OF les méles H
vont préférentiellement vers la gauche comparativement au NH alors que chez les
femelles se sont les NH qui présentent cette asymétrie (Sherman et al., 1983 ; Camp et
al., 1984). Etant donné que le H n’a pas produit les effets attendus dans la réponse de
stress, il se peut que la faiblesse de I’effet soit responsable de 1’absence de différences
hémisphériques en fonction du traitement. De plus, il est fort probable que I’observation
de la latéralisation hémisphérique dans I’activité de ces systemes soit optimale pendant
ou immédiatement aprés la réponse de stress. Ainsi, le fait d’avoir quantifier les
concentrations monoaminergiques quelques heures aprés la réponse de stress peut avoir
également contribué 4 I’absence de certaines différences hémisphériques.

Indépendamment du H ou du sexe, les résultats neurochimiques suggerent une
forte asymétrie, particulierement dans I’amygdale droite (tableau 2B). D’autres ont
également rapportées une latéralisation dopaminergique et 5-HTergique de cette région
(Andersen et Teicher, 1999).
Résultats neurochimiques

Les concentrations tissulaires de neurotransmetteurs (DA et 5-HT), de

métabolites (DOPAC et 5-HIAA) ont révélé d’importantes différences sexuelles. Fait
intéressant, ces différences semblent plus importantes et plus étendues comparativement
aux données rapportées dans la littérature (Camp et Robinson, 1988; Tanila et al.,1994;

Beck et Luine, 2002; Papaioannou et al., 2002; Bisagno et al., 2003; Bowman et al.,
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2004). Un élément important qui différencie les précédentes études de celle-ci réside
dans P’exposition environnementale des animaux qui dans certains cas est minimale
(Camp et Robinson, 1988; Tanila et al. 1994; Bisagno et al., 2003) et d’autres cas plut6t
drastique (3 hrs de restriction par jours pendant 21 jours) (Beck et Luine, 2002; Bowman
et al., 2004). Dans notre €tude, les animaux ont ét€ exposés a divers environnements
faiblement stressants, incluant 1’exposition 2ala nouveauté lors des tests
comportementaux et I’exposition a un bref stress de restriction. L’impact neurochimique
de tests comportementaux, tel que I’EPM, a ét€ démontré pres de dix jours apres suivant
le test (Dominguez et al., 2003). Lors du stress répété, la procédure la plus sévere de
I’expérimentation, 1’ensemble des animaux s’y est adaptée soulignant la faible intensité
de ce paradigme de stress. En ce sens, il est fort probable que les résultats
neurochimiques observés dans cette étude soient une représentation plus réaliste, c’est-a-
dire qui reflete davantage le milieu naturel, des différences sexuelles suivant I’exposition

a un faible niveau de stress.

Cyclicité gvarienne

Il est important de mentionner que dans cette étude comportant un nombre
relativement important de groupe, nous n’avons pas contrdlé le cycle ovarien. Etant
intéressés par I’effet du H sur les différences sexuelles de nature comportementale,
neurcendocrinienne et neurochimique reliées a deux paradigmes de stress, il aurait été
tres difficile de reproduire toutes ces conditions pour chacune des trois principales phases
du cycle ovarien. Il est cependant bien connu que les hormones ovariennes agissent sur la
neurotransmission des systémes a I’étude. L’administration d’estrogéne et ou d’estradiol
module [D’activité sérotoninergique dans !’hippocampe, le CPF, le raphé dorsal et

I’hypothalamus du rat et du singe (Jackson et Uphouse, 1998; Handa et al., 1997; Pecins-
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Thompson et Bethea, 1999; Kritzer et Kohama, 1999; Lu et Bethea, 2002; Lu et al.,
2003; Andrade et al., 2005). Toutefois, les études employant des femelles intactes ont
donné lieu a des résultats moins concluant (Amin et al., 2005). L’activité
dopaminergique varie €galement en fonction des fluctuations des niveaux d’estrogéne
dans plusieurs régions dont le striatum, le nucleus accumbens et 1’amygdale,
particulierement lorsque la neurotransmission est accrue par des médiateurs
pharmacologiques (amphétamine) ou lors d’activation neuronale (Morissette et Di Paolo,
1993; Thompson et Moss, 1997; Becker, 2000; Liu et Xie, 2004; Thompson et Certain,
2005).

Dans notre étude, les mesures post-mortem reflétent davantage un état d’activité
basal des systtmes monoaminergiques comparativement a I’état «activé» étudié dans la
plupart des études précédemment citées. De fait, les résultats neurochimiques obtenus
pour les femelles ne présentent pas plus de variations que les males. 1l est également
improbable que cette homogénéité provienne d’une synchronisation cyclique des
femelles, puisque la synchronisation est généralement observée a I’intérieur d’'une méme
cage (Schank et McClintock, 1997) et dans le possible cas ou les rattes seraient devenues
synchrones, les animaux ont été randomisés et les tests se sont déroulés sur plusieurs
jours limitant au maximum le recoupement de phase. Ainsi, sans démentir I’influence des
hormones ovariennes, il semble peu probable que ces variations hormonales ont
contribu€ significativement aux différences neurochimiques observées entre les males et
les femelles.

Résultats dopaminergiques

En accord avec I’hypothése 3, les résultats semblent suggérer que les maéles

métabolisent davantage de DA (ou de 5-HT) emmagasiné, que les femelles ce qui
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pourrait s’expliquer par une augmentation de la libération, de I’internalisation ou de la
dégradation de ces neurotransmetteurs. Cependant, d’autres résultats laissent croire a un
scénario plus complexe. Par exemple, dans le syst¢éme nigro-striée, ce sont les femelles
qui relachent davantage de DA que les miles en réponse a I’amphétamine ou a la suite
d’une stimulation électrique (Walker et al., 2000; Becker, 1999). Nous avons également
observé que lors d’une réponse de stress, la libération de DA dans le CPF médian
infralimbique (IL) semble €galement plus importante chez les femelles (résultats non
publiés). Ces données justifient les concentrations plus élevées de neurotransmetteurs
retrouvées chez les femelles, mais elles n’expliquent pas pourquoi les niveaux de
métabolites et les ratios de métabolisation sont, a I’inverse, plus faibles. La conversion de
DA en DOPAC est effectuée intracellulairement a partir de DA internalisées ou non
libérées, ainsi, des différences dans la cinétique d’internalisation ou [’activité
enzymatique de la MAO pourraient expliquer en partie les différentes concentrations de
DOPAC. 1l est connu que I’administration d’estrogéne module grandement I’activité
dopaminergique striatal, limitant I’activité de la MAO A et réduisant I’internalisation de
la DA ou la sensibilité¢ du DAT (Disshon et al., 1998; Thompson, 1999 ; Dluzen, 2000 ;
Thompson and Certain 2005). De plus, il semblerait que les femelles soient plus
résistantes aux lésions induites par le 6-hydroxydopamine (6-OHDA) qui est internalisé
par le DAT (Dluzen, 1997). D’autres ont néanmoins démontré que les femelles
recyclaient davantage de DA et exprimaient davantage de DAT striatal comparativement
aux méles (Walker et al., 2000; Morissette et Di Paolo, 1993). 1l est donc possible que,
par le biais de I’estrogéne, les femelles internalisent et dégradent moins de dopamine que

les males.
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Une autre possibilité soit que les femelles dégrade la DA préférentiellement en
HVA, ou en 3-MT par I’action de la COMT. Notre protocole ne nous a pas permis de
quantifier correctement le HVA dans I’ensemble des régions a I’exception du NAc (les
données ne sont pas présentées). Toutefois, dans cette région les femelles semblaient
avoir des niveaux de HVA plus faible que les males, tel qu’observé avec le DOPAC ce
qui laisse supposer que cette autre voix de dégradation ne soit pas la principale
explication de cette différence. De plus, il faut se rappeler que le HVA résulte de
P’activité enzymatique de la COMT sur le DOPAC et non directement sur la DA. Le 3-
MT, métabolite direct de la DA médié par le COMT, n’a pu étre mesuré, toutefois il est
fort probable que les effets de I’estrogeénes sur 1’augmentation de la DA extracellulaire
mentionnés plus haut aient pu se traduire par des variations de concentration de 3-MT.
Dans la littérature aucun article ne fait mention de différence sexuelle, ou de 'effet de
I’estrogene sur les concentrations de 3-MT.

Contrairement a la voie nigro-striée, la régulation de 1’activit€ dopaminergique
mésolimbique et mésocorticale est moins strictement régulée par le fonctionnement du
DAT et des autorécepteurs (Madras et al., 2005). Dans le CPF et I’amygdale, le
transporteur de noradrénaline (NET) est également fortement impliqué dans la régulation
du niveau extracellulaire de DA (Moron et al., 2002; Devoto et al., 2004). Une fois
recyclé, la DA peut étre transformée en NE, mais également co-libérée avec la NE
(Madras et al., 2005). 1l est donc possible que les femelles recyclent davantage de DA via
le NET comparativement aux méiles qui utiliseraient davantage le DAT augmentant ainsi
les concentrations de DOPAC. Cette possibilité semble fort probable étant donné qu’il
semble que les femelles expriment davantage de NET que les males dans le CPF (Vathy

et al., 1997; Duchesne et al., 2006).
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Résultats sérotoninergiques

Des différences sexuelles ont également été observées pour le systtme 5-
HTergique. En accord avec nos résultats, il a ét€ observé que les femelles présentaient
davantage de 5-HT tissulaires dans plusieurs régions dont I’hippocampe, le cortex
frontal, I’hypothalamus et le striatum (Carlsson et al, 1985; Carlsson and Carlsson,
1988; Haleem et al, 1990; Papaioannou et al., 2002; Beck et Luine, 2002;
Droussopoulou et al 2004). Cependant, plusieurs de ces études soutiennent que les
femelles présentent également davantage de métabolite (Carlsson et al., 1985; Carlsson
et Carlsson, 1988; Haleem et al., 1990). Dans notre étude, seule les concentrations de 5-
HIAA dans I’hippocampe sont plus élevées chez les femelles. Néanmoins, les males
expriment un ratio hippocampique significativement plus grand, sans compter qu’ils
présentent davantage de 5-HIAA et un plus grand ratio 5-HIAA/5-HT dans I’amygdale et
les régions corticales.

Plusieurs ont rapporté que les femelles étaient plus sensibles a diverses
modifications du systéme sérotoninergique (Biegon et al., 1979 ; Carlsson et al., 1985;
Dickinson et Curzon, 1986; Haleem et al., 1990 ; Blanchard et al., 1991). Chez les
humains des études d’imageries suggérent que le taux de synthése de 5-HT est plus de
50% supérieur chez les hommes comparativement aux femmes (Nishizawa et al., 1997,
Sakai et al., 2006) et que cette méme mesure dans le cortex correle négativement avec la
dépression séveére ou avec des comportements suicidaires (Leyton et al., 2006).
Parallelement, chez le rat on a démontré que le taux de décharges spontanées des
neurones du NRD des males étaient plus de 40% supérieur aux femelles cyclées (Klink et
al., 2002). Ces résultats coincident avec ce que nous observons ol les méles ont

davantage de métabolites et de plus grand ratios dans la plupart des régions terminales
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observées, ce qui suggere normalement une plus grande activité sérotoninergique chez le
males.

Stress et neurochimie

Les animaux exposés a un stress répét€ présente un profil neurochimique
particulier, particulierement dans les régions corticales. Ainsi, dans le CPFm le stress
répété semble avoir induit une réduction des concentration de DA et de DOPAC (tableau
1B). L’activité dopaminergique du CPFm est déterminante dans le développement de
mécanisme d’adaptation de la réponse de stress, il est donc conséquent d’observer un
effet du stress répété dans cette région. On observe également une augmentation
significative de I’activité 5-HTergique (5-HIAA et ratio de métabolisation) dans le cortex
insulaire des animaux exposés au stress répété (Tableau 4B). Suivant I’exposition a un
environnement nouveau, Berridge et al., rapportérent une augmentation de I’activité 5-
HTergique dans cette région qui tendait a &tre plus importante chez les animaux
exprimant un comportement plus adapté (Berridge et al., 1999). II semblerait donc
I’activité 5-HTergique dans I’insula soit importante dans 1’émergence d’une réponse
adaptée.

Tout comme pour la latéralisation hémisphérique, 1’échantillonnage des régions
cérébrales quelques heures aprés 1’expérience du stress pourrait expliquer 1’absence
d’effets marqués du stress répété sur les résultats neurochimiques dans les régions sous
corticales. Cette attente délibérée était nécessaire a 1’observation du retour a la normale
de P’activité neurcendocrinienne, cependant il est possible que plusieurs différences
neurochimiques reliés a la réponse de stress aient été davantage prononcées si mesurées
pendant I’activation de la réponse ou immédiatement apres.

Effets neurochimiques des manipulations néonatales
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Dans I’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude, ’effet du H sur le
systéme sérotoninergique démontre  P'importance de cette procédure dans le
développement des systémes régulateurs de la réponse de stress et des émotions et ce
malgré I’absence (ou la faiblesse statistique) des effets attendus sur la réponse de stress.
De plus, cet effet uniquement présent chez les males confirme que la réactivité différente
des maéles et des femelles au H.

Ainsi, nous avons démontré que le H résultait en I’augmentation de la
métabolisation de 5-HT, caractérisée par 1’augmentation significative des niveaux
tissulaires de 5-HIAA (dans le CPF et ’amygdale) et du ratio de métabolisation (dans
I’insula) (fig.3). Ainsi, ’effet observé du H sur ’activit€ neurochimique qui touche
particulierement les males vient partiellement confirmer I’hypothése 3. Une étude menée
par Smythe et al., a également permis de démontrer que le H augmentait le ratio de
métabolisation de la 5-HT dans le cortex frontal et I’hippocampe, mais seulement en tant
que ratons et non a I’age adulte (Smythe et al., 1994). 1l est possible que notre procédure
expérimentale, exposant le animaux a davantage de tests, est contribuée a révéler cette
différence de fonctionnement du systeme 5-HTergique a I’dge adulte uniquement chez
les males. Il a d’ailleurs été démontré que certains effets du H étaient accentués par
I’exposition a un environnement enrichi (Escorihuela et al.,1994).

Récemment, Stamatakis et al., démontrerent que le H entraine I’augmentation de
la densité de récepteurs SHT 1A hippocampiques de méme que I’expression de son
ARNm chez les males et réduit ces deux mesures chez les femelles (Stamatakis et al.,
2006). Ce récepteur hippocampique semble déterminant dans la réduction des
comportements anxieux et 1’adaptation de la réponse de stress (Van Praag et al., 2004).

Chez les rats, ’exposition a un environnement enrichi pendant 30 jours entraine
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I’augmentation de I’expression du récepteur 5-HT1a postsynaptique (Rasmuson et al.,
1998) et a I'inverse suivant un stress chronique ou prénatal on observe sa réduction
(Daniels et al., 2000; Griffin et al., 2005).

Cette découverte supporte partiellement 1’idée émise qu’a I’inverse des males, le
H fragiliserait les systtmes de régulation de la réponse de stress des femelles alors qu’il
favorise I’hyperfonction neuroendocrinienne et augmente les comportements dit
dépressifs (Papaioannou et al., 2002; Park et al., 2003; Panagiotaropoulos et al., 2004).
Toutefois, dans nos résultats I’effet néfaste du H chez les femelles n’a été démontré dans
aucune mesure.

Dans un commentaire critique a propos d’une revue de littérature par Ficht et
Denenberg, Jane Stewart exposa le fait que contrairement au male, dont le
développement cérébral est fortement lié€ a la présence d’estrogéne périnatal, la femelle
demeurent sensible beaucoup plus longtemps aux effets structuraux de l’estrogéne
(jusqu’a arrét du systéme reproducteur) (Ficht et Denenberg, 1998). Cette susceptibilité
prolongée a I’estrogéne favoriserait une plus grande plasticité du cerveau des femelles
(Stewart dans Ficht et Denenberg, 1998). Effectivement, le role de I’estrogéne sur la
plasticité neuronale de régions tel que I’hippocampe a été plusieurs fois démontré et
semble au cceur de la régulation de la réponse de stress (McEwen, 2002). En effet,
lorsque soumis a un stress chronique, les femelles présentent une adaptation de la
réponse de stress alors que la réponse des males est sensibilis€é (Bowman et al., 2003).
Récemment, Radley et Morrison ont également souligné 'importance de I’estrogeéne
dans la plasticité cérébrale a I’origine de I’adaptation de la réponse de stress (Radley et
Morrison, 2005). 1l est donc possible que notre procédure expérimentale, qui chez les

males semble avoir révélé I'effet du H sur I’activité 5-HTergique aurait, a I’opposé€,
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contribué a minimiser un possible effet de H chez les femelles. De fait, les mesures 5-
HTergique dans I’hippocampe suggerent que les femelles H, a I’inverse des miles,
présenteraient des ratios de métabolisation plus faible que les NH (figure 3.). II est donc
important de garder en téte qu’il existe des différences sexuelles dans I’effet induit par le
H, mais que la plus grande plasticité des femelles risque davantage de limiter
I’observation de ces différences a long terme.

L’effet du H est également observable dans I’activité dopaminergique,
cependant ces effets sont les méme pour les méles et les femelles. Il a ét€ démontré que
le H, comme le taux de soins maternels entrainent des modifications a long terme du
systeme dopaminergique (Zhang et al., 2005; Sullivan et Dufresne 2006). En accord avec
la littérature, nous avons également démontré que le H entrainait une augmentation de la
concentration de DOPAC dans le CPFm des males et des femelles (tableau 1B).
L’augmentation de 1’activité dopaminergique dans le CPFm semble étre déterminante
dans la régulation de la réponse de stress et du développement des mécanismes
d’adaptation (Sullivan, 2004). Ainsi, d’aprés les résultats obtenus, il semblerait que les
changements induits par le H sur le développement du systeme sérotoninergique soient
davantage variables en fonction du sexe comparativement au systeme dopaminergique.
Conclusions générales

Cette étude, qui avait pour principal objectif de caractériser les différences
sexuelles dans le développement, la réactivité et la régulation de la réponse de stress, a
soulevé d’importantes différences sexuelles, notamment au niveau neurochimique, qui
n’avaient pas €té rapportés auparavant. Ainsi, dans notre étude nous avons observé que
comparativement aux males les femelles sont globalement plus actives, explorent

davantage, présentent une plus grande activité de I’axe HHS au niveau basal et en
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réponse de stress, s’adaptent similairement a un stress répétés et présentent un profil
neurochimique complexe. Le faible effet du H ne nous a pas permis de vérifier certaines
hypothéses quant a I’activité de la réponse de stress, mais il n’en demeure pas moins que
cette procédure a entrainé des modifications neurochimiques a long termes qui ne sont
présentent que chez les males.

Les possibles mécanismes neurobiologiques sous-jacents aux différences
neurochimiques observées entre les méles et les femelles sont multiples. Nos résultats ne
nous permettent pas d’affirmer si les males, présentant davantage de métabolites et ayant
des ratios plus €élevés, utilisent davantage de neurotransmetteurs et/ou ont une plus
grande neurotransmission. Indépendamment des mécanismes, les concentrations de
métabolites et les ratios retrouvés dans le CPFm, I’insula, ’amygdale et 1’hippocampe
sont significativement et systématiquement corrélés avec une réduction des taux
d’hormones de stress (voir texte de résultat). L’inhibition de I’activité de ’axe HHS par
I’activité neurochimique de ces régions semblerait donc moins efficace chez les femelles.
Il est possible que d’autres facteurs tel que les hormones sexuelles limitent I’activité
neurochimique, d’autres études seront nécessaires afin de mieux comprendre cette
différence.

Principale cible pharmacologique des antidépresseurs, la neurotransmission
sérotoninergique joue un role déterminant dans la régulation du stress et des émotions
alors que I’activité dopaminergique particulierement dans le CPFm et I’amygdale semble
déterminante dans la capacité d’adaptation au stress et la protection contre les effets des
pathologies reliées au stress (Ray and Henke, 1991; reviewed in Sullivan, 2004; Sullivan
and Dufresne, 2006). Sous certaines conditions expérimentales, nous avons démontré

qu’il existe des différences sexuelles importantes dans le fonctionnement des ces
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systemes, qui pourraient contribuer a une plus grande vulnérabilité des femmes a
développer certains troubles reli€s a la régulation du stress et des émotions.

Pour une meilleure compréhension des différences sexuelles reliées a la réponse de

stress

Cette section, consacrée aux études futures est généralement assez succincte,
cependant compte tenu que cette étude a abordé plusieurs thémes et que 1’étude des
différences sexuelles en rapport avec la réponse de stress est un champ relativement
récent, cette section sera par conséquent plus longue. Il sera donc d’abord question de
certaines précisions méthodologiques, de différentes approches qui permettent plus
raisonnablement de mesurer le comportement anxieux des males et des femelles, de
I’importance des hormones ovariennes dans la manifestation des différences sexuelles, et
finalement de ’emploie d’approches expérimentales plus mécanistes.
Précisions méthodologiques

Plusieurs des résultats observés dans notre étude, n’ont pas été rapportés dans la
littérature. Un des arguments plusieurs fois énoncé dans la discussion était la variation de
la méthode expérimentale. Il est vrai que l’exposition a divers tests entraine des
modifications neurobiologiques qui risquent de réduire ou de modifier I'effet d’un
traitement. Afin d’évaluer ’ampleur de ces possibles modifications, il est important
d’avoir des groupes contrles (naifs) d’autant plus lorsque qu’il est question de
différence sexuelles compte tenu que les femelles semblent €tre plus sensibles aux
variations d’environnement que les males.

Lors de cette étude, nous avons mesuré les capacités régulatrices de 1’axe HHS
en évaluant les concentrations plasmatiques d’ACTH et corticoides une heure suivant la

fin du stresseur (20 minutes de restriction). Ce n’est qu’aprés un minimum de deux
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heures que les animaux ont été€ sacrifiés, c’est-a-dire au moins 3 heures apres la fin de
I’exposition au stresseur. C’est pourquoi, nous considérons que les mesures
neurochimiques résultantes sont le reflet d’une activité cérébrale basale. Toutefois, ce
décalage temporel entre les mesures endocriniennes et neurochimiques nous empéche
d’établir une relation claire entre la régulation de la réponse de au stress et les
concentrations dopaminergique et sérotoninergique cérébrales. De plus, il est probable
que certaines différences neurochimiques soient davantage observables lorsque ces
systemes sont activement sollicités.

Ainsi, il serait intéressant d’évaluer simultanément les mesures neuroendocriniens
et neurochimiques sur différents temps suivant I’exposition au stress afin de vérifier la
relation entre les concentrations cérébrales de DA et de 5-HT (et de leurs métabolites
respectif) et la régulation de I’activité de ’axe HHS. Ceci pourrait €tre effectuée par
Iintroduction de cathéter, qui minimiserait le stress associé aux prélevements sanguins,
en combinaison avec des systtmes de mesures neurochimiques in vivo telles que la
microdyalyse. Dans le cas ou ces dispositifs ne sont pas disponibles, il est possible
d’établir des mesures endocriniennes et neurochimiques simultanées en employant
plusieurs groupes d’animaux dont le temps du sacrifice varierait suivant 1I’exposition au
stresseur.

Interpréter les différences sexuelles dans le comportement

Tel que mentionné dans la discussion, la grande majorité des tests qui mesurent le
comportement anxieux et/ou d’exploration ont été élaborés et validés majoritairement
chez des méles (Palanza, 2001;). De plus, jusqu’a tout récemment, personne n’avait
clairement établi I’existence possible d’une réponse de stress différente en fonction du

genre (Taylor er al, 2000). Face a ce nouveau cadre théorique qui multiplie les
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interprétations des différences sexuelles, il est important de bien préciser le
comportement a observer et de choisir un test qui permet de mesurer avec le moins
d’ambiguité possible le méme comportement chez les males et les femelles. Par exemple,
la plupart des gens qui ont testé des males et des femelles dans I’EPM témoigneront que
leur comportement global est différent. Cette différence est treés intéressante et devrait
étre davantage investiguée, mais pose probléme lorsqu’on emploie des mesures d’anxiété
qui ne semblent pas s’appliquer aux deux sexes. En ce sens, I’évaluation du
comportement anxieux des males et des femelles devrait étre effectuée a partir de tests tel
que D’exposition a un prédateur. Cette menace naturelle produit des réactions
comportementales similaires chez le male et la femelle, mais a des degrés divers,
confirmant davantage que le comportement enregistré peut davantage étre interprété de la
méme facon pour un male et une femelle (Blanchard et al., 1992).
L’importance de mesurer la cyclicité ovarienne

Associé a des changements importants de concentrations hormonales, les
variations de cycle ovarien influencent plusieurs systémes physiologiques dont la réponse
de stress. L’effet des variations de cycle a été démontré sur I’activité de I’axe HHS et
certaines mesures comportementales associées a la réponse de stress (Burgess and
Handa, 1992; Marcondes et al., 2001; Frye et al., 2000; Rhodes and Frye, 2001;
Figueiredo et al., 2002; Lunga and Herbert, 2004). De plus, l'effet de plusieurs
procédures dont H semble se manifester que pendant certaines phase du cycle (Severino
et al., 2004). L’estrogéne, via I’activation du récepteur cestrogénique B semble avoir de
forte propriété anxiolytique (Lund et al., 2005). 1l est également important de mesurer
I’impact des variations de cycles la plasticité neuronale et par conséquent la capacité

d’adaptation, qui semble fortement reli€ a I’action de I’estrogéne.
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Dans la présente étude nous voulions d’abord caractériser certaines différences
sexuelles de base, mais il est certain qu’une meilleure compréhension de ces différences
passe par 1’évaluation du rdle des hormones sexuelles. Le syst¢me reproducteur féminin
rythme une foule de systémes et on ne peut en faire abstraction si nous voulons
comprendre le fonctionnement de réponse tel que le stress. De plus, une quantité de
troubles émotifs de méme que la sévérité de certains symptdmes dépressifs semblent
varier en fonction du cycle renforcant la pertinence de mieux comprendre I’implication
des hormones ovarienne dans les syst¢emes de régulation de la réponse de stress et des
émotions.

Modéle néonatal

Dans notre étude, nous avons employé le paradigme du H qui se veut une trés
faible modification de I’environnement néonatal. Tel que mentionné, les éléments dans
cette procédure qui entrainent ces changements a long terme demeurent largement
inconnus. Ainsi, afin de limiter les sources d’ambiguités quant aux raisons associées a la
production ou non d’effet, d’autre procédure plus sévére telle que la séparation
maternelle seront davantage favorisé dans le futur puisqu’elle semble reproduire des
effets plus important et stable et que 1’ensemble de ces effets semblent provenir de
I’activation prématurée de la réponse de stress (Pryce et Feldon, 2003). Les procédures
néonatales sont trés intéressantes parce qu’elles permettent d’observer I’importance de
cette période sur le développement de propriétés particuliéres, mais dans 1’optique de
I’étude des différences sexuelles un paradigme davantage caractéris€é semble plus

approprié.
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Futures approches expérimentales

Dans notre étude nous avons investigué I’activité des systemes dopaminergique et
sérotoninergique par la quantification tissulaire des neurotransmetteurs et de leurs
métabolites. Dans le future, il serait trés intéressant de quantifier les trois principaux
métabolites de la DA, particulierement le 3-MT dont les concentrations risquent de varier
en fonction du sexe compte tenu des effets recensés de I’estrogéne du la libération de
DA.

La quantification tissulaire post-mortem par HPLC-EC est une méthode qui nous
a permis de caractériser grossierement ’activité de ces systémes chez un grand nombre
d’animaux et de recueillir des données par hémispheres. Toutefois, il est impossible de
cerner les mécanismes a 1’origine de ces différences. Il serait donc intéressant de vérifier
certaines des hypotheses avec des approches plus ciblées qui permettent de mieux saisir
les différences tant dans I’expression de certain récepteurs et site ce re-capture que dans
la libération des neurotransmetteurs. Par exemple, la microdialyse et la voltamétrie in
vivo, chez des animaux en mouvement, permettent d’observer les modifications
neurochimiques en temps réel. Ces techniques constituent des outils intéressants afin de
mesurer les différences neurochimiques associées au processus d’habituation ou a la
latéralisation hémisphérique qui semblent davantage survenir pendant la réponse de
stress. Finalement, I’investigation du syst¢me NE, qui constitue un élément important de
la régulation de stress et qui semble étre fortement reli€ a la régulation dopaminergique
dans I’ensemble des régions du systémes limbiques, constitue une piste intéressante afin

de préciser certaines différences sexuelles obtenues dans cette €tude.
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