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Résumé

Une femme sur cing souffre de troubles anxieux durant la grossesse (1). A la suite de
'épidémie mondiale récente, ce chiffre aurait augmenté jusqu’a atteindre 60% en 2020 (2).
De nombreuses études in vitro, in vivo et cliniques ont montré différents effets néfastes du
stress prénatal sur le développement cérébral et le comportement de la descendance, tels
gue troubles anxieux, troubles de l'attention/hyperactivité et troubles du comportement. Les
meécanismes en jeu et I'étendue des conséquences sont encore mal connus et les méthodes

de prévention et traitements sont relativement limités.

Ce travail de thése consiste majoritairement en une synthése bibliographique sur le stress
prénatal, définissant le stress biologique et psychologique, et résumant les résultats pré-
cliniques et cliniques sur le sujet, ainsi que les recommandations et traitements disponibles.
Cette syntheése bibliographique est soutenue par une étude préclinique réalisée lors du master
2 de neurosciences sur les effets du stress au début de la vie sur le comportement et

I'expression des génes hypothalamiques chez les poussins de cailles (Coturnix japonica).

Les études réalisées sur le sujet, aussi bien en préclinique qu’en cliniques, tendent a montrer
des retards développementaux, modifications des comportements sociaux, des troubles de
l'attention et neuromoteurs, une réponse de l'axe hypothalamo-hypophysaire (HPA)
perturbée, une augmentation de l'incidence de schizophrénie ainsi qu’'une modification des

taux de cortisol, corrélés aux changements observés.

Différents mécanismes semblent a 'origine de ces perturbations, tels qu’'une modification du
nombre et de la densité de récepteurs aux glucocorticoides et aux minéralocorticoides, une
dérégulation de multiples neurotransmetteurs ou encore des anomalies structurelles et de
connectivité cérébrale. Encore peu de recommandations officielles sont mise en place et
aucun traitement spécifique a la femme enceinte n’est disponible pour cette population a

risque, et écartée des essais cliniques.

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour élucider les mécanismes a l'origine
des conséquences néfastes du stress prénatal ainsi que pour mieux définir la ou les périodes
critiques. Une approche multidisciplinaire, ainsi qu’un renforcement de la communication entre
les différents chercheurs, professionnels de santé, patients et proches permettraient de

faciliter la prévention et la prise en charge de I'anxiété chez la femme enceinte.
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. Introduction

1. Le stress biologique

La définition scientifique du stress se dessine dés les années 1930, avec lintroduction de
l'idée de « fight or flight » par W. Cannon (3). Il décrit ce phénoméne comme la réaction du
corps en présence de danger, I'aidant a mobiliser ses ressources pour réagir (par la fuite ou
le combat). Concomitamment, le stress est décrit en tant que réaction physiologique a la suite
d’'une confrontation a une situation critique (4). D’aprés Hans Selye, médecin endocrinologue
pionnier de la recherche sur le stress, cette réaction impliquerait notamment la glande
surrénale et I'hypophyse antérieure et représenterait la tentative de 'organisme de s’adapter
a ces nouvelles conditions. A cela, il ajoute la notion d’étape a cette réaction qu'il divise en

trois phases : I'alarme, la résistance et enfin la phase d’épuisement.

D’aprés Seyle, le stress est une réaction non spécifique du corps a la rencontre d’'une menace.
Cette définition s’est affinée avec le temps et peut aujourd’hui se résumer a un état de
dysharmonie engendré par un facteur externe ou interne, contrecarré par une réponse
physiologique et comportementale de l'individu pour répondre a cette menace et afin de
maintenir 'homéostasie (I'équilibre idéal qu’essaye de maintenir le corps en toutes

circonstances) (5).

Ce systéme permet, en principe, d’augmenter les chances de survie de l'individu. Dans
certaines circonstances, il peut a l'inverse entrainer des effets délétéres sur I'organisme.
Qu’elle soit anormalement élevée ou diminuée, une dérégulation de la réponse au stress
entraine une augmentation du risque de mortalité et de morbidité (par une sous-estimation du

danger ou une intégration sociale limitée, respectivement).

a. Les mécanismes biologiques

La biologie du stress implique différents systémes, centraux et périphériques, hormonaux et
nerveux : principalement I'axe hypothalamo-hypophysaire et le systéme nerveux autonome
(SNA). Un stress aigu déclenche des modifications physiologiques et comportementales

assez consistantes et limitées dans le temps.



Pour permettre a l'individu de réagir, 'organisme redirige ses ressources physiologiques
(débit sanguin, sources énergétiques), diminuant les fonctions végétatives (digestion,
systeme immunitaire, croissance) afin d’augmenter les capacités de réactivité (muscles,

vigilance).

Le stress est initialement percu par une multitude de signaux neurosensoriels tels que des
informations visuelles, auditives, nociceptives ou viscérales (5) qui sont ensuite intégrés au
niveau central. Parmi les multiples régions impliquées, I'hypothalamus (HP), le tronc cérébral
et le locus coeruleus (LC) jouent un rble crucial. Plus particulierement le noyau
paraventriculaire de [I'hypothalamus (PVN), dont les neurones produisent I'’hormone

corticotrope (CRH) et la vasopressine (AVP).

Les principaux médiateurs moléculaires du stress sont les glucocorticoides, produits et
régulés par l'axe hypothalamo-hypophysaire, ainsi que les catécholamines, adrénaline et
noradrénaline (NA), régulées et produites par le systeme sympathique et la glande surrénale.
L’axe HPA, hormonal, est considéré comme lent tandis que I'axe systéme nerveux autonome,
a une action rapide. Leurs cibles sont trés nombreuses et incluent, notamment, dans le
systéme nerveux central (SNC), le systeme de la peur, de la récompense ou encore du
sommeil, ainsi qu’en périphérie, le systéme digestif, cardiovasculaire et immunitaire (6). Les
différents systémes impliqués interagissent réciproguement entre eux, formant des boucles

de rétroaction complexes et finement régulées.

Globalement, les fonctions végétatives telles que la croissance ou la digestion, sont inhibées
pour favoriser la réactivité de 'organisme au stress en augmentant le rythme cardiaque et la
vigilance ou en augmentant la libération de glucose dans le sang (7,8). Les principaux effets
du stress sur certaines grandes fonctions physiologiques sont résumés dans le tableau ci-

dessous (Tableau 1).

STIMULE INHIBE
Rythme cardiaque et tension artérielle Sommeil
Glycogeneése, glycogénolyse, lipolyse Croissance
Vigilance et attention Reproduction
Dilatation de la pupille Digestion
Bronchodilatation Inflammation

Tableau 1 : Effets du stress (non exhaustif) en conséquence de l'inhibition du systéme parasympathique et
stimulation du systeme sympathique sur les différents organes (5).
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b. L’axe du systeme nerveux autonome

La noradrénaline est produite par les neurones du locus coeruleus tandis que I'adrénaline est
libérée dans la circulation sanguine par les cellules chromaffines de la médullosurrénale (9).
Ces deux molécules exercent leurs effets centraux et périphériques via quatre récepteurs
couplés a des protéines G : les récepteurs a1, a2, B1 et B2, a la fois pré- et post-synaptiques.
La stimulation des récepteurs béta entraine une augmentation de la force et de la fréquence
de la contraction cardiaque (effet inotrope et chronotrope positif), une dilatation des bronches,
ainsi qu’'une mise au repos des muscles lisses du tractus gastro-intestinal et de la vessie. La
stimulation des récepteurs alpha provoque, quant a elle, une vasoconstriction et une
hypertension artérielle (HTA). Concernant le métabolisme glucidique, une action
hyperglycémiante est observée via l'activation de la glycogénolyse hépatique et de la
glycogénogenése et 'inhibition de la glycogénogenese. Par ailleurs, il existe également une
activation de la lipolyse et une inhibition de la lipogenese. Ces modifications métaboliques

aboutissent a la libération de substrats énergétiques dans la circulation générale.
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Figure 1: Projections des neurones noradrénergiques du locus coeruleus. Les neurones noradrénargiques du
locus coeruleus se projettent vers les noyaux du raphé, le thalamus, 'hypothalamus, I'amygdale, le cortex,
I’'hippocampe, le cervelet et le systeme sympathique périphérique (8).
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c. L’axe hypothalamo-hypophysaire

L'axe hypothalamo-hypophysaire relie un individu aux changements de son environnement.
Le facteur stressant externe est percu, analysé et transmis par le systéme

meésocorticolimbique vers le PVN et le LC (Figure 2).

=N ADAPTATION COMPORTEMENTALE
<A

Systéme mésocorticolimbique
Hippocampe - Amygdale

Noradrénaline

\ CRH/AVP

e

4 A

S GC Adrénaline

N /4

ADAPTATION PHYSIOLOGIQUE

Figure 2: L’axe schématique de la réponse au stress. ACTH hormone adrénocorticotrope, AVP vasopressine,
CRH hormone corticotrope, GC glucocorticoides, LC locus coeruleus, PVN noyau paraventriculaire.

Ce signal déclenche la libération de noradrénaline par le LC et la libération d’adrénaline dans
la circulation sanguine par la glande surrénale. Le noyau PVN recoit I'information provenant
des noyaux amygdaliens, de I'hippocampe, du cortex préfrontal et du locus coeruleus. Ainsi,
le PVN est une région essentielle pour l'intégration des réponses neuroendocriniennes et
végétatives au stress. Les neurones parvocellulaires du PVN produisent la CRH et 'AVP, les
deux hormones principales qui stimulent la sécrétion par 'hypophyse antérieure de I'hormone
adrénocorticotrope (ACTH) dans la circulation générale. La CRH et le peptide AVP se fixent
respectivement sur les récepteurs CRH-R et et VR (Vl1a et V1b et V2). V1aR et V1bR activent
les phospholipases via la protéine Gqg/ll et le récepteur V2 (V2R) active I'adénylate cyclase en

interagissant avec la protéine Gs. Le CRH-R, un récepteur a protéine G, est retrouvé dans de
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nombreuses parties hypothalamiques comme extra-hypothalamiques, telles que le systeme
limbique ou le systéme sympathique. Il est également retrouveé en périphérie, dans la glande
surrénale, le systéme digestif ou encore la rate. Il a été démontré que I'injection de CRH au
niveau central entraine une réaction physiologique et comportementale au stress (10)

confirmant son réle crucial dans cette réaction.

L'ACTH induit ensuite la production d'hormones glucocorticoides (corticostérone chez les
oiseaux et les rongeurs, cortisol chez 'homme) & partir du cortex surrénal, ce qui favorise la
survie a court terme par des changements comportementaux (11). Les glucocorticoides se
lient aux récepteurs intracellulaires aux glucocorticoides (GR) ou aux minéralocorticoides
(MR), avec une affinité plus élevée pour les seconds, tous les deux étant des facteurs de
transcription (12). Apres la liaison du ligand au récepteur GR ou MR, les complexes récepteur-
ligand se déplacent vers le noyau et se lient aux éléments de réponse hormonale dans la
région promotrice des génes cibles, modifiant ainsi I'expression génétique. La transcription de
nombreux génes, tels que I'annexine 1 ou NFkB (nuclear factor-kappa B), est ainsi activée ou

réprimée (13).

Les récepteurs GR et MR sont largement exprimés dans l'organisme, y compris dans
plusieurs régions du cerveau comme I'hippocampe, I'hypothalamus ou le tronc cérébral (14).
Ainsi, les glucocorticoides agissent sur différents tissus et organes a travers des effets
génomiques et non génomigues (15). Ces effets sont médiés par des récepteurs
membranaires, des facteurs de transcription et des effets génomiques indirects (Figure 3).
En effet, une activité non-génomique a travers des récepteurs membranaires (aux
minéralocorticoides et glucocorticoides) ont été démontrés, ainsi que I'existence de

récepteurs membranaires aux glucocorticoides (16,17).
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Figure 3: Effets génomiques et non génomiques des glucocorticoides sur le SNC (15)

2. Le stress psychologique

a. Définition

Le stress psychologique est un phénoméne complexe et de nombreux modéles théoriques
ont tenté d'en expliquer I'étiologie. Ces explications théoriques peuvent étre catégorisées en
fonction de leur conceptualisation primaire de I'expérience du stress : le stress en tant que
stimulus externe; le stress en tant que réponse; et le stress en tant qu’interaction entre

l'individu et I'environnement (18,19).

Les explications transactionnelles du stress mettent l'accent sur les processus cognitifs qui
permettent aux individus d'attribuer un sens a leur environnement, en soulignant la nature
relationnelle et dynamique de la transaction dans laquelle le stress peut survenir (20,21).
Cette interaction est bidirectionnelle, par conséquent, ce n'est ni lindividu, seul, ni

I'environnement seul qui produit le stress, mais une transaction complexe entre les deux.

Selon la théorie transactionnelle du stress et de I'adaptation de Lazarus et Folkman (22), les
individus évaluent constamment les stimuli de leur environnement. Ce processus d'évaluation

génere des émotions, et lorsque les stimuli sont considérés comme menacants, difficiles ou
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nuisibles (c'est-a-dire des facteurs de stress), la détresse qui en résulte déclenche des
stratégies d'adaptation pour gérer les émotions ou tenter de s'attaquer directement au facteur
de stress lui-méme. Les processus d'adaptation produisent un résultat (& savoir un
changement dans la relation individu-environnement), qui est réévalué comme favorable,
défavorable ou non résolu. La résolution favorable des facteurs de stress suscite des
émotions positives, tandis que les résolutions non résolues ou défavorables provoquent de la
détresse, incitant I'individu a envisager d'autres options d'adaptation pour tenter de résoudre
le facteur de stress. Selon cette perspective, le stress est défini comme I'exposition a des
stimuli évalués comme nuisibles, menagants ou difficiles, qui dépassent la capacité de

l'individu a y faire face (22).

b. Les méthodes d’évaluation du stress

Difféerentes approches sont possibles et ont été développées dans I'évaluation du stress
(Tableau 2). Il faut d’abord faire la distinction entre le facteur de stress et la réponse au stress.
Le premier représente un événement ou phénomene entrainant un stress (tel qu’un accident
ou un déces) tandis que le deuxiéme correspond a la réponse psychologique et biologique a
la situation stressante. La seconde méthode, bien que moins objective, permettrait une
évaluation plus juste du stress. Il a en effet été montré que, confrontés a un facteur stressant
identique, la réaction et les conséquences seront différentes d’un individu a l'autre (23). Dans
un second temps, il faut ensuite déterminer le type de stress ainsi que I'échelle temporelle

(chronique, aigu, événements de vie, quotidien).

Les questionnaires utilisés mesurent en général des événements majeurs et/ou traumatiques,
ou reflétant un stress chronique/du quotidien (solitude, discrimination, difficultés financieres,
sentiment d'insécurité, etc.) Il est également possible de prendre des mesures
comportementales ou physiologiques, qui refletent alors souvent la réaction a un stress aigu

vécu dans le cadre de I'étude (24).
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Facteurs de stress Réponse au stress

Auto-questionnaire sur les événements Auto-questionnaire sur la perception du stress

de vie
Entretien Codage comportemental
Proximité temporelle/physique avec un Mesures physiologiques
événement stressant (taux de cortisol, tension artérielle, rythme cardiaque)

(guerre, catastrophe naturelle)

Tableau 2 : Exemples de méthodes d'évaluation cliniques du stress (24)

Pour faire face au défi de I'aspect multidimensionnel du stress, les méthodes de mesures
cliniques sont variées et nombreuses. Néanmoins, une harmonisation des méthodes
permettrait une meilleure comparabilité entre les études. Une revue systématique de la
littérature a analysé cet aspect, en sélectionnant des publications ayant évalué le stress
psychosocial pendant la grossesse a l'aide de méthodes validées et permettant d’identifier les
principales catégories de stress ainsi que les outils les plus appropriés (25). Les auteurs de
cette étude concluent qu'il est globalement recommandable de prendre en compte a la fois

I'élément stressant, la perception de I'individu et sa réaction a cet événement.

Category Instrument S R \'%
Anxiety State-Trait Anxiety Inventory, trait form* 3 + +
Depression Edinburgh Postnatal Depression Scale 5 + +
Daily hassles Perceived Stress Scale! 3 + -
Aspects of psychological symptomatology Abbreviated Scale for the Assessment of 2 + *

Psychosocial Status in Pregnancy*

Life events Prenatal Life Events Scale® 1 - +
Specific socio-environmental stressors No best measure defined®
Stress related to pregnancy and parenting Prenatal Distress Questionnaire® 2 + +

*As the instruments in the category of specific socio-environmental factors are very diverse in nature, we identified no best currently
available instrument in this category.

S, number of samples (pregnant or non-pregnant); R, reliability; V, validity; +, available data meeting the predefined criteria; —, data
meeting the predefined criteria are not available.

Tableau 2 : Apercu des instruments identifiés comme étant les meilleurs moyens actuels de mesure pour chaque
catégorie (45)

Les facteurs de stress sont vécus dans le contexte de la vie d'une personne, représentés par
les facteurs contextuels dans le triangle bleu (Figure 4). Ces facteurs comprennent les
caractéristiques individuelles telles que la personnalité, et les données démographiques,
I'environnement dans lequel on vit, les expositions actuelles et passées aux facteurs de stress
et les facteurs de protection. L’exposition actuelle et passée aux facteurs de stress, et les

facteurs de protection - tous ces facteurs se combinent pour déterminer I'état de base de la
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régulation physiologique, et le prisme a travers lequel les facteurs de stress sont pergus et
attribués. Les facteurs contextuels et les processus habituels influencent ensemble les
réponses psychologiques et physiologiques aux facteurs de stress aigus et quotidiens. Ces
réponses, si elles ne sont pas régulées, entraineraient une charge allo statique (accumulation

de stress) et, en fin de compte, un vieillissement biologique (26).

. Path A: Chronic stress effects on the brain and body
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Figure 4 : Modéle transdisciplinaire du stress psychologique (46)

Ainsi, la réponse au stress est différente pour chaque individu et dépend a la fois de facteurs
génétiques, environnementaux et développementaux. Ce sont les facteurs

développementaux qui nous intéressent ici et que nous étudierons plus en détails.

I est soupconné que I'élévation des glucocorticoides pendant le développement
embryonnaire augmenterait la susceptibilité aux maladies métaboliques en altérant les circuits
hypothalamiques. En effet, I'environnement modifie la fonction de I'axe HPA dés le plus jeune
age, afin de répondre a un environnement hostile en modifiant la régulation endocrinienne,
comportementale et métaboligue. Ce phénoméne est appelé programmation
développementale, ce qui correspond a des changements permanents de la physiologie et

des systémes neuronaux suite a des expériences des le début de la vie (27).

De nombreuses études ont montré que I'exposition in utero au stress aurait des impacts

durables a la fois sur la structure et la fonction de plusieurs tissus. Ces modifications sont
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associées a un risque plus élevé de développement de pathologies et de troubles du
comportement tels que des troubles dépressifs et anxieux ou des troubles cardio-
métaboliques (28,29). En effet, les changements qui sont adaptatifs dans des conditions
délétéres, comme le stockage des aliments sous forme de graisse et le maintien d'une

glycémie élevée, deviennent alors inadaptés dans de bonnes conditions (30).

c. La complexité du stress et ses différentes définitions

Pour commencer, la définition méme du stress est vaste et complexe. Le stress est non
seulement défini comme une réponse (les réponses au stress) mais aussi comme un stimulus
(le stresseur) ou encore comme le résultat d'une interaction entre les stimuli
environnementaux et les réponses individuelles (31). La majorité des études incluses ici
considerent le stress comme un stimulus qui menace 'lhoméostasie et entraine une réponse
au stress. Néanmoins, la définition du stress et de ses stimuli reste ambigué et differe d’étude
en étude. En ce qui concerne le stimulus, la encore la définition d’un stimulus efficace varie.
Celle-ci peut étre évaluée par le comportement qu’il engendre (anxiété) ou par la réaction
biologique (réaction du systeme HPA). Bien que le niveau de cortisol ne semble pas corrélé
au stress percu (32). Ce qui amene a la dualité psychologique/biologique :

e Faut-il définir le stress a partir d’'une mesure de la perception subjective du stress ou
d’une variable physiologique quantitative ?

e Faut-il mesurer les conséquences du stress en fonction du comportement de I'enfant
ou de la réactivité¢ des systemes biologiques impliqués dans le stress chez la
descendance ?

La recherche dans ce domaine bénéficierait grandement d'une approche psychologique et

biologique intégrée.

Il existe également une différence notable et, potentiellement, une variable confondante avec
la dépression : la dépression maternelle peut produire des effets physiologiques et

psychologiques interactifs et/ou concomitants du stress.

Enfin, la classification des événements de vie définis comme stressants reste subjective : un
évenement communément percu comme positif (tel que le mariage), peut néanmoins
provoquer un stress non négligeable. De plus, il a été montré que I'évaluation subjective de

I'événement stressant importe plus que les conséquences objectives de I'événement (33).
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3. Le stress prénatal

Le terme « stress prénatal » est apparu dans les années 70 avec les premiéres études
précliniques et cliniques s’intéressant a I'influence environnementale sur le comportement de
'enfant. Dans les années 40, il a été remarqué que des événements stressants durant la
grossesse engendraient des conséquences sur la santé physique et mentale des nouveaux
nés (34).

S’appuyant sur ces résultats préliminaires, une analyse rétrospective a été réalisée sur 102
enfants (35). Différentes informations ont été recueillies sur le déroulement de la grossesse,
les maladies, le début du développement et du comportement de I'enfant. L'incidence du
stress durant la grossesse a été déterminée a 2,5 a 3 fois supérieure pour les enfants

rencontrant des difficultés d’apprentissage, comparés au groupe contréle non-expose.

La difficulté de mettre en place des études prospectives au long terme a ralenti la recherche
concernant ce sujet. Les études rétrospectives introduisent des biais et limitent la qualité des
données recueillies, rendant leurs résultats bien moins fiables. Malgré tout, ces premiers
travaux suggerent que des événements prénatals influenceraient profondément le

comportement et les fonctions neuronales de la descendance.

Une étude prospective sur les effets du stress prénatal, sans hypothése de départ, a été
réalisée en Ecosse de 1965 a 1973, sur 153 enfants (36). En réalisant des entretiens réguliers
avec les parents aprés la naissance, I'équipe a rassemblé des données sur la santé physique
et mentale de la mére, sur les conditions et événements de vie ainsi que sur la santé et le
développement de I'enfant. Les résultats montrent encore une fois une association entre le
vécu du stress durant la grossesse et des anormalités dans le comportement de I'enfant

(apprentissage retardé de la marche, hyperactivité).

Mean score of

Class of morbidity Mean score remainder of t P
of P-T cases sample
_ (n=14) (n=139)
Physical illness 8-21 392 4-2788 <0-001
Neurological dysfunction 2-00 0-95 3-9563 <0-001
Physical defects 0-64 0-37 1-1075 ns
Physical abnormality 1-50 0-47 4-5143 <0-001
Developmental lag or dysfunction 4:29 2:72 3-1369 <0-001
Behaviour disturbance 13-64 7-50 3-4519 <0001
Total morbidity 30-29 15-94 4-9322 <0001

Tableau 3 : Morbidités les plus associées aux tensions durant la grossesse (54)
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Une autre étude épidémiologique, rétrospective cette fois, s’est penchée sur le devenir des
enfants dont le pére est décédé avant leur naissance (37). Leur hypothése étant que le stress
maternel affecte le développement foetal, entrainement des modifications du comportement
et du tempérament de I'enfant & naitre. Considérant le décés du conjoint comme un
évenement de vie extrémement stressant, ils ont étudié le nombre de patients souffrant de
troubles psychiatriques dans cette population. lls ont comparé une population d’enfants
(n=167) dont le pére est décédé durant la grossesse et une population dont le pére est décédé
durant la premiére année de vie (n=168). Leurs résultats montrent une augmentation
significative du nombre de troubles psychiatriques (alcoolisme, trouble de la personnalité dont
la schizophrénie) chez les enfants dont le pére est décédé durant la grossesse. Bien que leur
population soit trop faible pour conclure, leurs résultats soutiennent I'hypothése de I'impact du

stress sur le comportement de la descendance.

En paralléle de ces investigations cliniques, des études réalisées in vivo permettent de mieux
contrbler les conditions expérimentales et viennent soutenir ces résultats, en étudiant

linfluence de stress prénatal sur la descendance de rats et de souris (38—43).

Une premiere étude a été menée par Thompson et al. sur des femelles rats exposées durant
la gestation a des conditions stressantes (peur) en partant de I'hypothése que des
événements traumatisants durant la gestation déclenchent la production et I'échange de
substances (telles que la cortisone ou I'adrénaline) entre la meére et I'enfant, qui a leur tour
influencent le développement fcetal (38). L'expérience a montré qu’a un jeune dge comme a
l'age adulte, les rats nés de méres stressées voyaient leur comportement altéré (niveau
d’activité, latence d’activité, latence a I'alimentation) en comparaison au groupe contréle. Bien
gue le nombre de rates étudiées (n=5) soit insuffisant, cette étude apporte des raisons de

supposer que I'anxiété prénatale alternait le comportement de la descendance.

Cette étude a été suivie par une seconde série d’expérimentations menées afin de déterminer
si le stress pouvait exercer une influence sur la descendance avant méme la conception (39).
Celles-ci ont permis d’écarter cette possibilité en montrant qu’aucune différence n’était
détectable dans le comportement de la descendance de méres stressées avant reproduction

par rapport au groupe contréle (non traité).

L’influence d’'un stress constant a été testée chez un nombre plus conséquent de souris
gestantes (n=15), a travers un surpeuplement durant toute la période de la gestation (40). La
descendance de souris vivant dans la cage surpeuplée répond de fagon ralentie a de
nouveaux stimuli et présente une activité diminuée par rapport au groupe contréle, a 30 jours

comme a 100 jours d’age, appuyant I'hypothése formulée par Thompson.
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D’autres études ont a leur tour testé cette hypothése en ajoutant d’autres variables. Une
équipe a notamment analysé l'effet de quatre niveaux de stress différents a deux périodes
distinctes de la gestation: 1 a 9 jours ou 11 a 19 jours — la gestation totale durant 21 a 23
jours (43). lls concluent, eux aussi, a une plus grande émotivité chez la descendance de
meres stressées et leurs résultats suggérent une plus grande susceptibilité durant la fin de la
gestation.

Se basant sur la corrélation entre I'émotivité et l'activité corticosurrénale, Zarrow et ses
collaborateurs (44) ont réalisé une étude chez le rat, dans laquelle ils se sont intéressés au
possible passage systémique de la corticostérone entre la mére et le foetus. Leurs résultats
montrent la présence de corticostérone radiomarquée au carbone-14 dans I’hypothalamus du
foetus 30 minutes seulement aprés son injection intraveineuse (IV) chez la mere. Il est
important de noter que le nombre d’animaux testés était limité (n=3) et que la gestation en
était a un stade tardif (21 jours), période ou le systeme corticosurrénal des foetus rats est déja
développé. Cette étude a néanmoins permis de démontrer que le passage d’hormones liées

au stress était possible entre la mére et le foetus.

A l'origine, la notion de stress était appliquée a tout changement hormonal en réponse a des
stimuli négatifs (45). Bien que la plupart des études parviennent aux mémes conclusions, de
nombreux paramétres expérimentaux different et sont a prendre en compte : d’'une part, la
nature du stress appliqué, son intensité ainsi que sa temporalité et, d’autre part, la maniére
de mesurer le comportement de la descendance. Le stress est provoqué aussi bien par une
simple manipulation des animaux que par des méthodes plus élaborées (nage forcée,

injection d’épinéphrine ou d’hydrocortisone).

L’intensité du stress différe, elle aussi, et des études se concentrant sur celle-ci semblent
montrer une corrélation entre I'intensité du stress appliqué et la différence de comportement

chez la descendance (43,46), bien que toutes les études ne soient pas concluantes (42).

En ce qui concerne les études s’intéressant a la temporalité, la gestation est généralement
découpée en deux semestres ou en trimestres et le stress appliqué a 'une ou l'autre période.
Bien que Havlena et Werboff (41) n’aient pas montré de différence selon le trimestre, d’autres
études suggerent un effet du stress plus marqué durant la seconde moitié/la fin de la gestation
(42,43).

Les types de tests utilisés varient, néanmoins, ils mesurent pour la plupart I'activité (la latence
au mouvement et la tendance a I'exploration), liée a 'émotivité de I'animal. Les résultats des
différentes études ne sont pas toujours cohérents, montrant par exemple une latence
augmentée et, a linverse, parfois diminuée. Il serait plus pertinent (et cela a été réalisé

ultérieurement) de mesurer directement la réponse physiologique hormonale. En effet, ces
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mesures d’activité ne sont qu’un reflet de la réponse de I'animal, supposées démontrer une «

émotivité » augmentée.

Ces études préliminaires ont permis de soulever la question de l'influence du stress prénatal
sur le développement de la descendance et de commencer a apporter des éléments de
réponse. Suite a cela, d’autres études précliniques et cliniques plus tardives ont permis de
préciser ces résultats et d’apporter des éléments de réponses quant aux mécanismes

biologiques sous-jacents.

d.Etudes relatives au stress prénatal

1. Vue d’ensemble des études précliniques

L’utilisation du modéle animal permet aux chercheurs de contréler un grand nombre de
parameétres, a commencer par la nature, la temporalité et I'intensité du stress. Il faut prendre
en compte les différences concernant la durée de gestation et la chronologie du
développement du foetus. La durée de gestation varie de 20 jours (47) pour la souris a 166
jours chez le macaque rhésus (48). Afin de faciliter la comparaison entre différents modeles,
la gestation est généralement divisée en deux temps (précoce et tardive) ou en trimestres.
Les modéles murins présentent 'avantage d’'une gestation rapide, de co(ts limités ainsi que
de portées relativement nombreuses. Malgré ces intéréts, un inconvénient majeur est a
souligner. En effet, et contrairement aux humains, une grande partie du développement

neuroendocrinien se produit au cours de la période postnatale chez les rongeurs (49).

Lors du développement et de l'utilisation de modéles animaux de stress prénatal, plusieurs
parameétres sont a prendre en compte. La nature du stress infligé a la mére ne doit pas avoir
de conséquences physiques directes. Les techniques les plus souvent utilisées sont la
contrainte/restreinte (cage cylindrique) ou des perturbations sonores/visuelles chroniques
imprévisibles (manipulation, lumiére, sons). Une approche plus directe, mais moins
physiologique, consiste a injecter directement des corticoides chez la mére, en injection

unique ou de facon répétée.

Un autre parameétre pouvant biaiser les résultats se trouve dans la différence de
comportement maternel postnatal. En effet, I'exposition au stress engendre des modifications

du comportement maternel postnatal qui pourrait modifier les résultats. Afin de limiter ce biais,

22



certaines équipes ont recours au « cross-fostering » qui consiste a retirer la descendance du

contact de leur mére biologique pour les faire élever par des méres de substitution (50).

La majorité des études in vitro et in vivo démontrent un effet délétére du stress prénatal sur la
descendance. L’application de contraintes, manipulations ou perturbations chroniques
entraine des retards développementaux, des modifications du comportement ou encore des
troubles de lattention, comparativement a la descendance des méres non perturbées.
L'utilisation de modéles in vivo permet également d’étudier les mécanismes biologiques

potentiellement responsables de ces changements.

Chez le singe, les conséquences de I'exposition au stress ont été étudiées a la fois au niveau
comportemental et neurobiologique (51,52). Chez le singe rhésus (51), 'exposition au stress
durant la gestation (J90 a 145/165) entraine une modification du comportement chez la
descendance a 6 mois. Les comportements moteurs et d’exploration sont diminués tandis que
les comportements perturbateurs sont augmentés chez le groupe stress prénatal (PS) vs
contrble. On observe une légére corrélation entre le traitement et le sexe, non significative,

néanmoins, les males semblant étre plus sensibles au traitement (Figure 5) (51).
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Figure 5 : Durée moyenne du comportement moteur d’exploration en fonction des jours de test, du traitement
(PS vs controle) et du sexe (69)

D’autre part, I'administration excessive de glucocorticoides durant la gestation parait
provoquer la dégénérescence des neurones foetaux de I'hippocampe (52). Uno et ses
collaborateurs ont observé des neurones montrant des corps cellulaires réduits ainsi qu’'une
atrophie des processus dendritiques (Figure 6, 52). L’injection de dexaméthasone (un
glucocorticoide synthétique) a 132-133 jours de gestation chez le singe vert entraine une

diminution de 30% du volume de I'hippocampe chez la descendance a 9 mois, ainsi que des
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taux de cortisol élevés au repos et aprés un stress aigu. Il est intéressant de noter que, encore
une fois, la descendance male semble plus sensible avec une toxicité observée sur les

neurones de I'’hippocampe plus importante chez la descendance male que femelle.

Figure 6 : Effet du stress sur I'organisation et la morphologie des neurones pyramidaux de I'hippocampe chez le
primate singe vert (Chlorocebus sabaeus) de la région CA3 de 'hippocampe non stressé (contréle) et suite au
stress prénatal induit par l'injection de dexaméthasone a 132-133 jours de gestation (b)

Il apparait donc que les glucocorticoides maternels aient des effets sur le développement des

neurones foetaux de I'hippocampe dans des conditions physiologiques et de stress.

Une étude chez le rat en particulier (53), décrit une modification de la neurogenése dans
I'hippocampe, qui serait directement corrélée a l'activité des récepteurs GR et MR. Ces
résultats suggérent que les glucocorticoides maternels seraient essentiels pour le
développement des neurones de I'hippocampe. De plus, la nature et la temporalité du stress
semblent affecter toutes les deux des neurones/circuits différents, de différentes fagons.

Kapoor et ses collaborateurs (54) ont étudié les effets du stress prénatal sur le comportement
et 'axe HPA chez le cobaye male, en les exposant a un stress a deux temps différents de la
grossesse (50 et 60 jours pour une gestation de 70 jours). lls ont observé une augmentation
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de l'activité ambulatoire ainsi qu'une diminution du temps passé au centre de la cage, pour le

groupe PS50 comparé au groupe contréle.

Les taux d’ACTH étaient significativement élevés chez les groupes PS50 et PS60 vs contrdle.
Les taux de cortisol étaient augmentés chez le groupe PS50 mais pas PS60. A 'opposé, la
réponse au challenge ACTH était augmentée chez le groupe PS60 mais pas PS50. Aussi, les
concentrations en cortisol étaient globalement significativement augmentées pour le groupe
P60 (Figure 7, p<0.01) vs contrble et spécifiquement & T15 et T120 (p<0.05) vs contréle.
Enfin, les taux de testostérone étaient également significativement réduits pour le groupe
PS50.
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Figure 7: Evolution des concentrations plasmatiques de cortisol en réponse au challenge a '/ACTH (control =,
PS50 4, PS60, o)
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Le tableau (non-exhaustif) ci-dessous résume les caractéristiques des différentes études in
vitro et in vivo réalisées afin de caractériser les conséquences du stress prénatal (Tableau
4).

26



Modele

Rat in vivo et in vitro

Rat in vivo et in vitro

Souris

Macaque rhésus

Macaque rhésus

Cobaye

Rat

Singe vervet

Nombres

24 (12 and
12)

212 (NS)

16

11

28

33

10

Type de stress

Contrainte répétée

Contrainte répétée (cage cylindrique
30 ou 240 min/jour)

Manipulation, bruit, augmentation de

la température

Perturbations chronigues
imprévisibles (sonores)
Perturbations chroniques

imprévisibles (sonores)

Exposition a différentes luminosités

froid,

inversion cycle jour/nuit,

Restreinte, nage forcée,
logement
surpeuplé

Administration de dexaméthasone

(5 mg/kg) /véhicule

Période gestationnelle

11 derniers jours de gestation

E15-E17

Derniére semaine de gestation

2éme moitié-fin de gestation (J90
aJ145)

Précoce (J45 a J90) ou tardif

(390 & 145)

J50-52 (PS50) ou 60-62 (PS60)

J22 ou J23

J132 et J133, 30 ou 240 min

Mesure

Marqueurs d’inflammation (taux CD8+,
NK, IFN-y)

Neurogenése hippocampe, récepteurs

role MR et GR, électrophysiologie

Développement moteur et central,
réflexes
A 18 mois : mesures

comportementales sous différentes
conditions (stress, séparation)
J4, 9, 15 et 22:

neuromotrice, du comportement et de

évaluation

I'attention
J25, J70:

thigmotaxie* +

activitt. ambulatoire et
mesures  ACTH,
cortisol, réponse au stress

J60 : évaluation de la performance
(temps et justesse) a une série de
choix (5C-SRTT)

J162 (histologie hippocampe) 9 mois

(niveau cortisol), 20 mois (IRM),

Tableau 4 : Liste non exhaustive des études in vitro/vivo des conséquences du stress prénatal.

Résultats

Effet pro-inflammatoire long terme

Modifications Neurogenéese dépendantes
du type de stress, implication de MR et
GR dans le processus

Retards développementaux, exploration
augmentée a 12 jours

sociaux  non

Comportements  non

affectés. Comportements sociaux
significativement modifiés

Troubles de I'attention et neuromoteurs
dans le deux groupes (stress précoce et
tardif)
Diminution poids (>J50), diminution
exploration (PS50), cortisol augmenté
(post ACTH challenge PS60)

Troubles de I'attention (condition stimuli
de durée variable ou dintervalles
variables)

Neuro-toxicité et diminution du volume

total de I'hippocampe (20 a 30%)

*Thigmotaxie : mouvement d'un organisme qui se rapproche ou s'éloigne de tout objet fournissant un stimulus mécanique

Source

Vanbesien-Mailliot et
al 2007 (55)

Fujioka et al 2006 (53)

Meek et al 2000 (56)

Clarke & Schneider
1993 (57)

Schneider et al 1999
(51)

Kapoor et Matthews
2005

(52)

Wilson et al. 2012
(54)

Uno et al. 1994 (58)
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Les modéles animaux, largement utilisés pour étudier le stress prénatal depuis plus de vingt
ans, permettent d'isoler le stress prénatal d’autres facteurs liés au mode de vie qui
accompagnent le stress dans les études humaines et d'établir ainsi une relation directe entre
le stress prénatal et l'issue de la progéniture. Alors que la plupart des recherches sur le stress
prénatal ont été menées chez les rongeurs, les modeles de primates non humains sont
particulierement utiles en raison de la lenteur de la croissance fcetale, de la longueur de la
gestation et des naissances uniques, malgré le nombre d’individus par étude limité. Par
ailleurs, les études cliniques présentent des limites non négligeables concernant le stress
vécu par la mére : I'absence d'une mesure normalisée du stress, l'incapacité de mesurer le
stress tout au long de la grossesse ou de déterminer la durée du stress, et l'incapacité de
contrbler les variables confusionnelles possibles, comme les soins prénataux, la nutrition et
l'utilisation de substances nocives qui pourraient également affecter la croissance et le

développement du nourrisson.

Le modéle murin est le plus couramment utilisé, et présente lui aussi des limites. La période
de gestation est notamment trés courte (une vingtaine de jours, selon les espéces) et le
développement neuronal differe de celui des humains. En effet, contrairement a 'homme, une
grande partie du développement neuroendocrinien se produit au cours de la période
postnatale chez les rongeurs (49). Or, cette période est probablement critique en ce qui

concerne les modifications des comportements observées ultérieurement.

En revanche, le modéle aviaire est comparable a 'humain sur cet aspect. De plus, chez les
oiseaux précociaux, les premiers stades de développement de la progéniture ont lieu in ovo,
hors de la femelle, et les jeunes peuvent survivre sans la présence de leur mére apres
I'éclosion, permettant ainsi de limiter les biais liés au comportement maternel postnatal. En
outre, il est facile de manipuler les niveaux de glucocorticoides avant I'éclosion chez les cailles
en injectant de la corticostérone aux ceufs, évitant ainsi les effets confondants des soins
maternels post-éclosion / natals tels qu’ils sont présents chez les oiseaux et les mammiféres
altriciels (59). Les oiseaux, en particulier les oiseaux précoriaux, sont des modéles animaux

idéaux pour étudier et comprendre ces phénomeénes.
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2. Régulation hypothalamique chez les oiseaux suite a un stress prénatal

chez la callle japonaise (travail réalisé lors du Master 2 — Annexe 1)

Le premier objectif de ce projet était d’étudier les voies d’alimentation régulatrices et I'effet
d'un jelne a court terme (4 heures) sur le comportement alimentaire des jeunes cailles
japonaises et les niveaux d’expression d’ARNm des neuropeptides régulateurs de I'appétit,
NPY, AgRP, POMC, CART et leurs récepteurs. L’hypothése étant que les poussins de caille
a jeun augmenteraient leur apport de nourriture et leur exploration, et verraient augmenter les
taux d’AgRP et de NPY et diminuer les niveaux d/ARNm de POMC et CART dans

'hypothalamus.

Le deuxiéme objectif de cette étude est d’étudier les effets des hormones de stress au début
de la vie sur les voies d’alimentation hypothalamique et le déréglement possible du contréle
métabolique, affectant les performances et le succeés de la progéniture aprés I'éclosion.
L’hypothése testée ici est que la corticostérone prénatale modifierait I'activité locomotrice des
cailles et le temps passé a la station d’alimentation et que I'exposition au stress in ovo régule
différemment les peptides d’alimentation régulateurs et leurs récepteurs dans les populations
neuronales de la voie d’alimentation hypothalamique. Pour ce faire, nous mesurerons les
changements de poids corporel, la sensibilité au glucose, le comportement de recherche de
nourriture, I'expression génique des peptides liés a l'alimentation dans les neurones de
contréle métabolique ARC en utilisant le modéle d’une injection unique de corticostérone in

0oVvo.

i. Effets du stress au début de la vie sur le comportement et I'expression

des géenes hypothalamiques chez les poussins de cailles

Il N’y avait aucune différence dans le poids des ceufs ou le poids corporel entre les groupes
traités par corticostérone et les groupes traités par véhicule (Tableau 5 et Figure 8). Aucune
différence n’a été observée dans les niveaux de glucose dans le sang ou le poids corporel
entre les poussins males et femelles injectés a la corticostérone et leurs homologues injectés
par véhicule au jour 9 (Tableau 6) ; il n’y avait aucune différence entre les sexes dans I'une

ou l'autre de ces mesures.
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Groupe de N Poids de Poids Poids

Poids
traitement I'ceuf (g) corporel D1 = corporel D3  corporel D5
(9) (9) (9)
Véhicule 52-54 11,82+0,12 8,45+0,12 10,65+0,16 15,77+0,36
Corticostérone 46-54 11,98+0,11 8,60+0,15 10,99+0,20 16,35+0,2

Tableau 5: Effet de I'injection in ovo corticostérone sur le poids corporel (g) chez les poussins de caille de 9
jours (moyenne + SEM).

Quails weight D3 to D5
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B3 Vehicle
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Figure 8: Poids corporel des poussins de caille japonaise mesuré toutes les 48 heures entre le jour 3 et le jour 5,
corticostérone vs véhicule in ovo injecté.
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Groupe de traitement N Poids corporel (g)  Glycémie (mM/L)

23,16 £ 0,25
Véhicule féminin 27 33,62 +1,03
Corticostérone féminine
22 33,75+ 0,88 23,29 + 0,37
Véhicule masculin 30 31,08 £ 0,84 22,96 + 0,36
23,43+ 0,23

Corticostérone masculine | 27 32,36 £ 0,88

Tableau 6: Poids corporel des poussins de caille japonaise mesuré toutes les 48 heures entre le jour 3 et le jour
5, corticostérone vs véhicule in ovo injecté.

Dans l'obscurité, comme pour I'expérience 1, tous les poussins étaient inactifs (au repos) la
plupart du temps et ne se rendaient pas aux stations d’alimentation ou de boisson. Pendant
la période de jour, selon 'analyse de I'enregistrement des caméras de vidéosurveillance, les
poussins de caille issus d’ceufs injectés a la corticostérone ont passé moins de temps a se
reposer, avec des niveaux plus faibles de comportement d’exploration par rapport aux témoins
véhicule (Figure 9 ; 54,6% et 51,5%, respectivement).

En revanche, les données de I'étiquette RFID PIT ont révélé que les poussins d’ceufs injectés
a la corticostérone avaient une fréquence de visites au poste d’alimentation inférieure a celle

du groupe témoin (Figure 10; F1,96=12. 86 ; P=0. 0005), en particulier entre 14h00 et minuit.
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Vehice Dark Period

Vehicle Light Period

Hm 1.25% Food seeking
=1 0.02% Drinking
= 88.03% Resting
= 10.70% Moving

mm 15.09% Food seeking
= 4.20% Drinking
B 54.61% Resting
= 26.10% Moving

Corticosterone Dark Period

Corticosterone Light Period

mm 0.23% Food seeking
=3 0.08% Drinking

B 90.10% Resting

1 9.59% Moving

mm 16.13% Food seeking
= 4.72% Drinking
B 50.53% Resting
1 28.82% Moving

Figure 9: Pourcentage relatif de quatre comportements différents des poussins de cailles agés de 8/9 jours
pendant la période sombre (A) et la période de lumiere (B) d’aprés I'enregistrement par caméra de

vidéosurveillance. Injection in ovo véhicule (a gauche) et corticostérone (a droite).

Mean number of visits to the feeding station

Diurnal-Noctural access to the feeding station
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Figure 10: Nombre moyen de visites au bol d’alimentation toutes les deux heures (+ SEM), d’apres les données
RFID, véhicule (N = 57) vs corticostérone (N = 49) dans 'ovo injecté.

Aucune différence significative dans I'expression de 'ARNm hypothalamique de I'AgRP

(Figure 11) ou du NPY (Figure 12) n’a été observée, selon le traitement ou le sexe (Tableau

7).
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Groupe de traitement
Femelle nourrie ad libitum
Femelle a jeun

Male nourri ad libitum
Male a jeun

Valeurs de P

Sexe

Etat nutritionnel

Sexe X Etat nutritionnel

24

21

29

22

AgRP
3.29+0. 17
2,99 + 0. 25
2,86 + 0. 19

2,99+0.21

0.085
0.142

0.28

NPY

4,72+ 0. 37
4,14 + 0,43
4,05+ 0,30

4,22 +0,34

0.393
<0.001

0.349

Tableau 7: Effet du jeine de 4 heures aux lumieres sur I'expression de ’ARNm hypothalamique chez les cailles
de 8 jours. Données exprimées en moyennes + SEM (n = 21-26), avec les valeurs de P correspondantes.
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Figure 11: Taux d’ARNm AgRP dans I'hypothalamus des poussins de caille japonaise femelle et male de 8 jours
provenant d’ceufs traités a la corticostérone ou au véhicule, exprimés en moyenne + SEM. P>0,05
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Figure 12: Niveaux d’ARNm NPY dans I'hypothalamus des poussins de caille japonaise femelle et male de 9
Jours provenant d’ceufs traités a la corticostérone ou au véhicule exprimés en moyenne + SEM. P>0.05

ii. Effets du stress au début de la vie sur le comportement et I'expression
des génes hypothalamiques chez les poussins de cailles

Aucune différence significative n’a pu étre montrée entre la corticostérone et le véhicule dans
le groupe injecté. Les données RFID et les enregistrements de vidéosurveillance ont montré
des effets contradictoires du traitement a la corticostérone sur le comportement. Les
enregistrements de vidéosurveillance indiquent une augmentation de I'activité globale, tandis
gue les données RFID suggérent une diminution du comportement de recherche de nourriture
dans le groupe corticostérone, par rapport au groupe témoin. Il convient de noter que les deux
méthodes donnent différentes informations et que chacune a ses propres forces et faiblesses.
En effet, les enregistrements de vidéosurveillance étaient analysés toutes les 15 minutes, ne
donnant que des informations a un moment donné. Pourtant, les données RFID nous ont
permis de recueillir des informations en continu, mais ne représentent pas le temps passé au
bol d’alimentation. Il serait intéressant dans de futures expériences de mesurer directement
I'apport alimentaire au niveau du bol d’alimentation, permettant une méthode plus précise. La

deuxiéme expérience n’a pas montré de changements significatifs dans la physiologie ou les
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niveaux d’ARNm des neuropeptides aprés une exposition au stress prénatal, bien que les
mesures comportementales montrent une tendance a la diminution du comportement de
recherche de nourriture par rapport au groupe témoin. Ce comportement a également été
observé chez des rats nés de meres soumises a un stress de contention pendant la grossesse
(60). Le modéle utilisé actuellement, une injection unique de corticostérone in ovo, a déja été
utilisé chez le poulet et la caille (59,61) et a affecté la croissance, le comportement agressif
et la production d’ceufs. Pour confirmer I'exactitude du modéle, des recherches plus
approfondies doivent étre menées pour analyser les neuropeptides de I'axe HPA tels que la

CRH, la vasopressine et leurs récepteurs afin d’évaluer davantage ses effets.

Comme mentionné ci-dessus, 'absence de différences de croissance est surprenante compte
tenu des résultats d’études antérieures qui ont montré une augmentation plus lente du poids
corporel, chez le poulet, aprés injection de corticostérone (62). Cet écart pourrait s’expliquer
en partie par 'absence de différenciation sexuelle dans cette étude avant I'abattage. En effet,
seuls les méles ont montré une diminution de la masse corporelle dans une autre étude
analysant les effets de I'injection de corticostérone dans le jaune d’ceuf de caille (63). Une
autre étude chez le rat a trouvé une différence substantielle entre les sexes dans les effets du
stress prénatal sur les réponses HPA au stress (64). Ainsi, le stress au début de la vie pourrait
affecter difféeremment les sexes, qui n‘ont pas pu étre séparés dans la présente étude en
raison de I'impossibilité de différencier visuellement les poussins de caille males et femelles
ni de les identifier individuellement avant le jour 7. De plus, ces effets rapportés n’étaient
mesurables que sur de plus longues périodes, plus tard dans la vie. Le taux de croissance
plus lent, par exemple, n’a pu étre observé qu’avec une dose de corticostérone a partir de 3
semaines (62). Ceci pourrait étre exploré dans de futures expériences dans lesquelles les
cailles seraient abattues plus tard dans la vie (par exemple a maturité a I'adge de 6 a 8
semaines). De plus, on pense que le stress prénatal déclenche une réponse adaptative a un
environnement hostile. Les effets des traitements combinés du stress avant et aprés I'éclosion
se sont avérés cumulatifs, ce qui a conduit les cailles exposées aux deux a étre les plus
exploratoires et les plus susceptibles de trouver de la nourriture dans le nouvel environnement
de tous les groupes de traitement (59), ce qui est cohérent avec la légere augmentation de
l'activité mesurée chez les cailles injectées a la corticostérone dans cette étude. Ainsi,
I'expérience suivante consisterait a répéter 'expérience de jeline avec des poussins stressés
prénataux pour évaluer et quantifier leur comportement et les peptides d’alimentation

hypothalamique.
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3. Vue d’ensemble des études cliniques

Afin de confirmer les résultats obtenus via des modéles précliniques, des études chez
I'humain ont été réalisées en paralléle et a posteriori. De nombreuses études cliniques ont été
menées dans différents contextes stressants de guerre, de catastrophe naturelle,
d’événements de vie graves, ou encore de stress quotidien. Pour des raisons éthiques
évidentes, aucune étude ne peut provoquer (et donc contrbler) le stress. Cependant, certaines
études prospectives ont pu étre mises en place (58,65,66), permettant de limiter certains biais

(de sélection, de déclaration).

Les parametres des études varient grandement et sur tous les plans (stress vécu, mesures
chez la mére et mesures chez I'enfant —Tableau 8). Le niveau de stress maternel peut étre
mesuré psychologiquement via des questionnaires et/ou biologiquement par des mesures du
niveau de cortisol. Chaque méthode apporte ses avantages et ses inconvénients. Ainsi, les
guestionnaires apportent des résultats subjectifs et potentiellement biaisés, tandis que les
mesures biologigues ne sont qu’un reflet du niveau de stress mesuré a un instant précis, hors
de I'environnement habituel du sujet. De plus, des modeles cliniques ont tenté de comparer
les niveaux de cortisol maternels avec le niveau de stress sans parvenir & montrer de

corrélation (67,68), remettant en question la pertinence de cette mesure.

Les méthodes mesurant les effets du stress chez la descendance sont, elles, trés variées et
dépendent fondamentalement du sujet d’étude des différentes équipes. Nous nous sommes
particulierement intéressés ici aux modifications du comportement (sociabilité, capacités

intellectuelles, schizophrénie) et du métabolisme (indice de masse corporel - IMC).

La majorité des études révelent une corrélation négative entre le niveau de stress maternel et
les compétences et/ou le développement intellectuel. Davis et Sandman ont montré qu’un
niveau de cortisol bas durant le début de la grossesse (15 semaines) serait corrélé a un
développement cognitif accéléré de I'enfant (69). A 'inverse, un haut niveau de cortisol durant
la fin de grossesse (37 semaines) est, lui aussi, corrélé a un développement cognitif accéléré.
L’'incidence de schizophrénie et autres troubles psychiatriques (anxiété, troubles du
comportement alimentaire, abus de substances) chez les enfants de meres stressées semble
également augmentée, en comparaison a la population générale (68). L’augmentation de

l'incidence semble majorée durant le deuxieme mois de grossesse (Figure 13).
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Figure 13: Risque relatif d’incidence de schizophrénie et autres troubles psychiatriques en fonction du temps
estime de gestation durant la guerre de juin 1967 (non significatif) (51)

Enfin, plusieurs études (66,70) montrent une augmentation de 'lMC des individus sujets au
stress prénatal, suggérant ainsi que différents circuits neuronaux (fonctions cognitives et

endocrinologiques) sont négativement impactées par le stress prénatal.

Néanmoins, les effets observés ne sont pas toujours déléteres. En effet, selon l'intensité, la
chronicité et la période de gestation affectée, les effets peuvent s’inverser et entrainer une
diminution de 'IMC (Figure 14) ou encore une amélioration des scores aux tests cognitifs.
Ainsi, une étude a montré que les enfants ayant obtenus des scores élevés au test MDI
(Mental Developmental Index) a I'age de 12 mois ont été exposés a de faibles concentrations
de cortisol maternel en début de grossesse, a une trajectoire accélérée du cortisol tout au

long de la gestation ou a des concentrations élevées de cortisol vers la fin de la grossesse.
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Figure 14: Relation curvilinéaire significative entre I''MC et l'intensité du stress prénatal vécu avec un IMC qui
augmente chez la descendance de méres soumises a un stress a la fois peu et tres élevé. (78)
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Le tableau (non-exhaustif) ci-dessous résume les caractéristiques des différentes études
clinigues réalisées afin de caractériser les conséquences du stress prénatal sur la

descendance (Tableau 8).

39



Type

Etude prospective

Etude prospective

Etude prospective

Cohorte

Cohorte

Cohorte

Longitudinale

Nombre de

patients

247 femmes

58 enfants

310 femmes, 54
enfants

88 829

688 146

459

125

Stress

NA

Catastrophe (tempéte de

neige)

NA

Guerre (Jérusalem Juin
1967)

Evénements de vie graves

chez un proche (déces,

cancer etc)

Perte d’un proche maternel

NA

Tableau 8: Liste non-exhaustive des études cliniques

Durée

Mesures a la semaine 19, 24 et 30 de grossesse

Enfants 26 mois

4-12 mois

NA

>10 ans jusqu'aux

symptémes/déces/perte de vue

Mesures annuelles (7-13 ans)

premiers

5 mesures maternelles : semaines 15, 19, 25, 30 et

36

3 mesures descendance : 3, 6 et 12 mois

Mesure

Questionnaire stress, niveau

cortisol salivaire et
comportement de I'enfant a 8

semaines

Questionnaires stress, capacités
intellectuelles et verbales

Questionnaire (Kessler-10
Distress Scale*), IMC

RR de schizophrénie selon

différents facteurs

RR de schizophrénie selon la

temporalité de I'exposition

IMC, facteurs socio-

économiques, données de

naissance

Cortisol maternel,
questionnaires stress et
développement mental et

moteur

Résultats

Niveau de cortisol au 3eme
trimestre et état de stress corrélés a

une réactivité négative de I'enfant

PS associé a une baisse générale
des résultats

Relation curvilinéaires entre I'lMC et

le stress prénatal

Augmentation de [lincidence de
schizophrénie (particulierement

2eme mois de gestation)

Tendance a Il'augmentation aux

second et troisiéme trimestres

Augmentation de I'lMC a chaque

age

Corrélation entre niveau de cortisol

et développement mental

Source

Davis et al 2007

(47)

Laplante 2004
(48)

Therrien 2020
(49)

Malaspina 2008

(63)

Khashan 2008

(54)

Li 2009

(52)

Davis et
2010 (51)
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*Kessler-10 Distress Scale : questionnaire en 10 points destiné a fournir une mesure globale
de la détresse. Détresse basée sur des questions concernant les symptémes anxieux et

dépressifs qu'une personne a ressentis au cours de la période la plus récente de 4 semaines.

Les mécanismes biologiques a l'origine des effets observés sur la descendance restent a
élucider. Il existe néanmoins des pistes et des hypothéses permettant d’apporter des

explications quant aux conséquences du stress prénatal.

Il est toutefois difficile de prouver que le stress prénatal impacte directement la progéniture.
En effet, plusieurs autres parametres entrent en compte et peuvent, potentiellement, biaiser
les résultats. Parmi eux, le développement in utero ainsi que la susceptibilité au stress est

influencé par des caractéristiques maternelles héréditaires (71).

En fonction des variabilités génétiques, le sujet (la mére et/ou la descendance) peut étre plus
ou moins susceptible au stress et plus moins vulnérable aux conséquences du stress prénatal.
Le choix du modéle d’étude (in vivo) ou de la population (en clinique) aura des répercussions
a prendre en compte dans l'interprétation des résultats (voir revue de la littérature des articles
étudiant la contribution génétique - récepteurs, transporteurs, enzymes de métabolisation - et
son interaction avec le stress prénatal - 72). En effet, les variations génétiques de la mére et
de la progéniture interagissent durant la période prénatale suite au stress maternel et

modifient de fagon persistante le cerveau et le comportement de la progéniture (Figure 15).

e
. A s o s
Maternal Genetics
/ Altered

offspring brain
& behavior

> Offspring Genetics A [ Neurotransmiter genes |

\‘ Risk genes for psychiatric disorders ‘

A Maternal stress

11

Figure 15: Variations génétiques suite au stress maternel altérant le cerveau et le comportement de la progéniture
(72)

Afin de tester l'influence de I'hérédité in utero, une étude clinique a utilisé la fécondation in

vitro pour comparer les effets du stress prénatal entre mére porteuse/mére biologique
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génétiqguement liées ou non (73). lls observent une corrélation entre le comportement
antisocial et I'anxiété des enfants et le niveau de stress prénatal aussi bien dans le groupe
meére porteuse/meére biologique génétiquement non liées que dans le groupe contrdle. Ces
résultats semblent confirmer une influence environnementale, s’ajoutant a la génétique, sur

le comportement de la descendance.
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lll. Mécanismes biologiques sous-jacents

1. Les effets du stress prénatal sur 'axe HPA

Il est connu que le SNC en développement est sensible a différents facteurs, notamment
hormonaux (74). Parmi ces hormones, les corticoides semblent jouer un réle important.
Le PS semble entrainer une diminution des taux de mRNA des GR et MR au niveau de

I'hippocampe tout en les augmentant dans I'amygdale (75,76).
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Figure 16: Effet du traitement avec la DEX ou véhicule chez des rates gestantes de 15-20 jours sur I'expression
des GR (haut) et des MR (bas) dans différentes parties du SNC (105)

On observe une diminution significative des GR et MR dans des parties distinctes de
'hippocampe (figure 9, SCO = organe sub-commissural; AP = area postrema; NTS =
nucleus tractus solitarius ; XI = noyau moteur du Xle nerf cranial) et aucun changement

significatif dans les autres régions testées (75).
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Cet effet pourrait refléter un effet distinct des corticoides sur des promoteurs tissus-
spécifiques (77). Or, dans des conditions physiologiques, chez I'adulte, les MR, qui ont une
affinité importante pour les GC, sont responsables de la régulation tonique de la sécrétion de
corticostéroides. A I'opposé, les GR, avec une affinité plus faible, sont impliqués dans le

rétrocontrole négatif (28,78).

Chez le fcetus de rat, les MR semblent également montrer une affinité plus importante pour
leur ligand durant les premiers jours apres la nhaissance chez le rat comparé a I'age adulte
(79).

Chez le rat, les GR sont détectables vers 12 jours (période embryonnaire) dans
I'hypothalamus et vers 13 jours dans I'hippocampe. En revanche, les MR sont seulement
détectables a 16 jours dans I'hippocampe et 19 dans I'hypothalamus (80). Ce décalage entre
les différents récepteurs et les différentes régions impliquées dans I'axe HPA pourrait

expliquer la disparité des effets du PS en fonction de la période de gestation touchée.

Une étude clinique longitudinale d'imagerie par résonnance magnétique (IRM), a montré une
connectivité structurelle augmentée entre le cortex préfrontal médian (mPFC) et 'amygdale a
5 mois, chez les enfants de méres stressées (81). Ces modifications structurelles pourraient
étre expliquées par l'activité directe (sur leurs récepteurs présents dans ces régions) ou
indirecte (sur l'activité de protéines tierces) des glucocorticoides. Etant donné que les
neurones en développement de cette région réagissent a la CORT et a la CRH maternelles
(82), une quantité excessive d'hormones et de récepteurs pourrait entrainer des changements

permanents dans la réactivité de I'amygdale en réponse au stress.

Il a été confirmé dans une autre étude clinigue que ces observations peuvent étre corrélées
aux modifications du comportement chez la descendance (83). Chez les filles (11 ans) de
meéres enceintes durant une tempéte de neige au Québec, une augmentation du volume de
lamygdale a été observée. Cette augmentation était significativement associée a une
amplification des troubles du comportement externalisés (la tendance similaire chez les

garcons était non significative).

Les conséquences du PS pourraient donc découler d’'une augmentation des GC dans
'amygdale en raison des taux de corticostérone/cortisol élevés dans le sang (Figure 17).
Celle-ci entraine une augmentation de I'expression des MR et GR dans I'amygdale

basolatérale (BLA). Le BLA projette a son tour vers le noyau central de 'amygdale (CeA) et
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ce signal entraine une augmentation de la production de CRH. Cette augmentation perturbe

les capacités d'adaptation au stress et intensifie I'anxiété (28).
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Figure 17: Représentation schématique des conséquences de I'exposition au stress prénatal.

2. Le dimorphisme sexuel

Le stress prénatal ne semble pas impacter males et femelles de la méme maniere. Les
femelles de meéres stressées ont montré des taux de mMRNA POMC hypothalamique réduit
alors qu'aucun effet n’a été observé chez les méles (84). De plus, le niveau d’ACTH aprés
restreinte est diminué chez male rats PS vs contréle alors que le niveau d’ACTH est

significativement élevé chez les femelles PS vs contrdle (64).
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Figure 18 : Effet de la restriction sur I'évolution des taux moyens d’ACTH plasmatique chez les méales et
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restriction de 20 mins chez les femelles (en haut) et les males (en bas) PS et controle, n=6-9/point et *P<0.05

(95)
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Figure 19 : Taux plasmatiques de corticostérone chez les rats PS et contrdles avant et apres test d'exposition en
champ libre a 2 mois. *P<0.01 vs contrble femelle. +P<0.01 vs temps 0.

Les taux de corticostérone augmentent dans les groupes aprés le test (Figure 19),
néanmoins, une augmentation significative est observée chez le groupe PS femelles, a

chaque temps (84).

De plus, une altération de I'expression des GR de I'hippocampe chez la progéniture féminine
masculinisée a la naissance a été observée, confirmant 'importance des hormones sexuelles

dans le développement des circuits du stress (85).

Une méta-analyse de 50 articles évaluant la potentielle sexe-dépendance du PS conclu
notamment en recommandant de considérer de fagon systématique l'influence du sexe de
'enfant lors d’études concernant les effets du PS. En effet, la majorité des articles inclus
dans I'étude montrent au minimum une association entre le sexe de I'enfant et les résultats

mesurés suite a I'exposition au PS (86).

Ces résultats pourraient étre expliqués par la théorie évolutionniste selon laquelle, face a
'adversité intra-utérine, des foetus féminins modulent leur croissance pour améliorer leur

viabilité tandis que les foetus males continuent de donner la priorité a la croissance (87).
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3. Les modifications structurales et de connectivité

Différentes techniques d’imagerie permettent d’étudier et de visualiser les altérations du
développement cérébral engendrées par le stress prénatal. L'imagerie par résonnance
magnétique (IRM), permet notamment d’étudier les structures cérébrales chez des sujets trés
jeunes, sans risques d’irradiation. Une étude en particulier a exploré l'impact du stress
prénatal (classification rétrospective basée sur le diagnostic d’anxiété et/ou de dépression)
via deux cohortes indépendantes. La premiére constituée d’enfants nés prématurés et de leur

contrble et la deuxiéeme d’enfants prématurés exposés ou non au stress in utero.

Comparé a leurs contrbles prématurés, la descendance exposée au stress présente une
connectivité significativement diminuée entre I'amygdale gauche et le thalamus et

I'hypothalamus a I'IRM fonctionnelle (Figure 20, 88).

Les circuits liés a 'amygdale sont essentiels dans le développement et semblent vulnérables
au stress prénatal. Cette étude suggére que le stress prénatal renforcerait les effets néfastes

de la prématurité sur la connectivité de 'amygdale.

Left Amygdala Cohort #1  Right Amygdala

Left Amygdala

Terms

Preterms

No stress

Stress

p<0.001 p=0.05 p<0.001

Figure 20 : Connectivité amygdalienne néonatale pour chaque groupe d'étude. Les couleurs chaudes
représentent les zones de connectivité positive a I'amygdale (débit sanguin augmenté), les couleurs froides
représentent les zones de connectivité négative a I'amygdale (débit sanguin diminué). Cohorte 1 : 12 nouveau-
nés prématurés et 25 témoins a terme, tous sans exposition au stress prénatal. Cohorte 2 : 16 nouveau-nés
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extrémement prématurés avec exposition au stress prénatal et 10 nouveau-nés extrémement prématurés sans
exposition connue au stress prénatal.

4. La dérégulation des neurotransmetteurs
a. L’impact sur les circuits sérotoninergiques

L'interaction entre les neurones sérotoninergiques (5-HT) et les neurones CORT a été
démontrée électrophysiologiquement et anatomiquement (89,90). Une étude in vitro des
neurones d’hippocampe de feetus de rat a démontré une augmentation des récepteurs GR
suite a 'augmentation des concentrations de 5-HT jusqu’a une semaine apreés I'exposition —
effet longue durée (91). La sérotonine pourrait donc étre un facteur promouvant la maturation

des récepteurs GR de I'hippocampe, modifiant ainsi la réponse au stress.

D’autre part, 'exposition au stress prénatal entraine une diminution significative du volume du
noyau du lit de la strie terminale (BSNT) chez les rats males et femelles, ainsi qu’une
diminution significative des niveaux de norépinéphrine et de dopamine chez les rattes vs
contrble (92). De plus, le volume de la zone CA3 ventrale de I'hippocampe semble diminuer
chez les males. A 'opposé, une augmentation significative du volume des régions dorsales a
été observée chez les méales PS vs contr6le. Enfin, une diminution des niveaux de 5-HT a été
mesurée chez les deux sexes. Ces altérations des niveaux des systemes sérotoninergiques
pourraient expliquer les traits dépressifs observés chez la descendance de meres stressées
(93).
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9 200 200 L -
2
3 T
: T
g or — T T T 100
[+
2]
o 0
0 1 10 100 0 1 10 100
5-HT CONCENTRATION (nM) 5-HT CONCENTRATION (nM)

Figure 21 : Liaison spécifiqgue moyenne (fmol/mg) de [®H]corticostérone (radiomarquée au tritium, a gauche) et de
[BH]RU 28362 (agoniste synthétique sélectif des GR, a droite) dans des cultures exposées a 0, 1, 10 ou 100 nM
de 5-HT pendant 14 jours a partir du troisieme jour aprés lI'ensemencement. *p<0.05 vs contrdle (0 nM de 5-HT)
(91)
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b. L'impact sur les circuits noradrénergiques

Il a été observé que la lésion du systéeme NA (suite a l'injection de 6-hydroxydopamine ; 6-
OHDA) entrainerait une diminution du niveau de corticostérone systémique chez le rat méle
(78). Cette diminution est associée a une diminution du nombre de récepteurs MR dans
I'hippocampe. La Iésion induit une diminution de la capacité maximale de liaison (Bmax) des
récepteurs I, alors que celle des récepteurs Il reste inchangée (Figure 22). L’affinité apparente
(=Kd) des récepteurs de type Il est diminuée chez les animaux Iésés alors que celle des
récepteurs de type | n’est pas modifiée. Les résultats sont exprimés en pourcentage des

valeurs contréles.

Le systeme NA semble donc influencer I'activité de 'axe HPA par la régulation du nombre de

récepteurs aux glucocorticoides et aux minéralocorticoides.

CORTICOSTEROID RECEPTORS IN THE HIPPOCAMPUS
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Figure 22 : Caractérisation des récepteurs aux corticostéroides de I'hippocampe, trois semaines apres les lésions
6-OHDA du PCS chez les animaux recevant corticostérone replacement. *p<0.05

Une autre étude a comparé I'effet de la noradrénaline sur la potentialisation a long terme (LTP)
des récepteurs béta 1 sur des coupes d’hippocampes de rats juvéeniles PS ou contrble (94).
Leurs résultats indiquent que la transmission basale (court-terme) est comparable entre les
groupes, et ne semble donc pas atteinte par le PS.

En revanche, la conversion de la potentialisation a court terme (STP) — vers la potentialisation
a long terme (LTP) est facilitée par la stimulation des récepteurs 31 dans la zone dorsale de

I'hippocampe du groupe contrdle alors qu’elle I'est dans la région ventrale du groupe PS.
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Il est intéressant de noter que la région dorsale, ayant des projections au cortex, est associée
aux fonctions cognitives de I'hippocampe. Au contraire, la zone centrale est connectée a
l'amygdale et a rI'hypothalamus. Cette observation semble confirmer l'implication de

lamygdale dans les effets du PS et suggérer un réle de la noradrénaline dans ces

modifications.

c. L’implication de la dopamine et du glutamate

Une dérégulation des circuits dopaminergiques est impliquée dans la pathophysiologie de
plusieurs troubles psychiatrigues (95) et pourrait également étre impliquée dans les

conséquences comportementales du PS.
Une étude chez la progéniture male adulte de rat soumise a un stress prénatal de contention

durant la derniére semaine de gestation a montré une augmentation des récepteurs D2 et
NMDA/mGIuR Il dans le cortex dorso-frontal médial préfrontal, la région CA1 de I'hippocampe

et le noyau accumbens (Figure 23; 126).

D, dopamine receptor
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Figure 23 : Fixation du [*H]Nemonapride (agoniste D2, radiomarqué au tritum) chez des rats adultes PS ou

contréle. Les coupes coronales de cerveau sont incubées avec 1 nM de [*H]Nemonapride puis traitées par
autoradiographie quantitative. *p<0.001 (125)
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Figure 24 : Fixation du [*H]MK-801 chez des rats adultes PS ou contréles. Coupes coronales de cerveau
incubées avec 10 nM de [?H]MK-801 (antagoniste NMDA) traitées par autoradiographie quantitative. *p<0.05
(125)

Ces mémes modifications ne sont pas observées au jeune age (3-21 jours) (97). En revanche,
il est notable que les altérations de l'activité locomotrice spontanée et induite par
I'apomorphine chez la descendance adulte ne sont observées qu'aprés la puberté, ce qui
suggeére que ces changements pourraient étre liés a une éventuelle activation des hormones
gonadiques (98). Ces observations pourraient indiquer que le stress prénatal modifierait la

sensibilité de ces récepteurs par la modulation les hormones sexuelles lors de la puberté (96).

5. Les modifications épigénétiques

Les modifications épigénétiques altérent I'expression du génome sans pour autant modifier
les séquences nucléotidiques. La méthylation de 'ADN, notamment, entraine une modification
de l'expression des genes. L’altération de I'humeur maternelle (dépression) modifie la
méthylation d’'un exon dans la région promotrice du géne NR3C1, géne codant pour le

récepteur aux glucocorticoides, chez 'lhomme (99).

Une tendance a I'augmentation (p=0.057) de la méthylation de NR3C1 a été également
observée chez la descendance féminine de méres stressées (stress mesuré via un
guestionnaire des événements de vie stressants - SLE), de la méme fagon qu’une association
entre la méthylation et le comportement craintif, et ce, uniquement chez la descendance
féminine (100).
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Les phénoménes moléculaires a l'origine des effets a long terme du PS restent obscurs.
Néanmoins, il est probable que la régulation épigénétique soit impliquée. Le réglage
épigénétique au début de la vie pourrait préparer les génes a répondre a de futurs seconds

déclencheurs (101).
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V. Prévention et traitement

Etant donné I'ensemble des évidences disponibles sur les conséquences du stress prénatal
sur la descendance, il parait essentiel de développer des moyens de prévention. Environ 20%
des femmes rapportent des symptémes d'anxiété au cours du 3e trimestre (102) et la majorité

n’est probablement pas diagnostiquée ni traitée (103).

Les soins émotionnels semblent étre souvent négligés en médecine obstétrique. Plusieurs
limites se posent a la mise en place de mesures de préventions. Les essais cliniques
randomisés appliguant ces mesures sont trés limitées et rares sont les méthodes dont
I'efficacité est établie ou un consensus atteint. De plus, I'aspect financier et pratique (zones
rurales ou mal desservies) peut ralentir leur mise en place (104). En dehors des aspects
pratiques, des difficultés sont aussi rencontrées dans 'aspect humain : les professionnels de
santé ont parfois peur de diagnostiquer quelque chose qu'ils ne savent pas traiter (105) et la
stigmatisation culturelle négative autour de la santé mentale a tendance a persister encore
aujourd’hui. La moitié des praticiens ne sauraient pas quel service contacter pour référer leurs
patientes (105) et la plupart des professionnels de santé sont plus familiers avec la dépression

post-partum que les problémes de santé mentale anténatale.

Malgré ces obstacles, des solutions existent et sont en développement. Plusieurs étapes sont
a mettre en place afin de prévenir et, le cas échant, de traiter les problémes liés au stress

chez la femme enceinte.

1. Les méthodes de dépistage

Afin de pouvoir prévenir le stress, il faut d’abord identifier les besoins et donc les populations
a risques ou souffrant déja de problémes de santé mentale. La question se pose de quels
outils utiliser dans quelles circonstances. En Angleterre notamment, il existe des
recommandations pré et postnatales (106) informant les professionnels de santé sur les
démarches a suivre en termes de suivi, de conseil et de traitement.

Les recommandations incluent par exemple, des questionnaires d'auto-évaluation validés,
tels que I'échelle de dépression postnatale d'Edimbourg (EPDS), le questionnaire sur la santé
des patients (PHQ-9) ou I'échelle de trouble d'anxiété généralisée a 7 items (GAD-7).

Avant tout suivi particulier ou traitement, une liste de quelques simples questions sont

proposeées lors du premier contact et au début de la période postnatale, pour identifier la
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dépression dans le cadre d'une discussion générale sur la santé mentale et le bien-étre de la
femme (Annexe 2).

En France, la Haute Autorité de Santé recommande de mettre en place un entretien individuel
durant la grossesse, afin d'identifier de potentiels facteurs de stress, au cours de la 2°™
consultation (Annexe 3). Cet entretien permet de repérer les situations de vulnérabilité ou
d’éventuelles violences domestiques et d’orienter , le cas échéant, les patientes vers des

services appropriés (soutien, protection, réseaux) (107).

2. Les actions préventives et voies d’orientation

Avant méme de traiter, il apparait important d’éduquer les femmes enceintes en général a
'existence ainsi que les symptdmes d’anxiété et de dépression. En effet, une étude suggeére
gue la majorité des femmes n’ont pas conscience de ce qui est considéré comme ‘normal’ ou
non en termes d’anxiété et 70% d’entre elles estiment que leurs symptémes prénataux

d'anxiété faisaient partie de la grossesse (108).

Il existe des mesures relativement simples et faciles a mettre en place permettant de diminuer
le niveau de stress des femmes enceintes. Différentes méthodes de suivi de grossesse ont
été comparées suite a I'exposition a un stress important (109). Il apparait que le suivi par une
méme sage-femme au cours de la grossesse permettrait de créer un lien de confiance, un
meilleur suivi et de limiter 'impact du stress prénatal sur la descendance avec de meilleurs
résultats en termes de motricité fine ainsi que de résolution de problémes. De plus, d’aprées
une étude longitudinale prospective, le soutien social et notamment celui du partenaire,

permettrait de réduire la détresse maternelle et d’'augmenter le bien-étre du nourrisson (110).

Il est également possible d’ajouter a ces mesures des méthodes ou outils afin d’améliorer la
gestion du stress. Une méthode de pleine conscience a notamment été testée dans une étude
sur une population de femmes enceintes exposées a un risque de dépression périnatale
(111). La pleine conscience consiste a se concentrer sur les sensations (souvent la
respiration) et a viser une attitude patiente, d’acceptation et de non-jugement. L’objectif est
de parvenir a gérer le plaisir et la douleur tout en faisant preuve de compassion et de
discernement. L'étude a montré une diminution du stress et de la dépression ainsi qu’une
augmentation des états d'esprit positifs dans le groupe traité par MCBT (mindfulness based

cognitive therapy), par rapport a un groupe contrdle actif.
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3. Les traitements pharmacologiques

Concernant les traitements médicamenteux, la principale préoccupation est d’évaluer la
balance bénéfice/risque entre les effets déléteres des psychotropes sur le foetus et les
potentielles conséquences néfastes d’un stress non pris en charge. La priorité demeure les
traitements non médicamenteux, tels que la thérapie cognitive. Malgré cela, ces méthodes ne
sont pas toujours suffisamment efficaces et un traitement pharmacologique peut s’avérer
nécessaire. Toutefois, tous les médicaments psychotropes passent la barriere foeto-
placentaire (112) et leurs effets sur le foetus sont peu documentés puisqu’aucun d’entre eux

n’est indiqué chez la femme enceinte.

a. Les recommandations du centre de référence sur les agents tératogenes
(CRAT)

Le CRAT recommande de ne pas arréter un traitement brutalement et de garder a I'esprit les
potentielles répercussions sur le déroulement de la grossesse dune pathologie
dépressive/psychotique non traitée (113-115). Il est néanmoins conseillé de faire un point
stratégique sur le bienfondé de la thérapie et d’envisager des traitements non
médicamenteux, voire de reconsidérer I'opportunité d’'une grossesse en cas de pathologie
psychiatrique déséquilibrée et/ou de traitement psychotrope lourd. Si la femme enceinte
nécessite un traitement, il faut utiliser les posologies minimums sans pour autant sous-traiter
et de préférence, pour les antidépresseurs, utiliser les molécules suivantes : citalopram,
escitalopram, fluoxétine, paroxétine ou sertraline pour les IRSS ; duloxétine ou venlafaxine
pour les IRSNa (Annexe 4). Pour ce qui est des neuroleptiques, il est conseillé de privilégier

aripiprazole, olanzapine, quetiapine ou risperidone (Annexe 5).

En ce qui concerne les anxiolytiques, il est fortement conseillé d’éviter leur utilisation chez la
femme enceinte. Il est préférable d’envisager des thérapies non médicamenteuses ou des
antidépresseurs pour les troubles anxieux généralisés ou trouble panique. Si la prise
d’anxiolytique est indispensable, leur utilisation doit étre de courte durée et de préférence

choisir 'hydroxyzine ou I'oxazépam (Annexe 6).
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b. Les recommandations en Angleterre

L’institut d’excellence de la santé et des soins en Angleterre (National Institute for Health

and Care Excellence - NICE) recommande une prise en charge en plusieurs étapes (106):

- S’assurer d’'un soutien psychologique, discuter la balance bénéfice risque d’'un
potentiel arrét d’'un traitement également.

- Serenseigner ou déléguer auprés d’un spécialiste en santé mentale périnatale.

- Choisir le médicament avec le moins d’effets secondaires sur I'enfant et la mére, en
se basant, si possible, sur les antécédents de la mére. Envisager de changer d’'un

traitement a I'autre.

Toujours d’aprés ces recommandations, il faut avant tout, savoir reconnaitre les problémes
de santé mentale et reconnaitre que les femmes suivies peuvent étre réticentes a discuter de
leurs problemes de peur de stigmatisation ou de perception négative. Elles peuvent
également avoir des difficultés a s'engager dans un traitement, en raison de |'évitement lié a

leur probléme de santé mentale et/ou de dépendance.

Concernant les classes médicamenteuses spécifiguement, les benzodiazépines sont
déconseillées sauf pour une courte période et de I'anxiété extréme. En ce qui concerne les
antipsychotiques, il est important de prendre en compte les effets indésirables, notamment
une potentielle augmentation du niveau de prolactine, une prise de poids, ou le

développement d'un diabéte.

c. Les benzodiazépines

Dans la population générale, les benzodiazépines et zolpidem/zopiclone sont les plus
largement prescrits pour les troubles anxieux (112), particulierement le diazépam. A priori,
cette classe ne présente pas de probleme de tératogénie majeur (116), des études dont les
résultats sont a mettre en perspective du nombre restreint de foetus exposés. Une toxicité
néonatale (a court terme) a néanmoins été observée, avec des symptbmes tels que la
léthargie, les troubles du tonus musculaire (hypotonie, hypertonie), I'hyporéflexie,l
hyperréflexie, les convulsions et [irritabilité, témoignant d'une imprégnation aux
benzodiazépines ou d'un sevrage. De plus, l'utilisation de BZD durant la grossesse

augmenterait le risque de prématurité et autres complications périnatales (117).
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A privilégier A éviter

1 trimestre lorazépam BZD a longue demi-vie
oxazépam

2° trimestre idem 1° trimestre idem 1°" trimestre

3¢ trimestre idem 1 trimestre idem 1¢" trimestre

Tableau 9 : Les benzodiazépines a privilégier et a éviter en fonction du trimestre de grossesse. Les molécules a
longue-demi vie sont de fagcon générale a éviter (146)

d. Les antidépresseurs

Les effets tératogenes des antidépresseurs tricycliques ont été démontrés par plusieurs
études (118,119). En termes de conséquences comportementales, des déficits de
l'apprentissage et des anomalies comportementales ont également été rapportés suite a

l'utilisation d’antidépresseurs tricycliques (120,121).

Peu d’études ont été réalisées sur les effets tératogénes des IRSS, et peu ou pas d’effets
tératogénes ont été reportés (122). En ce qui concerne les conséquences comportementales,
la encore peu d’études sont disponibles, mais aucun effet ne semble étre observé pour les
SSRIs (123).
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V. Discussion

1. Considérations éthiques

La réticence a l'inclusion des femmes enceintes dans les essais cliniques est historiquement
fondée. Les conséquences désastreuses a la fois humaine, médicales et légales de
'administration de thalidomide ou du diéthylstilbestrol ont poussé a une régulation
extrémement stricte (124). De plus, I'évaluation de la balance bénéfice/risque est complexifiée
par la relation mére-feetus. Les régulations en place sont basées tant sur le plan éthique que
juridigue et permettent un équilibre entre le respect et la dignité des patients, de la femme

enceinte et de son foetus.

En revanche, cela entraine I'exclusion quasiment systématique des femmes enceintes dans
les essais cliniques et, en conséquence, une approche empirique du traitement de la femme
enceinte et un manque de données concernant cette population (125). La pandémie récente
de COVID-19 a montré les limites de cette politique (126), excluant leur participation aux
essais cliniques quant aux vaccins et soulevant a nouveau la question d’'un potentiel

assouplissement de ces réglementations.

Afin de faire face a ce défi, un groupe de travail sur la recherche spécifique aux femmes
enceintes et aux femmes allaitantes a été mis en place dans le but de fournir des conseils aux
agences réglementaires afin d’adresser ces lacunes en termes de recherche sire et efficace
durant la grossesse. Un rapport incluant des recommandations a été publié et un plan a été
mis en ceuvre dans le but de mettre celles-ci en place, conseillant les autorités, industriels et

professionnels de santé a y participer conjointement (127).

2. La pandémie COVID-19

La pandémie de COVID-19 représente également une expérience traumatique et
internationale extrémement récente qui permet d’étudier les effets du stress prénatal a travers
de nouvelles études prospectives/rétrospectives se fondant sur les grossesses s’étant
déroulées durant I'épidémie et les confinements (128-130). En effet, un niveau élevé d’anxiété
a été reporté chez les femmes enceintes durant cette période (131), fournissant ainsi une

abondante source de données cliniques. En outre, ces études apportent des pistes de
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solutions et méthodes a mettre en place, telles que la prise en charge des signaux précoces

de troubles du comportement chez les nourrissons nés durant la crise COVID-19 (128).

3. Les perspectives thérapeutiques et les progrés en
recherche

Le développement de nouvelles techniques permet d’avancer dans la recherche.
L’'optogénétique, développée dans les années 2000 (132), permet de mesurer l'activité
électro-neurophysiologique in vivo. Cette méthode a notamment permis de montrer une
augmentation basale de I'activité des neurones du noyau accumbens et du cortex cingulaire
antérieur ainsi qu’une perturbation de la réponse du noyau accumbens provoquée par le du
cortex cingulaire antérieur chez le rat (133). Ces noyaux sont impliqués dans les
comportements liés a la récompense et la motivation et le contréle exécutif et émotionnel,

respectivement.

Les progrés dans le développement d’outils en imagerie médicale, tels qu’avec I'lRM (IRM de
diffusion, anisotropie fractionnelle), permettent eux aussi d’apporter certaines réponses, telles
gue des informations sur le développement des circuits neuronaux touchés par le stress
prénatal, et apportent une possibilité de mesures répétées et/ou longitudinales. En effet, I'IRM
foetale, non invasive et non irradiante, ne présente pas de risque connu pour le feetus (134).
Cette modalité d’imagerie permettrait d’identifier les différents impacts du stress prénatal en

fonction du type, de la durée et de la temporalité du stress durant la grossesse (135).

Des pistes, pour de nouveaux traitements, apportent de nouvelles perspectives et espoirs.
Chez le rat, par exemple, 'administration de mitoquinone liée a des nanoparticules (MitoQ-
NP, une molécule antioxydante liée a une nanoparticule de 125 puM) antérieurement a
I'exposition au stress prénatal semble prévenir le développement de comportement anxieux

chez la descendance male (136).

Plus avancé dans les étapes de développement, la molécule brexanolone est le premier
traitement approuvé (par la Food and Drug Administration (FDA) uniquement) spécifiquement
pour la dépression post-partum (137). La molécule active de ce traitement injectable est un
dérivé synthétique de I'allopregnanolone, un stéroide neuroactif modulateur allostérique des
récepteurs GABA-A pré et postsynaptiques. (Figure 25). Ses principaux effets indésirables

sont liés a son mécanisme d’action : sédation et somnolence. Son mode d’administration, en
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revanche, limite son utilisation. En effet, les patientes recoivent le traitement sous supervision

d’un professionnel de santé durant toute la durée de l'infusion (60 heures).

Afin de faciliter 'administration des traitements, d’autres stéroides neuroactifs ont été
développés, avec une biodisponibilité orale augmentée (138). Une forme orale, zuranolone
(Figure 26) est testée dans un essai clinique de phase Il (139), démontrant une efficacité
clinique jusqu'a 45 jours. Un ftraitement court, de deux semaines, est prometteur. Ces
traitements ne sont pas indiqués dans la grossesse, mais ils représentent néanmoins de

nouvelles pistes et espoirs pour le traitement des troubles anxieux/dépressifs périnatals.

"
HOY

Figure 25: Structure chimique de la brexanolone

Figure 26: Structure chimique de la zuranolone

Une autre piste en développement réside dans les traitements épigénétiques. En effet, il a été

démontré que des changements dans la méthylation de certains genes (hotamment GAD1)
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sont corrélés aux troubles anxieux (140). Se basant sur cette observation, plusieurs inhibiteurs
d’histones désacétylases sont en évaluation pour le traitement de I'anxiété, notamment en
conséquence de paramétres périnatal (consommation excessive d’alcool par la mére - (141),
stress précoce par séparation maternelle - (142). Bien que leur évaluation n’en soit qu’au
stade préclinique, ces traitements pourraient offrir un espoir de corriger, ne serait-ce qu’en

partie, les effets néfastes du stress prénatal, a la différence d’un traitement symptomatique.
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Conclusion

De nombreuses publications démontrent depuis les années. Les effets néfastes du stress
prénatal. Bien que la nature, I'origine et I'étendue de ces effets ne soient pas encore éclaircis,
les études réalisées indiquent globalement que les expériences prénatales de stress modifient
le comportement social et anxieux, l'apprentissage ainsi que la mémoire. La régulation du
stress semble perturbée, parallelement & [l'altération de I'expression des génes de
I'nippocampe, des sous-types de neurones inhibiteurs corticaux et la réponse de I'axe HPA

ou la réactivité du cortisol.

Le sujet est complexe, regroupe plusieurs définitions du stress, différentes approches et
méthodes d’analyse, et s’étudie sur une population trés spécifique, la femme enceinte. Une
approche multidisciplinaire, ainsi qu’'une amélioration de la communication chercheur-
professionnel de santé et patient-proches sont a privilégier et a renforcer afin d’'augmenter les

connaissances et la prise en charge de I'anxiété durant la grossesse.

La considération du stress prénatal s’inscrit dans une préoccupation actuelle concernant la
santé mentale, particulierement a I'ére post COVID-19. Il semble important de développer des
stratégies neuroprotectrices et mettre en place des recommandations claires et d’'intégrer son

diagnostic, sa prévention et son traitement a la formation des professionnels de santé.
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Annexe 1 : Régulation hypothalamique chez les oiseaux suite a un stress
prénatal chez la caille japonaise

Etude réalisée lors du Master 2

1. L’appétit et ’homéostasie énergétique

Dans le systeme nerveux central des vertébrés, des voies neurobiologiques étendues, des
neuropeptides et des neurotransmetteurs sont impliqués dans le contréle de 'appétit. Ces
voies neuronales comprennent la surveillance des besoins énergétiques, le traitement des
informations sur la faim et la satiété du tractus gastro-intestinal et des tissus périphériques, la
valeur énergétique et la récompense des aliments, ainsi que celles qui générent un résultat
comportemental qui aboutit & une réponse alimentaire (143). Ensemble, ces voies neuronales
assurent ’homéostasie énergétique globale, équilibrant I'apport alimentaire et la dépense
énergétique. Parmi les multiples régions du cerveau impliquées dans I'homéostasie
énergétique, le tronc cérébral caudal représente I'un des principaux sites intégratifs (144). Les
sites médullaires du tronc cérébral recoivent et integrent des signaux périphériques, y compris
des facteurs de satiété dérivés de l'intestin, pour coordonner I'alimentation ainsi que la fin de
lalimentation (143). Un autre site majeur pour la régulation de I'appétit est I'hypothalamus.
Plusieurs noyaux hypothalamiques sont impliqués dans le contrdle homéostatique de I'appétit
notamment, 'hypothalamus latéral (LH) ou le noyau paraventriculaire (PVN) (145), cependant,
le noyau arqué (ARC) est le plus largement étudié. L’ARC est situé entre le troisieme
ventricule et 'éminence médiane, dans laquelle le systéme vasculaire porte permet de
transporter les facteurs de libération neuroendocriniens vers I'hypophyse antérieure,
permettant la détection de facteurs a la fois dans le liquide céphalo-rachidien et dans le sang
(146).

Dans 'ARC, il existe deux populations de neurones anatomiquement entremélés, le
peptide apparenté a 'agouti (AgRP) et la pro-opiomélanocortine (POMC). Les neurones AgRP
et POMC présentent des fonctions opposées pour la régulation de I'appétit, le premier étant
orexigéne tandis que le second anorexigéne. Les neurones AgRP sont activés par des
signaux métaboliques circulants de déficits énergétiques (par exemple, la ghréline sécrétée
par 'estomac et le pancréas) et inhibés par des signaux métaboliques d’énergie (par exemple,
la leptine sécrétée par les adipocytes et I'insuline sécrétée par le pancréas) (147-149). Les
neurones AgRP jouent un réle essentiel pour I'appétit (150), libérant ’AgRP, le neuropeptide

Y (NPY) et GABA, qui stimulent tous I'apport alimentaire (voir Fig. 2).
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Figure 27 : Apercu schématique de certains contréles endocriniens afférents de I'alimentation a I’hypothalamus
(réalisée avec BioRender).

En revanche, les neurones POMC, qui co-expriment le peptide cocaine-and-amphetamine-
related transcript (CART- transcription régulée par la cocaine et les amphétamines), sont
généralement stimulés par la leptine et inhibés dans des conditions d’équilibre énergétique
négatif ou les niveaux de ghréline sont élevés (143). Les neurones POMC/CART exercent
leurs actions anorexiques via l'un de ses produits de clivage, 'hormone stimulant les a-
mélanocytes (a-MSH), sur les récepteurs MC4 de la mélanocortine (MC4R) dans d’autres
régions hypothalamiques principalement concentrées dans le PVN et la LH (146) inhibant
'apport alimentaire. lls exercent également leurs actions anorexiques via CART, en effet,
l'injection intra-cérébro-ventriculaire (ICV) de CART recombinant inhibe I'alimentation chez
les rats a jeun d’'une maniére dose-dépendante et supprime la réponse alimentaire normale
au NPY (151). Malgré cela, la fonction de CART reste incertaine sans récepteur CART encore
identifié (152).

Le NPY agit sur les récepteurs Y1 et Y5 dans le PVN, tandis que 'AgRP exerce des
actions agonistes inverses sur mc4R, augmentant ainsi les effets orexigénes du NPY. De
plus, les neurones AgRP inhibent les neurones POMC avec GABA par de courtes projections
intranucléaires (153). Des études révélent que le NPY est nécessaire pour une stimulation
rapide de l'alimentation, tandis que 'AgRP, par son action sur MC4R, est suffisante pour

induire une alimentation sur des périodes prolongées (154).
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Dans 'ARC, les neurones AgRP/NPY et POMC/CART se projettent sur d’autres
noyaux hypothalamiques, y compris PVH, noyau hypothalamique dorso-médial (DMH), LH,
qui a leur tour envoient des projections aux sites hypothalamiques intra et extra pour réguler
alimentation (147,155,156). L’activation des neurones AgRP dans le PVN entraine une
réponse alimentaire évoquée (157), en effet un contréle réciproque des neurones PVN sur les
neurones ARC NPY / AgRP a été décrit comme une nouvelle boucle régulatrice impliquée
dans les neurones de comportement alimentaire (145). L’activation de I'axone des neurones
AgRP dans le LH a également suscité une réponse alimentaire, le LH étant probablement un
nceud intégratif pour l'interface entre les circuits homéostatiques et hédonistes coordonnant
I'apport alimentaire, recevant en méme temps des informations relatives aux réserves de
nutriments et au contréle exécutif et cognitif. L’alimentation homéostatique est nécessaire
pour les processus métaboliques de base et la survie, tandis que I'alimentation hédoniste est
un autre systéme clé contrélant I'appétit et est motivée par la perception sensorielle ou le
plaisir (157). Ce systeme fonctionne parallélement au systéme homéostatique, a travers la
structure mésolimbique, le systéme dopaminergiqgue mésoaccumbal recevant et intégrant des

informations sur la valeur incitative (gratifiante) des aliments (61,158).

Y NPY/AGRP/GABA
ke POMC/CART

v MCH
* Orexin

m’ MC3/4R

(I ObRb

GABA, R

- -« Inhibitory pathway

Figure 28 : Diagramme schématique de I'’hypothalamus médio-basal montré dans un endroit coronal, représentant
les éléments de base et les interactions des neurones dans les noyaux clés impliqués dans les voies liées a
l'alimentation (14).
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En dehors de I'hypothalamus, I'ARC regoit également des entrées et les envoie a plusieurs

régions du cerveau, telles que le locus coeruleus ou le noyau accumbens (159).

L’appétit et ’homéostasie énergétique chez les oiseaux

La plupart des connaissances sur la régulation de I'appétit proviennent d’études sur les
rongeurs plutét que sur les vertébrés non mammiferes (160,161). Un grand nombre de
preuves décrivent les effets de différents neuropeptides (intrapéritonéaux ou intra-
cérébroventriculaires) sur I'apport alimentaire (162,163), en revanche, peu d’informations sont

disponibles sur le mécanisme central régulant I'appétit et le poids corporel chez les oiseaux.

Pour maintenir 'homéostasie énergétique, le cerveau doit savoir combien d’énergie
est disponible dans le corps et combien d’énergie et quels nutriments suivront chaque repas.
Par conséquent, aprés une période de jelne, les animaux mangeront plus que la normale,

compensatoire, ce qui permettra au corps de revenir a un niveau régulé d’homéostasie (164).

A ce jour, quelques études ont étudié I'effet du jelne sur la caille Coturnix japonica
(voir Table 1). Bien que ces études décrivent une augmentation des peptides orexigenes tels
gue AgRP (165), NPY (164) ou les deux (163), une seule étude démontre une diminution de
CART, un peptide anorexigéne (163).

Source Age Jeline Résultats

Augmentation de 1,5

Boswell 2002 5-6 mois 24 heures sur 24 _
fois du NPY
- _ _ Augmentation de 2,2
Phillips-Singh 2003 6 mois 24 heures sur 24 .
fois de 'AgRP
NPY, NPYR1
5-6  jours  aprés NPYR2,  AgRP
McConn 2019 éclosion 3 heures et 6 heures ORXR2 augmentés

CART diminué

Tableau 10 : Etudes évaluant I'effet du jetine sur les niveaux d’ARNm peptidique chez les cailles
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Animaux

Deux expériences ont été menées au cours de mon projet de 6 mois, qui seront décrites
simultanément. L’expérience 1 a étudié 'effet du jeline sur le comportement alimentaire et
I'expression de ’ARNm des neuropeptides hypothalamiques, les données ont été recueillies
au cours du projet 1 et 'analyse s’est terminée au cours du projet 2. L'expérience 2 a étudié
les effets du stress au début de la vie sur le comportement alimentaire et I'expression de
I’ARNm peptidique hypothalamique (voir Fig.1 et 2 ci-dessous), les données ont été recueillies

et analysées au cours du projet 2.

Chicks removed End of recording
and weighed Chicks culled

FED quail
[ ] 1
Lights on Lights out Lights on

Chicks removed End of recording
and weighed Chicks culled

HUNGRY quail |

Ad libidum access to water, food restricted >

[ Iﬁl:l
Lights on Lights out Lights on

Figure 29 : Expérience 1. Les effets du jeiine chez les cailles japonaises de 9 jours de I'expérience nourrie / a
jeun. La nourriture était restreinte pour le groupe a jeun a partir de 12 heures.

E| 24h recording
I Chicks culled

Vehicle group

kﬂ) Vehicle injection

| Incubator ” Incubator “ Hatcher || Pen |
E5 E14 E16,5 D8
I
-
E 24h recording
T Chicks culled

Corticosterone group ‘ u Corticosterone injection

Incubator " Incubator || Hatcher " Pen

E5 E14 E16,5 D8

Figure 30 : Expérience 2. Les effets du stress au début de la vie chez les cailles japonaises de 9 jours. Injection
de corticostérone sur E5, enregistrement 24h de D7 a D8 et prélevement de tissu sur D8.
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Elevage

Une cohorte mixte de cailles japonaises méales et femelles non sexuées (Coturnix japonica)
étaient logées a I'éclosion dans le National Avian Research Facility (NARF) de I'Institut Roslin,
avec une alimentation ad libitum et de I'eau fournie jusqu’a I'abattage a I'age de 9 jours.
Pour I'expérience 2, les poussins injectés avec de la corticostérone ou le véhicule ont d’abord
été logés ensemble. La température ambiante a été maintenue a 27°C et 39% d’humidité
relative avec une lumiére de 19 h : 5h et une période d’obscurité de 1h du matin a 6h du
matin). Les poussins injectés en ovo (véhicule ou corticostérone) ont été pesés sur D1, D2 et
D3, a la méme heure de la journée (début d’aprés-midi) pour quantifier le taux de croissance.
A 9h30 le matin du jour 8, une étiquette d’identification par radiofréquence (RFID) PIT
(transpondeur intégré passif) (Eccel Technology Ltd, Royaume-Uni), a été installée sur la
jambe gauche de chaque poussin, qui ont ensuite été placés dans 2 enclos expérimentaux
distincts, dans la méme piéce que le groupe précédemment logé, et laissés pour une période

d’acclimatation avant le début de I'enregistrement.

Un nombre égal d’oiseaux ont été répartis au hasard dans des groupes nourris et a
jeun, tandis que des cailles injectées a la corticostérone ou avec le véhicule ont été réparties
en fonction du traitement. Les groupes ont eu accés ad libitum a la nourriture et a I'eau. Durant
I'expérience 1, les oiseaux ont été retirés des enclos et pesés le matin du jour 9 (entre minuit
et 12h45), et les enclos nettoyés ainsi que la litiere remplacée pour enlever les débris
alimentaires dans I'enclos. Aprés avoir été pesés et retournés dans leurs enclos respectifs, le
groupe a jeun s’est vu retirer sa nourriture immédiatement avant I'extinction des lumiéres pour
limiter le stress induit, le groupe d’oiseaux étant maintenu ad libitum se nourrissant tout au
long de I'expérience (voir Fig. 1). Durant I'expérience 2, les groupes injectés avec le véhicule

et la corticostérone n’ont pas été perturbés tout au long de la session d’enregistrement.

Les poussins de cailles ont été échantillonnés a 4h + 90 min du début du cycle jour,
un oiseau de chaque groupe de traitement étant abattu séquentiellement afin de minimiser
I'effet du temps d’échantillonnage. Il y avait 4 groupes de traitement au cours de chaque
expérience et la taille du groupe pour les différents traitements se situait entre 22 et 30
poussins de caille (voir les tableaux 1 et 2 ci-dessous). L’analyse de puissance basée sur les
données préliminaires d'une étude de quantification de la qPCR des neuropeptides a
déterminé une taille d’échantillon minimale de 22 oiseaux pour atteindre la pertinence

statistique.
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Nourri Jeliné

Femelle Male Femelle Male

26 23 26 22

Tableau 11: Nombre de cailles par groupe dans I'expérience 1.

Véhicule Corticostérone
Femelle Male Femelle Male
27 30 22 27

Tableau 12 : Nombre de cailles par groupe dans I'expérience 2.

Préparation de la corticostérone

8,5 ng (10 puL de 0,85 ug/mL) de corticostérone augmentent les concentrations
endogénes de corticostérone dans le jaune dans les 1,8 ET au-dessus du jaune témoin (66).
L’injection dans I'ceuf est effectuée a E5, car la fertilité des ceufs peut étre déterminée et les
couches de jaune stratifiées se sont suffisamment décomposées pour permettre une
dispersion uniforme de la solution et, est antérieure a la période de croissance exponentielle

de I'embryon.

Une solution mére de corticostérone a été réalisée a 850 ug de corticostérone/mL, en utilisant
0,085 g de corticostérone (Sigma—Aldrich, USA) en suspension dans 100 mL d’huile
d’arachide stérile auto-clavée. La solution a été soniquée au bain-marie pendant plusieurs
heures jusqu’a ce que les cristaux se dissolvent. La dilution suivante de 1 sur 1000 a été
effectuée dans des conditions stériles a I'aide d’une nouvelle huile d’arachide stérilisée : 1 mL
de solution mére dans 1000 mL d’huile d’arachide. Enfin, 0,1 mL de cette solution dilué dans
1 mL d’huile d’arachide. Une solution de contréle (véhicule) a été obtenue en auto-clavant de

I'huile d’arachide avant l'injection.

Injection in ovo

Les seringues Hamilton ont été pré-préparées a 'aide d’une seringue de 2 mL afin de pré-

charger une aiguille 25G (0,5 x 16 mm, canule BD Microlance 3, Espagne) avec le véhicule
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ou la solution injectable de corticostérone. Les seringues ont été chargées avant de fixer
l'aiguille préchargée pour éliminer les bulles d’air. Au jour 5 de I'incubation (E5), les ceufs ont
été assignés au hasard a la corticostérone ou a I'injection de véhicule, pesés et le poids moyen
des ceufs a été comparé entre les groupes pour assurer I'équilibre. Les ceufs ont été nettoyés
avec de I'éthanol a 75% et I'injection a été faite dans des conditions stériles jusqu’a ce que
les ceufs soient scellés. Un petit trou a été fait dans I'apex de I'ceuf a I'aide d’une aiguille 25G
et 'aiguille a été insérée au-dela de la coquille et de la membrane. Une seringue Hamilton a
été insérée jusqu’a la poignée de l'aiguille par le trou de ponction préfabriqué et une solution
de 10 L (corticostérone ou véhicule) déposée dans le jaune. Aprés le retrait de l'aiguille, la
solution excédentaire a été essuyée de la surface de I'ceuf et le trou a été scellé a I'aide du
platre Germolene New Skin Liquid (Pharmapac UK). Des que le platre était sec, les coquilles
d’'ceufs étaient marquées au crayon (pour lidentification du traitement), puis retournées a
l'incubateur, placées apex vers le bas. La veille de I'éclosion, les ceufs étaient placés dans
des boites étiquetées dans l'incubateur d’éclosion. L'incubateur et I'éclosoir ont été fournis
par les incubateurs de Bristol (Royaume-Uni). Les ceufs ont été déposés dans I'incubateur de
E1 a E14 dans des conditions stériles a 37,5 ° C et 55% d’humidité, puis dans I'éclosoir de
E14 a E16,5a 37,1 ° C et 30% d’humidité.

Nourri Jeliné
Femelle Male Femelle Male
26 23 26 22

Tableau 13: Nombre de cailles par groupe dans I'expérience 1. Cailles nourries versus a jeun.

Véhicule Corticostérone
Femelle Male Femelle Male
27 30 22 27

Tableau 14 : Nombre de cailles par groupe dans I'expérience de 2. Cailles injectées avec Corticostérone versus
avec véhicule.
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Immédiatement avant l'abattage, chaque oiseau a été pesé puis sacrifié par
dislocation cervicale, les cerveaux entiers ont été retirés et congelés sur de la glace séche et
stockés a -70°C jusqu’aux expérimentations de RT-qPCR. Le poids intestinal a été enregistré
pour chaque oiseau et le sexe déterminé par inspection gonadique a la dissection. Un
échantillon de sang terminal a été prélevé pour mesurer la concentration sanguine de glucose
(a l'aide du glucométre AlphaTRAK®) et pour confirmer le sexe par génotypage. Toutes les
procédures ont été effectuées conformément a la loi britannique de 1986 sur les animaux

(procédures scientifiques) et a la suite de 'examen éthique de I'Institut Roslin.

Enregistrement comportemental

Les poussins ont été observés pendant une période de 24 heures de 10h00 le jour 8 a 10h00
le jour 9 a laide dun systéme d’enregistrement vidéo basé sur une caméra de
vidéosurveillance (Hikvision, Royaume-Uni). Une seule caméra de vidéosurveillance a été
fixée au-dessus de chacun des deux enclos expérimentaux dans une position telle que le
champ de vision de chaque caméra couvrait toute I'aréne de I'enclos. Durnat I'enregistrement,
les cailles n’ont pas été dérangées pour réduire le stress induit, a 'exception du groupe a jeun
et de leur contrble, pendant la période de 45 minutes mentionnée ci-dessus avant le début du
cycle sombre lorsque les poussins ont été pesés et que I'enclos a jeun a été nettoyé de la
nourriture. Les fichiers vidéo ont ensuite été analysés a l'aide de VZPlayer V7.4.1 et les
comportements d’'intérét ont été notés comme suit : toutes les 15 minutes, la vidéo était
suspendue et les comportements suivants étaient enregistrés : nombre de poussins se
nourrissant activement a la station d’alimentation ; nombre de poussins buvant activement a
la station de boisson ; nombre de poussins se reposant ; et nombre de poussins se déplacant
dans I'aréne de I'enclos. Pour faire la distinction entre les cailles au repos et en mouvement,
le fichier vidéo a été rembobiné pendant 10 secondes et rejoué pour déterminer si les poussins
étaient immobiles (au repos) ou se déplacaient activement autour de I'enclos. Une approche
similaire a été adoptée pour déterminer si les poussins se nourrissaient activement ou

buvaient ou se reposaient simplement prés des stations d’alimentation ou de boisson.

Un systéme d’enregistrement sans fil de données aviaires (Eccel Technology, Royaume-Uni)
avec une seule unité RFID & antenne (voir Fig. 6) a été utilisé pour enregistrer le nombre de
visites de poussins individuels étiquetés RFID PIT a la station d’alimentation. Les étiquettes
RFID PIT donnent aux poussins individuels une identité personnelle et il a donc été possible
de déterminer, par exemple, le sexe du poussin visitant la station d’alimentation et de

comparer le comportement individuel des poussins avec leur profil neuropeptidique respectif
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a partir de 'analyse RT-gPCR. Les antennes étaient stratégiquement placées devant le point
d’accés a la station d’alimentation et chaque fois qu’un poussin traversait I'antenne, un
horodatage était enregistré sur I'unité d’enregistrement des données. Le systéme est fixé avec
un taux d’interrogation de 7 scans par seconde et toute balise détectée ne sera plus stockée

en mémoire pendant une seconde pour éviter qu’elle ne soit stockée a nouveau.

Les données ont ensuite été téléchargées dans une feuille de calcul MS Excel et le
nombre total de visites a la station d’alimentation pour chaque oiseau par heure a été calculé.
Les données de l'unité RFID ont été sélectionnées parmi toutes les données enregistrées
selon différents critéres : fenétre d’intérét enregistrée uniquement (10h00 jour 8 a 10h00 jour
9) et les valeurs aberrantes significatives ont été rejetées (caille immobile dans la zone de
'antenne). Chaque accés au bol d’alimentation par individu a été ajouté pour obtenir un
nombre total, qui a ensuite été divisé par la durée de la période correspondante pour
finalement obtenir le nombre d’accés par heure. Des données individuelles ont été utilisées
pour comparer les résultats de la RT-gPCR (voir la section RT-gPCR). Le nombre moyen
d’accés par heure a été calculé pour chaque groupe (femelle/male, a jeun/nourri,

véhicule/corticostérone).

Feeding

Bowl

5 Recording Antenna

Water
Bowl

Figure 31: Champ de vision de la caméra CCTV du stylo, avec bol d’alimentation isolé et antenne RFID.

Analyse moléculaire

Génotypage sexuel : L’ADN génomique a été isolé a partir d’échantillons de sang total a
l'aide du réactif DNAzol (Thermo Fisher Scientific, Royaume-Uni), précipité et purifié a l'aide
d’isopropanol et d’éthanol, puis la pastille ’ADNg a été réhydratée dans de I'eau stérile. Les

échantillons ont été conservés a 4 °C jusqu’a I'analyse par PCR.
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PCR spécifique a l'alléle : La PCR a été réalisée a 'aide de 2 pl du produit d’extraction de
I’ADN et d’un kit FastStart™ Tag DNA Polymerase Kit (Merck Life Science UK Ltd) dans un
volume de réaction total de 20 ul. En utilisant les conditions standard, recommandées par le
fabricant, 0,5 yM de chacun des trois appréts de sexage (ZF, WF et P2) ont été mélangés
dans la méme réaction. Les séquences damorce P2, ZF et WF étaient 5' -
TCTGCATCGCTAAATCCTTT- '3, 5- CTCTGGGTTTTGACTGTATTG- 3 et 5'-
CATCTGTTTTCCCCCCCAAA - 3, respectivement. Le programme de PCR utilisé pour
I'amplification était de 95°C pendant 5 minutes, 40 cycles a 95°C, 58°C et 72°C (30 secondes
chacun) et une extension finale a 72°C pendant 7 minutes. Le produit PCR résultant a été
exécuté sur un gel d’agarose a 2% qui comprenait SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermo
Fisher Scientific, Royaume-Uni). Le sexe a été déterminé en imaginant une seule bande a
des paires de 350 pb pour les males (alléle Z) ou une double bande a la fois a 350 pb et 270

pb (allele W) pour les femmes (18).

Quantification des neuropeptides par RT-gPCR

Isolement de ’ARN et transcription inverse : L’hypothalamus a été isolé en faisant des
incisions a la marge caudale du chiasma optique et rostral aux racines des nerfs
oculomoteurs. La dissection s’étendait latéralement a 2,5 mm de chaque c6té du troisieme
ventricule et dorsalement a 3 mm de la surface de 'éminence médiane. 80 a 90 mg de tissu
contenant I'hypothalamus basal ont été homogénéisés dans des tubes Tri-réactif (Sigma-
Aldrich) et Lysing Matrix D dans un instrument FastPrep (MP Biomedicals, Cambridge,
Royaume-Uni). L’ARN total a été extrait a 'aide d’un kit de mini-préparation de ’ARN Zymo
Direct-zol TM (Cambridge Biosciences, Royaume-Uni) conformément aux instructions du
fabricant. La pureté et la concentration de I'ARN ont été évaluées a laide d’un
spectrophotométre NanoDrop ND-1000 (LabTech International, Royaume-Uni). L’ADNc du
premier brin a été synthétisé dans des réactions de 20 pl a partir de 250 ng d’ARN total a
'aide d’un kit de transcription inverse de 'ADNc de haute capacité (Applied Biosystems; Life
Technologies, Royaume-Uni) en suivant les instructions du fabricant. Les réactions ont été
effectuées dans les conditions suivantes avant d’étre diluées 5,5 fois et stockées a -20 °C :
25 °C pendant 10 minutes, 37 °C pendant 120 minutes, 85 °C pendant 5 minutes et 4 °C

pendant 10 minutes.

Réaction en chaine quantitative par polymérase (RT-qPCR) : Les conditions PCR

standard ont été utilisées pour obtenir des produits pour la construction d’une courbe
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standard, et I'expression de B-actine a été mesurée de la méme maniére pour normaliser les
concentrations afin de déterminer la concentration absolue des différents transcrits. Les
produits ont été exécutés sur un gel d’agarose pour confirmer que seuls les produits de la
bonne longueur sans amorce-diméres étaient amplifiés et pour s’assurer qu’il n’y avait qu’une
seule courbe de dissociation de pic ; 'amplification correcte a également été confirmée par le
séquencage Sanger du produit PCR pour confirmer l'identité du géne d'intérét. Les étalons
ont été produits par purification en gel de produits PCR a l'aide d’un kit d’extraction de gel
QIAquick (Qiagen Ltd., Crawley, Royaume-Uni) et leurs concentrations mesurées a I'aide d’un
spectrophotométre NanoDrop ND-1000 (LabTech International, Royaume-Uni). Des dilutions
en série des étalons ont été effectuées pour créer des courbes standard pour la quantification
par PCR en temps réel. Les amorces ont été validées pour l'efficacité d’amplification (90-
110%) déterminée par I'analyse de la courbe standard respective. Les tests gqPCR ont été
effectués dans des mélanges réactionnels de 20 pl contenant 10 pl PowerUp SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems; Life Technologies, Royaume-Uni), 0,4 ul (20 uM chacun des
amorces avant et arriére), 1,2 yl MiliQ H,O et 8 ul de produit d’ADNc dilué 5,5 fois. Les
parameétres thermiques étaient cohérents pour tous les essais : 50°C pour 2 minutes, 95°C
pour 2 minutes, 40 cycles de 95°C pour 15 s et 60°C pour 30 s. A la fin de chaque cycle de
PCR, une étape de dissociation composée de 95°C pour 1 minute, 60°C pour 30 s et 95°C
pour 1 minute a été incluse pour assurer la spécificité de 'amplicon. Les échantillons et les
courbes standard ont été exécutés en double sur la méme plaque de 96 puits. Les étalons
ont été dilués pour produire les normes les plus élevées détectables apres environ 12 cycles.
La quantification de TARNmM des neuropeptides a été exprimée par rapport a I'expression de
B-actine mesurée dans les mémes échantillons. Les réactions ne contenant aucun modele

ont été exécutées en tant que contrbles négatifs.
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Longueur de
Geéne Cible gPCR Séquences 5'a 3' I'amplicon
En avant Inverse

B -actine XM_015876619.1 TTGTGATGGACTCTGGTGATG TTCTCTCTCGGCTGTGGTG 170

L’AGRP XM_015873898.1 AGAGCAGAGCCCACCTACC TCAGCATGGTCCTGTGTTTGTTG 180
CHARRETTE XM_015849946.1 GGAGAAGGAGCTGATCGAGG CTGCCCGAACTTCTTCTCGT 88

POMC NM_001323229.1 CTGGAGTTTTGGCGTGTGCC GACGGCCAAACTTATTCCAGC 147

NPY XM_015853870.1 GATCCCGGTTTGAAGACCCT  CTGCATGCACTGGGAATGAC 127

NPY-R1 XM_015861016.1 CAGCCTTCCCCACCAATCTT  GCAAGACCTTGCAACTGCTC 128

NPY-R2 XM_015860997.1 TGCCTACATCCGCATTTGG ATTCCCTGCCCCAGGACTA 58

Tableau 15: Amorces utilisées pour la PCR en temps réel :

Analyse statistique

Tous les tests qPCR ont été analysés a l'aide du logiciel MxPro (Agilent Technologies,
Stockport, Royaume-Uni). Toutes les data ont été exportées vers MS Excel. L’analyse
statistique des données a été effectuée a l'aide de GraphPad Prism (8.0.2). Tous les
graphiques et tableaux montrent les moyennes + écart-type de la moyenne. Les mesures
d’expression d’ARNm des neuropeptides ont été standardisées en divisant la valeur de
chaque géne par sa valeur correspondante pour le géne de ménage (B-actine). Le test de
Student ou une analyse de variance (ANOVA) bidirectionnelle ont été utilisés pour comparer

les données de signification ou P<0,05.
2. Résultats : Comparaison du comportement et de I'expression des génes

hypothalamiques entre les poussins de cailles nourris et a jeun

Aucune différence de poids corporel n’a été détectée entre les groupes nourris ad libitum et
les groupes a jeun immédiatement avant au début du cycle sombre (tableau 7, poids corporel

1). En revanche, les poussins méles et femelles a jeun avaient de plus faibles poids du corps
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(F1,93 =602, P<0. 0001) et de l'intestin (F1,93= 85, P<0. 0001) (Fig. 8) par rapport aux groupes
males et femelles nourris a la fin des 4 heures de je(ine (tableau 7, poids corporel 2 et poids

intestinal). Les méles et femelles ont connu une réduction de 6,3% et 6,9% du poids corporel,

respectivement, et la glycémie a la fin des 4 heures de jeline était significativement inférieure

a celle de leurs homologues nourris (tableau 7, taux de glucose dans le sang et Fig. 9; F1, 03

=71. 51, P<0. 0001). A 'opposé, les cailles males et femelles nourries ont vu augmenter leur

poids corporel de 3,69% et 3,8% respectivement (Fig. 7). Il n’y avait pas de différences entre

les sexes dans l'une ou I'autre de ces mesures.

Groupe de

traitement

Femelle

nourrie ad

libitum
Femme a
jeun

Male nourri
ad libitum

Homme a

jeun

26

26

23

22

Poids

corporel 1

44,1+ 2,0

415+1,9

43,3+1,9

39,4+20

Poids

corporel 2

(9)

45,8 +2,3

38,6 +1,9*

449+ 2,0

36,9 £ 2,0*

Poids

intestinal ()

7,3+0,3

5,4 +0,15*

7,1+£0,2

50+0,2*

Taux de
glucose
dans le sang
(mM/L)

23,1+0,3

19,9+ 0,2*

222+04

19,3+ 0,3*

Tableau 16 : Effet d’un jeGine de 4 h sur le poids corporel, le poids intestinal et la concentration de glucose dans
le sang pour les 4 groupes de traitement (9 jours), moyenne = S. E. M. * ou P<0,05.
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Figure 32 : Changements du poids corporel moyen (+ SEM) chez les cailles japonaises de 9 jours nourries ad
libitum et a jeun de 4 heures. ***P<0. 0001 nourri vs a jeun ; Facteur ANOVA-2.
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Figure 33 : Poids intestinal moyen (+ SEM) chez les cailles japonaises de 9 jours nourries ad libitum et a jeun de
4 heures. ***P<0. 0001 alimenté vs facteur ANOVA-2 a jeun.
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Figure 34 : Glycémie moyenne (+ SEM) chez les cailles japonaises de 9 jours nourries ad libitum et a jeun de 4
h. ***P<0. Facteur ANOVA-2 alimenté par rapport au facteur ANOVA-2 a jeun

Le premier jour de I'enregistrement, il n’y avait aucune différence dans le comportement de
consommation d’eau, d’alimentation ou locomoteur entre les groupes pendant la période
lumieres allumées (Fig. 10-A). Pendant la période sombre (Fig. 10-B), les groupes nourris et
a jeun ont cessé d’explorer et de boire. Aprés les 4 premiéres heures de jour, les cailles
nourries ad libitum ont passé une plus grande proportion de leur temps a chercher activement
de la nourriture (en mouvement), passant de 21% a 28%, et moins de temps au repos. Ceci
n’était pas une différence dans la proportion de temps disponible pour se nourrir activement,
elle est en effet restée & 16% pour le groupe nourri tout au long de la période de lumiére. Une
augmentation de 3 % du nombre de visites a la station de consommation d’eau a également
été observeée a cette période (Fig. 10-C). En revanche, les poussins a jeun passaient plus de
temps a chercher activement de la nourriture et moins de temps a se reposer par rapport aux
groupes témoins nourris appariés (Fig. 10-C) ; il y a eu une augmentation significative de 44
% chez les cailles témoins nourries & 69 % dans le groupe a jeun (se déplacant et visitant la
station d’alimentation, Fig. 10-C). Il n'y avait pas d’augmentation observable de la

consommation d’eau dans le groupe a jeun comme dans les groupes témoins nourris.
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Dark Period Dark Period
Fed Fasted

4.57% Resting

= 94 14% Food seeking
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m 0.
= 96.14% Resting
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mm 16.60% Food seeking
=3 6.58% Drinking
= 48.78% Resting
3 28.04% Other {moving)

21.32% Food seeking
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4

|
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=
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Figure 35 : Pourcentage relatif de quatre comportements différents quantifiés des poussins de caille pendant la
période de lumiere s (A) le jour 8, la période sombre (B) et la période de lumiére le jour 9 (C:), sur la base de
I'analyse de I'enregistrement par caméra de vidéosurveillance. Poussins nourris (& gauche) et poussins a jeun (a
droite).

Les données de I'étiquette RFID PIT ont confirmé que les cailles a jeun ont visité la station
d’alimentation vide avec une fréquence significativement plus élevée que les groupes nourris
au cours des 2 premiéres heures du cycle de la lumiére (Fig. 11) avec un nombre moyen de
97 visites au bol d’alimentation par oiseau pour le groupe a jeun, contre 11 pour le groupe
nourri (F1,13=8. 317, P=0. 0128). Aprés 2 h, la fréquence des visites a la station d’alimentation
vide a diminué dans le groupe a jeun et, bien que non significative, les cailles a jeun ont
continué a visiter la station d’alimentation vide avec une fréquence plus élevée que leurs
homologues nourries, avec une moyenne de 60 visites pour le groupe a jeun contre 16 pour
le groupe témoin. L’analyse des données des étiquettes RFID-PIT a révélé que les poussins

de cailles nourris se rendaient régulierement a la station d’alimentation tout au long de la
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période jour. Pendant la période sombre, une fois installé, aucun poussin (Fig. 11) n’a visité
la station d’alimentation. Les poussins ont commencé a se nourrir immédiatement aprés
'allumage des lumiéres avec une augmentation progressive du nombre de visites a la station

d’alimentation.

Diurnal-Noctural variation in access to the feeding bowl
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Figure 36 : Nombre total moyen de visites au bol d’alimentation par caille japonaise agée de 8/9 jours toutes les
deux heures (x SEM), sur la base des données RFID avec P<0 001 (#) nourri vs & jeun, n = 23/groupe.

Des différences significatives ont été observées dans les niveaux d’expression de TARNm de
CART et de NPY-R1 entre les sexes, de sorte que les poussins de caille femelles présentaient
des niveaux d’expression d’ARNm plus élevés pour les trois génes que pour les méles
(tableau 8 et Fig. 13). Aucune différence n’était détectable dans I'expression des ARN AgRP,
POMC, CART ou des ARNm NPY-R1 ou NPY-R2 indiquant qu’aucun n’effet sur ces génes
n’est détectable sur les cailles de 8 jours (tableau 8).

Les poussins a jeun ont montré une augmentation significative de I'ARNm NPY
hypothalamique (tableau 2 et fig. 12 ; F1, 93 = 20. 68, P<0. 0001) a la fin des 4 heures de la
période de jelne par rapport aux poussins témoins nourris. LARNmM NPY a été multiplié par

1,25 chez les poussins femelles et par 1,4 chez les poussins méles (Fig. 12).
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Groupe de

traitement

Femelle
nourrie ad

libitum

Femme ajeun

Male nourri ad

libitum

Homme ajeun

Valeur de P s

Sexe

Etat
nutritionnel

Sexe X Etat

nutritionnel

26

26

23

22

AgRP  NPY
252 + 1476 =
0,13 0,71
257 + 18h42%
0,15 1,02
2,12 + 13,18 =
0,14 0,74
2,48 + 18h48z
0,13 1,06

0. 085 0. 393

0. 142 <0.001

0. 349
ans

POMC

24,69
4,02

I+

17,64
2,97

I+

17,36
2,73

I+

19,88
2,73

I+

0. N° 506

0.710

0. 075

CHARRETTE

17,74 + 1,55

21,06 £ 2,34

14,87 £ 1,94

13,52 + 0,67

0. 005

0. 585

0. Année 197

NPY-R1
0,38 +
0,02
0,41 =
0,04
0,30 =
0,02
0,34 =
0,03
NO
013
0. 215
NO
910

NPY-R2

12 h 10
+ 0,26

12,39
0,64

I+

11,18
0,73

I+

11,62
0,43

I+

0. 119

0. 507

0. 897

Tableau 17 : Effet du jedne de 4 heures sur I'expression de TARNm hypothalamique chez la caille japonaise de
9 jours, données exprimées en moyenne SEM (n = 21-26), avec les valeurs P correspondantes.
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Figure 37 : Expression de TARNm CART dans I'hypothalamus chez la caille japonaise de jour 9 nourrie ad
libitum et de la caille a jeun de 6 heures ; *P<0.05; Facteur ANOVA-2.

NPY
KK
 —
0.020-
T L BEm Fed
A - - Fasted
—_— | asle
L 0.015+
2
=)
.g 0.010-
©
s
s  0.0054
prd
& N
0.000_ T |
@e}"’ o
Q@

Figure 38 : Expression de ’'ARNm NPY dans I'hypothalamus chez la caille japonaise de 4 heures nourries ad
libitum et de la caille a jeun de 6 heures ; **P<0. 001, facteur ANOVA-2.
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Discussion

La restriction alimentaire a entrainé des signes physiologiques de faim et un bilan énergétique
négatif, avec une diminution des niveaux de glucose et une perte de poids, ce qui a également
été observé dans une étude similaire chez la méme espéce (164). L'effet du jeline sur les
niveaux de glucose différe selon les études et dépend de I'espéce et de la durée du jelne.
Aucun effet sur les niveaux de glucose n’a été rapporté aprés une restriction alimentaire
chronique ou aigué chez le rat (166) ou apres 48h de jeline chez la caille adulte (167). D’autre
part, il a été démontré que le jeQine durant 24 heures réduit significativement la glycémie chez
les cailles adultes, avec des valeurs revenues a la normale (équivalentes a I'alimentation)
dans les jours suivants (168). Une réduction de la glycémie a également été rapportée chez

les cailles apres une période de jeline de 24 heures (169).

Aucun comportement de recherche de nourriture n’a été observé chez les poussins durant la
période obscure. Ainsi, il peut étre proposé qu’un processus circadien ou lié au sommeil
pourrait inhiber les signaux de faim durant l'obscurité. De nombreuses études ont
précédemment lié les signaux métaboliques et le sommeil suggérant une corrélation entre le
sommeil et les hormones métaboliques leptine anorexigéne et ghréline orexigéne. Une courte
durée de sommeil a été associée a une réduction de la leptine et a des niveaux circulants
élevés de ghréline chez 'homme (170), une autre étude suggérant que l'augmentation
nocturne de ghréline est susceptible d’étre causée par des processus associés au sommeil
(116). Chez le rat, les Iésions du SCN provoquent une augmentation des taux plasmatiques
moyens de leptine sur 24 heures, ce qui indique un rdle essentiel de I'horloge biologique pour

le rythme quotidien de la libération de leptine (171).

Comme attendu, une augmentation du comportement de recherche de nourriture apres
lallumage des lumiéres a été observé pour les deux groupes, avec une augmentation
significativement plus importante dans le groupe a jeun. Ceci est cohérent avec les données
physiologiques montrant des signes de faim et avec des études similaires chez les cailles
démontrant une réponse alimentaire compensatoire immédiate se produisant pendant la
réalimentation (163,164).

Le jelne était associé a une augmentation de I'expression hypothalamique de TARNm NPY.
Il n’y a eu aucun changement associé dans I'AgRP, le POMC ou TARNm CART. Des études
antérieures sur la restriction alimentaire aigué ou chronique n’ont pas démontré de
changements dans les niveaux de POMC ou de CART chez les rats adultes et le poulet,
respectivement (166,172). Des changements induits par le jelne dans [I'expression

hypothalamique de TARNmM NPY apres des jelines a long et a court terme chez les cailles
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adultes (164) et les cailles de 7 jours (173) ont été rapportés. Les niveaux d’ARNm NPY ont
augmenté apres 4, 8 et 24 heures de jelne chez le rat (174), ce qui indique un mécanisme
conservé chez les vertébrés. La découverte d’'une augmentation du NPY aprés le jelne
correspond a des études dans lesquelles le NPY stimule 'apport alimentaire chez les cailles

de 7 jours lorsqu’il est administré directement dans le cerveau (163).

Les résultats des changements dans I'AgRP hypothalamique aprés le jeline sont ambigus,
certaines études (163,165) montrant une augmentation des niveaux d’AgRP tandis que
d’autres études n’ont pas réussi a détecter des changements significatifs (166,175). Dans une
étude précédente, la caille japonaise a jeun pendant 24 heures a montré une multiplication
par deux de TARNm AgRP (165) et, dans une autre étude, 'AgRP a augmenté aprés 3, mais
pas 6 h de jeline (173). En revanche, le géne hypothalamique AgRP expression n’a pas été
significativement augmenté chez les rongeurs (166,175). Les différences dans 'AgRP aprés
le jeline pourraient s’expliquer par le role dans une réglementation a plus long terme. En effet,
une étude utilisant la technologie DREADD (Designer Receptors Exclusive Activated by
Designer Drugs) chez la souris a révélé que, par stimulation aigué de 'AgRP, le GABA ou le
NPY est nécessaire pour une stimulation alimentaire rapide, tandis que 'AgRP est suffisante
pour induire une alimentation sur un période retardée et prolongée (154). Il est donc possible
gue 4 heures de restriction alimentaire aient été insuffisantes pour avoir un impact sur

'expression de TARNm AgRP.

Sur la base du lien établi entre le NPY et le comportement de recherche d’aliments (176), les
niveaux d’ARNm peptidique ont été comparés au comportement individuel, mais aucune
relation n’a été observée. Cette découverte aurait pu résulter de la temporalité de la mesure,
car les niveaux dARNm n’ont été mesurés qu’a un seul moment, a la fin des 4 heures de
notre période de jeline. D’autres méthodes pourraient fournir des données au fil du temps et
nous permettre de comparer les niveaux de neuropeptides au comportement, comme
I'utilisation d’'un rapporteur de calcium spécifique au type cellulaire et la photométrie des fibres
a77).
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Annexe 2 : NICE guidelines

Recognising mental health problems in pregnancy and the postnatal period and referral

At a woman's first contact with primary care or her booking visit, and during the early
postnatal period, consider asking the following depression identification questions as

part of a general discussion about a woman's mental health and wellbeing:

— During the past month, have you often been bothered by feeling down, depressed
or hopeless?

— During the past month, have you often been bothered by having little interest or
pleasure in doing things?

Also consider asking about anxiety using the 2-item Generalized Anxiety Disorder
scale (GAD-2):

— Over the last 2 weeks, how often have you been bothered by feeling nervous,
anxious or on edge?

— Over the last 2 weeks, how often have you been bothered by not being able to

stop or control worrying?

For questions about anxiety: an answer of 'not at all' scores 0; 'several days'

scores 1; 'more than half the days' scores 2; 'nearly every day' scores 3.
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Annexe 3 : Recommandations HAS

Contenu du suivi

Consultation pré-
conceptionnelle

lere consultation avant 10 SA

2eme consultation avant 15
SA

Examens cliniques
et biologiques

N/A Etablir le diagnostic de grossesse et Etablir la déclaration de
dater la grossesse grossesse et fixer la date
présumée de 'accouchement
Examen Réaliser un examen clinique général

gynécologique frottis
cervical (si plus de 2 a
3 ans)

et gynécologique PA ; taille ; poids ;
examen des seins ; frottis cervical (si
plus de 2 a 3 ans)

Réaliser un examen clinique PA
; poids ; hauteur utérine a partir
du 4e mois ; si possible bruits
du coeur feetal

Sérologies prescrites :
groupes sanguins (A,
B, O, phénotypes
rhésus complet et
Kell), toxoplasmose et
rubéole, recherche
d’agglutinines
irrégulieres

Sérologies prescrites obligatoirement
(1), groupe sanguin (A, B, O,
phénotypes rhésus complet et Kell),
toxoplasmose et rubéole, syphilis,
glycosurie et protéinurie, recherche
d’agglutinines irrégulieres, a
I'exclusion des Ac dirigés contre les
Ag A et B, recherche de I'antigéne
HBs

Sérologies prescrites :
toxoplasmose en cas de
négativité du résultat précédent,
rubéole en cas de négativité du
résultat précédent (jusqu’'a 18
SA), glycosurie et protéinurie

Sérologie proposée
VIH (population a
risque)

Examens proposés systématiquement
(2), sérologie VIH 1 et 2 ; information
sur les risques de contamination
materno-foetale par le VIH, dépistage
combiné du ler trimestre des
anomalies chromosomiques feetales
associant mesure de la clarté nucale
(1re échographie réalisée entre 11 et
13 SA et 6 jours) et dosage des
marqueurs sériques (PAPP-A et 3-
hCG libre)

Examens proposés
systématiquement dépistage
des anomalies
chromosomiques fcetales :
margueurs du 2e trimestre en
I'absence d’un dépistage
combiné au ler trimestre

Information et
prévention

Recherche des facteurs de risque ciblée en particulier sur les
pathologies chroniques (hypertension artérielle, diabéte)

Sensibiliser aux effets du tabagisme, de la consommation
d’alcool, de 'usage de drogues et de médicaments tératogenes
Prévenir des anomalies de fermeture du tube neural (jusqu’a 8

SA) par supplémentation en folates a raison de 400 pg/jour

Informer sur le suivi de la grossesse

Proposer systématiquement
un entretien individuel ou en
couple et rechercher
d’éventuels facteurs de
stress et toute forme
d’insécurité (précarité,
insécurité affective au sein
du couple ou de la famille)

Débuter I'élaboration d’un projet de
naissance

Conseiller la participation aux
séances de préparation a la
naissance et a la parentalité
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Annexe 4 : Recommandations du CRAT — Antidépresseurs

Ne pas arréter brutalement un traitement par antidépresseur lors de la découverte d’'une
grossesse.

Refaire le point sur la stratégie thérapeutique et apprécier l'intérét d’'une prise en charge non
médicamenteuse. En effet, le bien-fondé de tout traitement chronique par antidépresseur en
cours de grossesse doit étre clairement établi. Si un traitement antidépresseur est justifié :

Ne pas hésiter a traiter efficacement une femme enceinte. Utiliser les posologies
minimum efficaces nécessaires a I'équilibre maternel, sans pour autant sous-doser.
Ne pas hésiter a augmenter les posologies si l'efficacité du traitement diminue en
cours de grossesse (modifications pharmacocinétiques).

Ne pas diminuer de fagon systématique les posologies avant 'accouchement.

Limiter autant que possible les associations de psychotropes et choisir de préférence
un seul médicament par classe (1 seul antidépresseur et/ou 1 seul neuroleptique et/ou
1 seul anxiolytique ...).

Anticiper l'allaitement.

Rappelons qu’une pathologie dépressive maternelle non traitée peut avoir des répercussions
sur le déroulement de la grossesse (prématurité, petit poids de naissance etc.) et
I'établissement du lien mére-enfant.

Si un traitement est nécessaire en cours de grossesse, les antidépresseurs suivants peuvent
étre utilisés, quel que soit le terme de la grossesse (par ordre alphabétique) :

Inhibiteurs de recapture de la sérotonine (IRSS) : le citalopram (Seropram®)
I'escitalopram (Seroplex®) la fluoxétine (Prozac®) la paroxétine (Deroxat®) la
sertraline (Zoloft®)

Inhibiteurs de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSNa) : la duloxetine
(Cymbalta®) la venlafaxine (Effexor®)

Tricycligues : [l'amitriptyline (Laroxyl®) la clomipramine (Anafranil®) Autres
antidépresseurs : la mirtazapine (Norset®)
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Annexe 5 : Recommandation du CRAT — Neuroleptiques

Ne pas arréter brutalement un traitement par neuroleptiques/antipsychotiques lors de la
découverte d’'une grossesse. Refaire le point sur la prise en charge. En effet, le bien-fondé de
tout traitement chronique par psychotrope(s) en cours de grossesse doit étre clairement établi.
Si un traitement est justifié :

Ne pas hésiter a traiter efficacement une femme enceinte.

Utiliser les posologies minimum efficaces nécessaires a I'équilibre maternel, sans pour
autant sous-doser. Ne pas hésiter a augmenter les posologies si I'efficacité du
traitement diminue en cours de grossesse (modifications pharmacocinétiques).

Ne pas diminuer de fagon systématique les posologies avant 'accouchement.

Limiter autant que possible les associations de psychotropes et choisir de préférence
un seul médicament par classe (1 seul neuroleptique et/ou 1 seul antidépresseur et/ou
1 seul anxiolytique ...).

Les neuroleptiques/antipsychotiques les mieux connus en cours de grossesse sont les
suivants (ordre alphabétique) :

Aripiprazole (Abilify®), olanzapine (Zyprexa®...), quétiapine (Xeroquel®), risperidone
(Risperdal®...).
Viennent ensuite : chlorpromazine (Largactil®), halopéridol (Haldol®...)
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Annexe 6 : Recommandation du CRAT — Anxiolytiques

La prescription d’'un anxiolytique ne doit pas étre banalisée, d’autant plus chez la femme
enceinte. Avant la prescription d’un anxiolytique il peut étre utile d’envisager d’autres
stratégies thérapeutiques, y compris non médicamenteuses (cf. HAS). Rappelons que :

Dans les troubles anxieux généralisés et le trouble panique, on pourra utiliser un
antidépresseur.

Si un anxiolytique est indispensable, on choisira la posologie minimum efficace pour
la durée du traitement la plus courte possible.

On évitera d’associer plusieurs benzodiazépines.

EN PRATIQUE

Si un anxiolytique est indispensable, on préférera si possible et quel que soit le terme de la
grossesse, a posologie minimum efficace et pour la durée la plus courte possible (par ordre
alphabétique) :

Soit 'hydroxyzine (Atarax®) : données trés nombreuses et rassurantes

Soit 'oxazépam (Seresta®) : données trés nombreuses et rassurantes, et profil
pharmacologique limitant son accumulation foetale lors de prises répétées (durée
d’action courte et absence de métabolite actif)

Si l'oxazépam ne convient pas (escalade posologique, posologies d’emblée
élevées...), on préférera une benzodiazépine anxiolytique de plus longue durée
d’action, bien évaluée en cours de grossessse (cf. anxiolytiques : repéres
pharmacologiques) (ordre alphabétique) : clorazépate, diazépam, nordazépam,
prazépam

Si un anxiolytique est poursuivi jusqu’a I'accouchement, I'équipe de la maternité devra
étre informée du traitement maternel (survenue éventuelle de signes d’'imprégnation
néonatale pour les benzodiazépines et 'hydroxyzine et/ou d’un syndrome de sevrage pour
les benzodiazépines, cf. « Etat des connaissances » sur chaque page dédiée).

Suivi de I'enfant a long terme :

Bien qu’aucun élément inquiétant particulier n’ait été retenu a ce jour avec les
benzodiazépines, comme pour tout enfant exposé a un médicament du systeme
nerveux central de facon chronique pendant son développement intra-utérin, de
principe, il conviendra d’étre attentif a I'évolution de son neurodéveloppement.

Pour le choix d’'un autre anxiolytique, consulter sa page dans le site. Seuls quelques
noms de spécialités sont mentionnés dans ce site. Cette liste est indicative et n’est
pas exhaustive.
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