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L'injection systémique de L-méthionine-d,l-sulfoximine (MSO), chez le

Rat, déclenche un syndrome d'ataxie suivi de convulsions toniques-cloniques

(Wada, Ikeda, 1966).

L'étude de cette molécule est d'un grand intérêt car elle permet une

certaine approche expérimentale de l'épilepsie "grand mal", cette maladie

comportant des convulsions toniques-cloniques dans ses manifestations cli­

niques intermittentes (Cambier et coll~, 1983).

Il est donc intéressant d'étudier les modifications fonctionnelles

induites par l'introduction de cette molécule dans l'organisme, pendant

la phase d'ataxie qui précède les convulsions. En particulier, Wada et coll.

1967, ont observé, au cours de cette phase, un abaissement de la tempéra­

ture rectale chez le Rat et le Chat soumis à l'action de ce convulsivant.

Nous avons orienté notre travail de façon à définir les caractéristiques

neurobiologiques de cette modification de la température rectale chez le

Rat.

1-La L-Méthionine-d,l-Sulfoximine

CH3
CH

3
1 1

0 = S = NH S
1 1

(CH2 )2 (CH2 )2
1 1 +

H - C - NH+ H - C - NH
1 _ 3 1 _ 3
COO COO

MSO L-METHIONINE

structures moléculaires de la MSO et de la L-Méthionine



3

La MSO est une molécule dérivée de la L-Méthionine. Elle a été dé­

couverte pour la première fois dans la farine de Blé traitée au trichlo­

rure d'azote (NC1
3

) (Bentley et coll., 1950; Campbell et coll., 1950).

Peu de temps après l'administration intrapéritonéa1e de MSO, celle-

ci se localise principalement dans le foie, les reins, lentement elle pé­

nètre la barrière hémo-encéphalique et entre dans le cerveau. Le prélève­

ment le plus élevé a lieu trois heures après l'administration de MSO (Ghit­

toni et coll., 1970).

Après une injection intrapéritonéale de (3H)-MSO (150mg/kg), 1% de

la dose administrée pénètre dans le cerveau. La distribution régionale de

(3H)-MSO révèle une pénétration plutôt uniforme dans le cerveau entier.

Après l'administration intrathécale de MSO (79ug), une radioactivité maxi­

mum de 43% de la dose est trouvée dans le cervelet 2 heures après l'injec­

tion, alors que 49% de la dose s'accumule dans la portion extracorticale

du cerveau 3 à 5 heures après l'injection. Si la MSO est associée à de

la méthionine, la quantité de MSO atteignant le cerveau est plus faible.,

(Ghittoni et coll., 1970).

La glutamine synthétase (EC.6.3.1.2.) (GS) est une enzyme-clé dans

la fixation de l'ammoniaque dans le cerveau. Elle est confinée aux astro­

cytes (Norenberg, 1979; Cooper,Plum, 1987). La concentration en glutamine

synthétase varie suivant les régions du cerveau : la plus forte concentra­

tion se rencontre dans l'hippocampe et la plus faible dans le tronc céré­

bral (Norenberg, 1979).

La principale action biochimique de la MSO paraît être l'inhibition

irréversible de la glutamine synthétase catalysant la réaction :

L-Glutamate + ATP + NH3 --------~ Glutamine + ADP + P.
l

Quatre à 5 heures après une injection intrapéritonéale de MSO (170mg/

kg), l'inhibition de l'enzyme, dans les astrocytes, est de l'ordre de 90%

(Sellinger et coll., 1968). Cette inhibition entraîne une augmentation du

taux d'ammoniaque de 300%, principalement dans les astrocytes. Celle-ci

est détectable une heure après l'administration de MSO et persiste pendant

au moins 24 heures. La concentration s'élève de 300 à 400%, à la fois dans

le cervelet et les hémisphères cérébraux (Folbergrova et coll., 1969) bien

avant le déclenchement des convulsions. Donc, la MSO inhibe la glutamine

synthétase localisée dans les astrocytes et ainsi altère ces cellules.



4

Dans le cervelet, les cellules de Bergmann, sous-classe d'astrocytes, sont

atteintes en premier, leur lésion se manifeste par une augmentation de leur

taille (Lodin et coll.,1968). Ce sont donc les fonctions cérébelleuses qui

sont d'abord perturbées (démarche ataxique, perte d'équilibre et des réfle­

xes de redressement). On note également une augmentation du nombre des as­

trocytes du cerveau (42%) et leur transformation en astrocytes d'Alzheimer

type II, spécialement dans le cortex cérébral. Le compartiment cytoplasmi­

que est dilaté, ce gonflement est partiellement dû à une pénétration d'eau

associée à une prolifération des organites cytoplasmiques notammen~ en ce

qui concerne les mitochondries (Hertz et coll., 1987). L'amplification du

changement en astrocyte d'Alzheimer type II semble impliquer plus directe­

ment l'ammoniaque dans l'évolution de la toxicité de la MSO (Gutierrez,

Norenberg, 1977).

L'ammoniaque inhibe aussi l'activité de la glutaminase, l'enzyme per­

mettant le clivage de la glutamine en glutamate et ammoniaque. Ainsi, la

MSO peut perturber l'utilisation de la glutamine en tant que précurseur

des neurotransmetteurs le glutamate, le GABA et l'aspartate (Raabe, Onstad,

1982).

Le glutamate disponible, par suite de l'inhibition de la glutamine

synthétase, ne s'accumulerait pas (Phelps, 1975) mais pourrait être utili­

sé par la voie gluconéogénique pour la biosynthèse du glycogène (Hevor et

coll., 1985; Swanson et coll., 1990). Les augmentations des~concentrations

en glucose et glycogène sont respectivement de 95% et de 62% avant les con­

vulsions et de 130% pendant les convulsions (Folbergrova et coll., 1969;

Berel et coll., 1977).

Vingt quatre à 48 h après l'administration de la MSO, l'accumulation

du glycogène est encore importante dans les astrocytes du cortex cérébral

et il y apparaît une activation associée à une biosynthèse de novo de l'en­

zyme gluconéogénique la fructose 1-6-diphosphatase (Hevor, Gayet, 1981).

Dans les corps cellulaires des astrocytes et dans les processus subpiaux,

péricapillaires et périneuronaux , le glycogène souvent remplit complète­

ment le cytoplasme entourant les organites (Phelps, 1975).

L'administration intrapéritonéale de MSO au Rat entraîne une diminu­

tion significative de la concentration cérébrale en S-adénosyl-L-méthioni­

ne (AdoMet), la molécule donneur du groupeméthyle. Cette diminution ne ré-
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sulte pas d'une réduction de la biosynthèse de l'AdoMet mais plutôt d'une

augmentation générale de l'utilisation de l'AdoMet pendant la période pré­

convulsive (Schatz et coll., 1977).

Cinq heures après l'administration d'une dose convulsivante de MSO

(150mg/kg,i.p.) se produit une diminution des concentrations en sérotonine

( 30%) dans le tronc cérébral, le cerveau moyen, l'hippocampe et le cortex

cérébral (Sellinger, Dietz, 1981). Cette diminution semble être reliée à

une perturbation dans la synthèse de la 5-HT pouvant résulter de la réduc­

tion de la fourniture en L-tryptophane (Blizard, Balkoski, 1982). De même,

la MSO diminue les concentrations en tyrosine, dopamine, norépinéphrine

du cerveau (Samuels et coll., 1978).

Donc, l'injection intrapéritonéale de MSO entraîne une encéphalopathie

lentement progressive caractérisée par un trouble de la motricité, de la

stupeur et environ 7 à 8h plus tard, des convulsions. La principale attein­

te morphologique est la transformation de l'astrocyte normal en astrocyte

d'Alzheimer type II. La principale action biochimique est le blocage de

l'enzyme glutamine synthétase qui entraîne une augmentation du taux d'am­

moniaque extra et intracellulaire (Hindfelt, 1975) et par répercussion une

accumulation de glycogène dans les astrocytes.

Le mécanisme par lequel l'ammoniaque exerce sa neurotoxicité reste

controversé, quoique plusieurs théories aient été proposées: une dépression

du métabolisme énergétique, des perturbations ioniques, la dépression de

l'inhibition postsynaptique, l'ouverture de la barrière sang cerveau et

la perturbation du métabolisme des neurotransmetteurs (cf. Yamamoto et coll.

1989).

2-La température interne

a-Généralités-----------
L'homéothermie n'est qu'une des nombreuses fonctions homéostatiques

nécessaires à la "vie libre" des mammifères, celle-ci dépend largement de

l'intégrité des structures hypothalamiques du cerveau qui sont impliquées

dans de nombreuses autres fonctions homéostatiques de l'organisme (Bligh,

1979).
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Les récepteurs périphériques pour le froid et le chaud sont présents

dans la peau. Les neurones thermosensibles se trouvent dans la moelle épi­

nière (Carlson, 1973), dans le cerveau et hors du système nerveux central

(région abdominale), (Cabanac, 1979). Des récepteurs internes existent

dans les veines, les muqueuses et les viscères (Carlson, 1973). L'ensemble

des informations provenant de ces divers récepteurs est intégré dans l'hy­

pothalamus.

b- ~~~~E~!~~~~~~~ (figure A)

Il s'étend ventralement au thalamus et forme les parois et le plancher

du IIIèventricule. La lamina terminalis, une structure complexe, mince com­

prenant des capillaires, des neurones, -des cellules gliales, notamment des

tanycytes, constitue le bord de la ligne médiane antérieure de l'hypotha­

lamus et de la paroi antérieure du système ventriculaire du tronc cérébral

(Bleier et coll;, 1980). Les cellules épendymaires hypothalamiques et leurs

expansions fonctionnent comme un système de communication entre le liqui­

de céphalo-rachidien du IIIèventricule d'une part, les neurones et les ca­

pillaires dans l'hypothalamus d'autre part (Bleier, 1971).

L'hypothalamus joue un rôle important dans toutes les réponses ther­

morégulatrices, en particulier l'aire préoptique-hypothalamique antérieu­

re (PO-HA), l'hypothalamus postérieur et les corps mammillaires (Boulant,

1980).

L'hypothalamus antérieur recoit des informations codées à partir de

la périphérie qui signalent l'état respectif des thermorécepteurs cutanés

et de ceux localisés dans les structures internes. Il existe une autre

source d'information, la thermosensibilité localisée à l'aire PO-HA. Cet­

te remarquable propriété physique de l'aire PO-HA révèle que la températu­

re du sang circulant à travers les lits capillaires ravitaillant les cel­

lules de cette région intervient localement. Finalement, des cellules de

l'aire PO-HA répondent également à la présence de toxines, poisons qui

peuvent mettre en danger la vie de l'organisme (Myers, 1980).

Bien que quelques unités thermosensibles aient été identifiées dans

cette région (Hardy, 1980), l'hypothalamus postérieur est une structure

insensible à une variation thermique et à toutes substances chimiques.
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Figure A

A.d.

Coupe longitudinale schématique d'hypothalamus de Rat.-----------------------------------------------------
aire hypothalamique dorsale; C.M. : corps mammillaire; R.i.

recessus infundibulaire; L.p.H. : lobe postérieur de l'hypophyse; L.i.

lobe intermédiaire de l'hypophyse; L.a.H. : lobe antérieur de l'hypophyse

T.H. : tige hypophysaire; P.m. : noyau prémammillaire; A.p.p.v. : aire pos-

noyau dorso-médian; Inf. : infundibulumtérieure périventriculaire; D.m.

V.m. : noyau ventro-médian; N.a. noyau arqué; A.a. aire hypothalamique

antérieure; S.o. : noyau supra-optique; S.e. : noyau supra-chiasmatique;

P.o. : noyau préoptique; P.v. : noyau para-ventriculaire; C.a. : commis­

sure antérieure; F. : fornix.

( d'après Laget,P.,1973, ~~~~~~!~_~~_~~~~~:~~~!~~~~_!~~~!~~~~~~~~,4 (Masson)

Paris) •
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L'hypothalamus postérieur serait l'intermédiaire des réponses effé­

rentes convergentes.Les signaux reçus à partir de l'hypothalamus antérieur

pourraient être intégrés aux informations venues des structures extra-hypo­

thalamiques comprenant la moelle épinière,le septum,et les voies motrices

subcorticales.Les neurones de l'hypothalamus postérieur pourraient trai­

ter cette information convergente et la transformer en un ensemble de ré­

ponses effectrices appropriées comportant des réponses pilomotrices ,sudo­

motrices et métaboliques (Myers et coll.,1976b).La région hypothalamique

postérieure est cette partie du diencéphale qui exhibe la sensibilité la

plus grande aux changements produits dans la température lorsqu'elle est

soumise à une altération exogène locale des constituants ioniques.Les ré­

ponses sont déclenchées quand la concentration des ions Ca2+et Na+ est al­

térée (Jones et coll.,1978).

Selon Myers et coll.(1976b), un"set-point" fonctionnel concernant la

température corporelle,c'est à dire une température de référence de l'ordre

de 37°C,serait présent à la naissance chez la plupart des mammifères .Le

mécanisme du "set-point" doit être gouverné par une propriété fondamenta­

le et intrinsèque d'une population sélectionnée de neurones situés dans

le tronc cérébral à proximité anatomique et ayant des liens avec les neu­

rones thermosensibles .Ce site est considéré comme étant séparé anatomique­

ment du foyer neuronal impliqué dans le processus de régulation. Ces neuro­

nes responsables du maintien du "set-point" thermique devraient être dif­

férents de ceux qui détectent la température et contrôlent les réactions

de régulation.Quand le "set-point" est dévié,la régulation autour du nou­

veau niveau de température prend place normalement au moyen des fonctions

vasomotrices,pilomotrices,métaboliques et autres fonctions ordinairement

utilisées quand la valeur de référence est de 37°C (Myers,1978b).La défen­

se du "set-point" est réalisé par des informations indépendantes probable­

ment transmises par des neurones cholinergiques à partir de l'aire hypotha­

lamique antérieure à travers l'hypothalamus postérieur (Myers,1978b).

Des expériences ont été réalisées à l'aide du 2-désoxy-D-glucose (3g/kg,

i.p.) qui entre en compétition avec le D-glucose pour le transport dans le cer­

veau mais qui n'est pas métabolisé (Horton et coll.,1973).On note une ata-

xie après 10min.,des convulsions pendant 10 à 20 min. et de l'hypothermie.

Les corps mammillaires répondent aux microinjections de 2-DG par une hypo­

thermie généralisée (Shiraishi,Mager,1980).Ceux-ci ont donc une fonction

thermorégulatrice contrôlée par la concentration en glucose métabolique-
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Moelle épinière , Septum ,

Voies motrices sl1bcorti-

cales

Thermosensibilité
2+Ca ,

Na+

Thermoréceptel1rs

cutanés et internes
Réponse effectrice

Figure B: Représentation schématique des mécanismes thermorégulateurs

au niveau des centres de hypothalamus du Rat.

Les abréviations sont celles utilisées dans la figure A .
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ment disponible.Au cours de la période préconvulsive qui suit l'administra­

tion de MSO
J

l'oxydation du glucose est déprimée,l'oxydation d'autres sub­

strats (acétate,phénylalanine et proline) considérés comme étant des pré­

curseurs du "petit compartiment glutamate" (astrocytes,terminaisons ner­

veuses) peut être accrue (Cooper et coll.,1983jCooper et coll.,1979,Van ­

den Berg,Van den Velden,1970).

d-Le rôle de certains neurotransmetteurs etautres molécules

Les noyaux du raphé du tronc cérébral et des régions de la formation

réticulaire médiane peuvent déclencher et transmettre un signal quand l'é­

quilibre thermique est modifié et peuvent stimuler la fonction thermorégu­

latrice autonome aussi bien que certaines des réponses comportementales

(Gottschlich,Werner,1985).Les noyaux dorsal et médian du raphé sont impli­

qués dans la transmission du signal thermique vers la région préoptique

(Werner,Bienek,1985).Le noyau dorsal du raphé (NDR)(groupe B7)est le plus

gros noyau du raphé et il contient la plus forte accumulation en corps

cellulaires sérotoninergiques du cerveau (Descarries et coll., 1982). Quel­

ques fibres sérotoninergiques prenant origine dans le noyau dorsal du ra­

phé innervent l'hypothalamus postérieur (Steinbusch, 1984). La 5-HT joue un

rôle dans la thermorégulation au niveau de l'hypothalamus antérieur (Myers,

1975b) •

L' acide ~ -aminobutyrique (GABA) exercerait un contrôle inhibiteur sur

les neurones sérotoninergiques centraux par l'intermédiaire d'un récepteur

GABA localisé dans les noyaux du raphé (Nishikawa,Scatton, 1985).Le NDR re­

çoit des afférences provenant de l'habénula latérale et de la substantia

nigra (Pars compacta): ce sont des voies gabaergiques inhibitrices (Aghaja­

nian et coll., 1987). L'allylglycine, inhibiteur de la glutamate décarboxy­

lase (EC.4.1.1.15) diminue la concentration en GABA du cerveau ce qui pro­

duit une réponse hypothermique chez le Rat (De Feudis, 1984).

Le NDR reçoit aussi des afférences provenant de la région hypothala­

mique latérale: ce sont des voies noradrénergiques excitatrices (Aghajanian

et coll., 1987). Le locus coeruleus contenant des neurones noradrénergiques

et le noyau dorsal du raphé sont innervés réciproquement, de telle sorte

que la noradrénaline (NA) facilite l'activité sérotoninergique et la sti­

mulation du NDR inhibe l'activité du locus coeruleus (cf.Petersen et coll.,

1989). Une diminution de la teneur en 5-HT endogène se traduit par une per­

te de contrôle de la libération de Na par "feedback" négatif (Reader et coll.
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1986) •

La dopamine (DA) également semble jouer un rôle important dans la ré­

gulation centrale de la température corporelle chez le mammifère (cf. Lee

et coll.,1985). Il existe une projection dopaminergique à partir du noyau

dorsal du raphé vers le cortex préfrontal, le striatum, l'hippocampe et

le cerveau antérieur basal (Yoshida et coll., 1989).

Ces résultats suggèrent que la 5-HT, le GABA et les catécholamines

pourraient jouer un rôle important dans la thermorégulation centrale du

mammifère.

Donc, les mammifères ont une température interne maintenue au voisi­

nage d'une température stable appelée "set-point" thermique.L'intégration

des informations nécessaires à la régulation se fait dans l'hypothalamus.

Le taux en glucose sanguin contrôle la fonction thermorégulatrice dans les

corps mammillaires où le mécanisme du "set-point" paraît être situé, ce mé­

canisme serait basé sur un équilibre entre les concentrations locales des

ions Na+ et Ca2+. Le mécanisme du "set-point" doit être dépendant d'une

population sélectionnée de neurones dans le tronc cérébral, séparé anato­

miquement du foyer neuronal impliqué dans le processus de régulation. Les

neurotansmetteurs principalement mis en cause paraissent être la 5-HT, le

GABA et les catécholamines.

3 - But du présent travail

Le but du travail que nous présentons est d'étudier les modalités de

la variation de la température interne du Rat soumis à l'action de la MSO

et de tenter de tirer des conclusions en ce qui concerne les voies neuro­

nales dans le système nerveux central qui peuvent être impliquées dans

cette variation.

La MSO sera injectée par la voie intrapéritonéale pour définir les

caractéristiques de son action sur la température interne (le moment d'ap­

parition de l'action, sa durée, la dose nécessaire). Etant donné que les

centres thermorégulateurs siègent dans le SNC, nous injecterons la MSO

directement dans les ventricules ou dans certaines structures cérébrales

précises pour déterminer si les mêmes caractéristiques d'action de la MSO

sur la température interne sont maintenues.

Nous nous poserons la question de savoir si l'action de la MSO est

sensible à la variation de la température ambiante.
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Comme nous l'avons vu la 5-HT jouant un rôle important dans la ther­

morégulation, nous étudierons si l'action de la MSO est modifiée par inter­

vention sur le métabolisme et en particulier en agissant au niveau des neu­

rones sérotoninergiques du noyau dorsal du raphé.

Nous savons qu'il existe une interférence entre les catécholamines

et la 5-HT. Le NDR freine l'activité du locus coeruleus alors que le locus

coeruleus stimule celle du NDR. Nous nous demanderons si la MSO peut inter­

férer avec ces actions réciproques entre les systèmes sérotoninergiques et

les systèmes noradrénergiques.

Le GABA exogène inhibant la libération de la 5-HT dans le cerveau du

Rat par l'intermédiaire des récepteurs GABA
B

qui paraissent être localisés

présynaptiquement (Schlicker et coll., 1984), nous rechercherons si le GA­

BA peut jouer un rôle dans l'action hypothermisante de la MSO.
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METHODES EXPERIMENTALES
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1 - Animaux

Les expériences ont été faites sur des rats mâles appartenant aux ra­

ces Sprague-Dawley (EOPS); Wistar, souche Allinghton Farms (IFFA-CREDO) et

Wistar, souche Allinghton Farms (CERJ), de poids corporel compris entre

200g et 300g au moment de l'opération, à une température ambiante contrô­

lée de +23°C : 1°C. Ils sont soumis à un cycle lumière-obscurité de l2h.

L'éclairement a lieu entre 6h et l8h avec un libre accès à la nourriture

et à l'eau. Les expériences ont lieu de 9h à llh.

2 - Mesure de la température rectale

Le rat est placé dans une boîte (" r estrainer") en acrylate modèle Har­

vard bien ventilée. La sonde thermique (Yellows Springs Instruments CO., Y

SI, Yellows Springs OH, modèle 402) est introduite dans le rectum sur une

longueur de 6cm (Lomax, 1966). La sonde est reliée à un téléthermomètre

(YSI, modèle 43), lui-même relié à un enregistreur potentiométrique Servo­

trace, modèle PEl-lO, réglé à la vitesse de 1,Omm/mn. La sonde est mainte­

nue par du sparadrap.

La représentation graphique des résultats est exprimée en déviation

de la température rectale (A OC) enregistrée par rapport à celle du rat au

temps zéro. La température rectale du rat au temps zéro est de +38°C : 0,4°C.

3 - Mesure de la température cutanée

La température cutanée est mesurée à la base de la queue du rat. Les

poils sont rasés à ce niveau. L'animal est mis dans la boîte décrite précé­

demment. La sonde (YSI, modèle 421) est placée sur la peau, bien au-dessus

de la veine caudale et est maintenue par du sparadrap. Cette sonde est re­

liée à un téléthermomètre (YSI, modèle 43) indiquant directement, à chaque

instant, la température cutanée de l'animal. Ce télé thermomètre est lui­

même relié à un enregistreur potentiométrique Servotrace, modèle PEl-lO
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réglé à la vitesse de 1.0mm/mn.

4-Température ambiante

La température ambiante est contrôlée pendant la durée de l'expérien­

ce. La température ambiante élevée (36 ~ 0,5°C) est maintenue dans une é­

tuve ventilée. La température basse (11 ~ 1,OOC) est réalisée dans une ta­

ble réfrigérée avec thermostat, ventilée et éclairée.

5-Injection intrapéritonéale

La L-méthionine-d,l-sulfoximine (MSO) (Sigma, St. Louis, MO) (50-200mg/

kg de poids corporel) dissoute dans 1,Oml par 200g de poids corporel, de

NaCl stérile à 0,9%, est injectée par voie intrapéritonéale. Les animaux

témoins reçoivent le même volume de NaCl stérile à 0,9%.

Dans certaines expériences, la MSO (150mg/kg de poids corporel) est

injectée simultanément avec de la L-méthionine (Sigma) (700mg/kg de poids

corporel) dans un volume total de 1,Oml par 200g de poids corporel de Na­

Cl stérile à 0,9%.

6-Injection intracérébroventriculaire

Une semaine avant l'expérience, le rat est placé dans un appareil sté­

réotaxique David Kopf, modèle 900, anesthésié à l'équithésine (3ml/kg, i.

p.). Une canule guide unilatérale de calibre G26, d'une longueur de 11,0

ou 13,Omm en acier inoxydable (Hamilton) est implantée perpendiculairement

à la surface du crâne avec l'extrémité restant 1mm au-dessus d'un ventri­

cule latéral ou du IIIèventricule. Les coordonnées stéréotaxiques pour le

ventricule latéral sont (en mm) : A= 7,0; L= 1,4; H= 8,5 et pour le III è

ventricule sont ( en mm) : A= 6,1; L= 0,0; H= 3,5 (Albe-Fessard et coll.,

1971; Myers, 1977); la canule est maintenue en place par du ciment dentai-

re et des vis en acier inoxydable insérées dans le crâne. Un stylet en a­

cier inoxydable d'une longueur de 11,0 ou 13,Omm est placé dans la canule

guide et y est maintenu jusqu'au début de l'expérience. La MSO (6ü-75Mg

par rat), dissoute dans NaCl stérile à 0,9% ou du liquide céphalo-rachi-

dien artificiel stérile (Myers, Ruwe, 1982) est injectée dans un volume de

10Ml sur une période de 2mn par une aiguille à injection de calibre G33,d'une
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longueur de 12,0 ou 14,0 mm,reliée par un tube PE-10 d'environ 50 cm de

longueur, à une microseringue Hamilton,d'une capacité de 50pl poussée par

l'intermédiaire d'une pompe à injection Braun,modèle Perfusor l,à vitesse

variable.L'extrémitédel'aiguille à injection se localise à 1mm au-dessous

de l'extrémité de la canule guide.Après l'injection,le stylet est remis

en place.Après chaque expérience,10pl d'une solution de bleu de bromophé­

nol à 1% est injectée dans le ventricule latéral ou le llIèventricule chez

le rat anesthésié à l'équithésine (3ml/kg,i.p.),puis le rat est perfusé

par le ventricule cardiaque gauche avec une solution de formaldéhyde à 10%

et le cerveau est coupé longitudinalement pour vérifier la coloration de

toutes les cavités ventriculaires.

7-lnfusion intracérébrale

La technique chirurgicale est la même que pour l'injection intracéré­

broventriculaire.Une canule guide de calibre G26 est implantée unilatérale­

ment au-dessus d'un site dans la région préoptique-hypothalamique anté­

rieure (PO-HA) en utilisant les coordonnées suivantes (Albe-Fessard et coll.

1971) (en mm): A=7,3, L=0,4, H=3,Oj dans l'amygdale: A=5,8, L=4,5, H=4,0;

dans l'hippocampe: A=3,2, L=4,5, H=5,Oj et dans la région mammillaire uti­

lisant les coordonnées suivantes (Paxinos,Watson,1982) (en mm),la ligne

interauriculaire étant le point de référence: A=5,2, L=0,5, H=16j dans le

noyau du raphé dorsal: A=1,2, L=O,O, H=4,5. La MSO (25pg par rat) dissou-

te dans une solution de NaCl stérile à 0,9% est infusée dans un volume de

O,Sul sur une période de 3mn par une aiguille à injection de calibre G33,

d'une longueur de 12,0 ou 14,Omm en acier inoxydable utilisant une serin­

gue Hamilton de capacité 5pl,comme décrit pour l'injection intracérébro­

ventriculaire.L'aiguille à injection descend l,Omm plus bas que la pointe

de la canule guide et est maintenue en place pendant 10mn avant d'être en­

levée lentement.Après chaque expérience,0,5pl de la solution de bleu de

bromophénol à 1% dans de l'eau bidistillée est infusée dans l'aire PO-HA,

l'amygdale, l'hippocampe, la région mammillaire et dans le noyau du raphé

dorsal des rats anesthésiés à l'équithésine (3ml/kg),i.p.),puis ils sont

perfusés par voie intracardiaque à l'aide d'unesolution de formaldéhyde à

10% et le cerveau est découpé dans un cryostat à -20°C afin de vérifier

le site exact de la microinfusion (Myers,1977).
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8-Tests statistiques

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne avec son écart-ty­

pe.Les comparaisons des résultats sont effectuées entre la température rec­

tale du rat soumis à l'action de la MSO et celle du rat témoin (précisé

dans la légende de chaque figure) avec le test t de Student,la significa­

tion est limitée à 0,05.

Equithésine-----------
Sa composition est la suivante

· Chloral hydraté - 4,25 g

· Sulfate de magnésium - 2,-126 g

· Pentobarbital - 0,972 g

· Propylène glycol - 42,8 ml

· Alcool 90% - 11,5 ml

· Eau distillée qsp. 100 ml

à conserver à l'obscurité.

Calcul des doses

Le calcul de la dose de MSO injectée par voie intrapéritonéale a été

effectué à partir des données de Ghittoni et coll., 1970.Pour une dose con­

vulsivante, Ghittoni a utilisé 0,94mmole!kg de MSO, soit l'équivalent de

180mg!kg de MSO (P.M. de la MSO : 180,2~. D'où le choix des doses utilisées

dans notre travail.

Le calcul de la dose de MSO injectée par voie intracérébroventricu­

laire a été effectué à partir des données de l'auteur cité précédemment.

Il a utilisé 0,44Mmole de MSO soit 79pg de MSO par cerveau de Rat.

Sur une période de 30mn , 4 heures après l'injection, la répartition

des 79Mg de MSO est de l'ordre de 33,3% pour l'ensemble du cerveau. La quan­

tité de MSO ainsi présente pendant cette même période est donc de 26,lpg

par cerveau de Rat, d'o~ l'infusion de 25pg de MSO par structure cérébrale

du Rat.
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NOMENCLATURE

nucleus Anterior dorsalis thalami
nucleus Anterior medialis thalami
Amygdala
nucleus Anterior ventralis thalami
nucleus Striae terminalis
Cornu Ammonis
Commissura anterior
Corpus callosum
nucleus Caudatus
Chiasma opticum
Commissura hippocampi (= Psalterium ventralis)
Capsu lai nterna
Coll iculus inferior
nucleus Centralis lateralis thalami
Claustrum
Centrum medianum (ou Centre médian)
Commissura posterior
nucleus Parataenialis
Colliculus superior
Gyrus diagonalis (ou Bande diagonale de Broca)
Decussatio brachium conjunctivum
Fascia dentata
Fimbria hippocampi
Fasciculus longitudinalis dorsalis
Fasciculus longitudinalis medialis
Fornix (descendeur)
Griseum centrale mesencephali
nucleus Genicularis lateralis dorsalis thalami
nucleus Genicularis lateralis ventralis thalami
nucleus Genicularis medialis thalami
Globus pallidus
nucleus Habenularis lateralis
nucleus Habenularis medialis
Ganglio interpeduncularis
Tractus opticus
nucleus Ventralis anterior thalami
nucleus Lateralis thalami
nucleus Lateralis anterior thalami
nucleus Lateralis posterior thalami
lemniscus medialis
lamina medullaris externa
nucleus Medialis dorsalis thalami
nucleus Medialis ventralis (= submedius) thalami
nuèleus Centralis medianus thalami
nucleus Ruber
nucleus Septalis medialis
nervus oculomotorius
nucleus Paracentralis thalami
Pedunculus cerebri
nucleus Parafascicularis thalami
Area Premamillaris
nucleus Praetectalis lateralis
nucleus Praetectalis medialis
arera preoptica lateralis
Pons
Put amen
nucleus Paraventricularis thalami
nucleus Reumiens
nucleus Reticularis thalami
Substantia reticularis mesencephali
nucleus Rhomboidens
Stria medullaris
Substantia nigra
Tractus habenulo interpeduncularis
ou Retroflexus (de Meynert)
Tractus mamillo-thalamicus (de Vicq d'Azyr)
nucleus Ventralis anterior thalami
nucleus Ventralis medialis thalami
Zona incerta

are a hypothalamica anterior
area hypothalamica dorsalis
area hypothalamica lateralis
area hypothalamica medialis
area hypothalamica posterior
nucleus infundibularis ou arcuatus
area preolfactiva lateralis
are a preoptica medialis
Corpus mamil lare
Corpus mami 11 are 1atera 1i sn. parammami 1i ari s)
nucleus dorsomedialis hypothalami
hypophysis
nucleus paraventricularis hypothalômi
nucleus supracniasmaticus
nucleus supraopticus
tractus olfactorius
nucleus ventrcmedialis hYPochalam;
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Figure 1- Site d'injection intracérébroventriculaire (ventricule la­

téral) (*) dans le cerveau du Rat, selon les coordonnées

de l'atlas stéréotaxique d'Albe-Fessard et coll. (1971).
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Figure 2- Site d'injection intracérébroventricu1aire (IIIèventricule)

(*) dans le cerveau du Rat, selon les coordonnées de l'atlas

stéréotaxique d'Albe-Fessard et coll. (1971).
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ETUDE DE L'HYPOTHERMIE INDUITE PAR LA METHIONINE SULFOXIMINE
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Comme nous l'avions écrit dans l'introduction à ce travail,Wada et

coll.,1967,ont observé un abaissement de la température rectale chez le

rat à la suite d'une injection intrapéritonéale de MSO.

Quelles sont les caractéristiques de cette hypothermie et à quelles

modalités comportementales s'associent-elles?

La température moyenne des rats normaux restreints est de 38°±O,4°C

à une température ambiante de +24°C et elle est considérée comme une réfé­

rence dans nos expériences.

1- Mesure de la température rectale du rat soumis à l'action de la MSO

La MSO est injectée par voie intrapéritonéale (150mg/kg).Le rat est

maintenu restreint et à la température ambiante de +24°C.

Les résultats sont illustrés par la figure 3.

Les résultats obtenus montrent nettement l'action de la MSO sur la

température rectale du rat.L'hypothermie enregistrée (-3,5°C) est très si­

gnificative par rapport au groupe témoin,3h à 4h après l'injection de MSO.

La baisse maximale est atteinte de 4h à 4h30 après l'injection.Cette hypo­

thermie s'accompagne d'un syndrome d'ataxie.Au fur et à mesure que la tem­

pérature rectale baisse,l'animal perd la possibilité de se déplacer,les

pattes postérieures sont d'abord atteintes,puis les pattes antérieures et

finalement l'organisme tout entier. Dans la plupart des cas,on observe des

convulsions toniques-cloniques plus ou moins violentes.El1es apparaissent

au moins 5h après l'injection de MSO.24h après l'injection,le rat a un

comportement apparemment "normal".

Est ce que cette hypothermie dépend de la dose de MSO injectée ?

2- Mesure de la température rectale du rat soumis à l'action de différen-

tes doses de MSO

Trois séries d'expériences ont été faites.
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Figure 3- Variation de la température rectale (~~C) à la suite d'une

injection intrapéritonéale de MSO au Rat Wistar AF, à une

température ambiante de 24°C •• : témbins (n=5); 0 : MSO (150mg/kg)

(n=lO). Durée en heures; * p<0,05, ** p<O,Ol, *** p<O,OOl, pour

les différences significatives avec les témoins.
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a - !~l~~!~~~_~~!~~E~~~!~~~~~~_~~_~~~_~~~~_~~~_~~!~_~~_~~~~_~E~~~~~:

~~~~.::~.:

La MSO est injectée à la dose de 100mg/kg ou de 150mg/kg ou de 175mg/

kg. Les résultats sont illustrés par la figure 4.

Ces résultats indiquent une action de la MSO sur la température rec­

tale du rat, quelle que soit la dose utilisée: Les différences ne sont

pas significatives entre les valeurs des trois groupes de résultats. La

dose de MSO ne semble pas exercer d'influence sur l'amplitude de la bais­

se de la température rectale. L'hypothermie induite par la MSO n'est donc

pas dépendante de la dose.

Du point de vue comportemental, l'animal présente un syndrome d'ata­

xie et souvent des convulsions. A 100mg/kg, on observe surtout un fort syn­

drome d'ataxie; à 175mg/kg, il en est souvent de même et la mort est assez

fréquente.

b - !~l~~!~~~_~~!~~E~~~!~~~~~=_~=_~~~_~~=~_~=~_~~!~_~=_~~~~_~~~!~~

AF (IFFA-CREDO) •

La MSO est injectée à la dose de 50mg/kg ou de 100mg/kg ou de 150mg/

kg. Les résultats sont illustrés par les figures 5-A et 5-A'.

Ces résultats montrent une action de la MSO sur la température rec­

tale du rat, quelle que soit l'une des doses de MSO utilisées, la molécu­

le induit une hypothermie. A la dose de 50mg/kg, la MSO provoque une très

légère hypothermie, vers la 6
ème heure. Cette dose représente donc la do­

se minimale active de MSO. A la dose de 100mg/kg ou de 150mg/kg, la MSO

provoque une hypothermie presque identique. Il y a un léger décalage (30

min) dans le déclenchement de l'hypothermie et l'amplitude de la baisse

de la température est de -3,5°C (p< 0,01) à -3,SoC (p<O,OOl).

Du point de vue comportemental, l'animal présente un syndrome d'ata­

xie et souvent des convulsions sauf à la dose de MSO de 50mg/kg.

Donc pour les doses actives de 100mg/kg et de 150mg/kg, les caracté­

ristiques de l'hypothermie sont pratiquement identiques.

c - !~l=~!~~~_~~!~~E~~~!~~~~~=_~=_~~~_~~=~_~=~_~~!~_~~_~~~=_~~~!~~
AF (CERJ).

La MSO est injectée à la dose de 100mg/kg ou de 150mg/kg ou de 200mg/

kg.
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Figure 4- Amplitude maximum de l'hypothermie rectale (~OC) à la suite

de l'injection intrapéritonéale de différentes doses de MSO

au Rat Sprague-Dawley, à une température ambiante de 24°C. Les doses

de MSO sont de 100mg/kg (colonne 100) (n=5~, 150mg/kg (colonne 150)

(n=5), 175mg/kg (colonne 175) (n=5). *** p<O,OOl, pour les différen­

ces significatives avec les témoins (colonne T) (n=5).
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Figure 5-AAmplitude maximum de l'hypothermie rectale (~OC) à la sui-

te de l'injection intrapéritonéale de différentes doses

de MSO au Rat Wistar AF (IFFA-CREDO),à une température ambiante de

24°C. Les doses de MSO sont de 50mg/kg (colonne 50) (n=9), 100mg/kg

(colonne 100) (n=lO), 150mg/kg (colonne 150) (n=10). ** p<O,Ol, ***

p<O,OOl, pour les différences significatives avec les témoins (n=5)

(colonne T).
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Figure 5-A' Modifications de la température rectale induites par une in­

jection intrapéritonéale de différentes doses de MSO, à la

température ambiante de 24°C.

.: témoins (n=5) •

0: MSO 50mg/kg (n=9) •

ù: MSO 100mg/kg (n=lo).

Â: MSO 15Omg/kg (n=lO).

Durée en heures.

"* p<0,05i**P<0,01) *tr*p(o,ool, pour les différences significatives

avec les témoins.
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Figu~e 5- 8 Amplitude maximum de l'hypothermie rectale (~OC) à la

suite de l'injection intrapéritonéale de différentes doses

de MSO au Rat Wistar AF (CERJ), à une température ambiante de 240C.

Les doses de MSO sont de 100mg/kg (colonne 100) (n=4), 150mg/kg

(colonne 150) (n=8), 200mg/kg (colonne 200) (n=4). ** p<O,Ol,

p<O,OOl, pour les différences significatives avec les témoins

(colonne T) (n=4).
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Les résultats sont illustrés par la figure 5-8.

Aux doses étudiées,la MSO provoque une hypothermie située entre -2,8

(p <0,001) et-2,2 0 C (p <0,01). La température la plus basse est enregis­

trée dans la période de 4-5h après l'injection de MSO.L'amplitude de la

baisse est la plus importante à la dose de 100mg/kg.

Du point de vue comportemental,l'animal est ataxique,les réflexes de

redressement sont impossibles.L'animal est couché sur le flanc ou sur le

ventre,on note des convulsions généralisées.Ilapparaît une hypertonie des

membres postérieurs. Les rats sont parfois insensibles au toucher.24 heures

après, tous les animaux recouvrent un comportement apparemment "normal".

Ainsi l'hypothermie induite est indépendante de la dose de MSO admi­

nistrée.Pour l'ensemble des expériences qui vont suivre,nous avons choisi

la race Wistar AF (CERJ), et la dose de MSO de 150mg/kg.

3-Mesure de la température cutanée

La MSO est injectée à la dose de 150mg/kg.

Les résultats sont illustrés par la figure 6.

La température cutanée enregistrée au niveau de la base de la queue

ne baisse pas lors d'une injection intrapéritonéale de MSO,alors que la

température rectale baisse. Il n'y a pas de modification de la températu­

re périphérique. Donc,l'hypothermie induite par la MSO n'est pas d'origi­

ne périphérique mais d'origine centrale.

Comme nous l'avons précisé dans l'introduction de notre travail,les

centres thermorégulateurs siègent dans le système nerveux central (aire­

préoptique-hypothalamique antérieure, hypothalamus postérieur et corps

mammillaires). Quelle sera l'action de la MSO,si nous l'infusons directe­

ment dans des structures cérébrales ?
è

Nous allons injecter la MSO dans le ventricule latéral et le III ven-

tricule (proche des structures hypothalamiques) et l'infuser dans l'aire

préoptique-hypothalamique antérieure,les corps mammillaires et certaines

structures cérébrales jouant un rôle dans le déclenchement des convulsions.

4-Mesure de la température rectale du rat, après une injection intracéré-

broventriculaire ou une infusion intracérébrale de MSO.
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Figure 6- Variation de la température cutanée (~OC) à la suite d'une in-

jection intrapéritonéale de MSO au rat, à une température ambian­

te de 24°C •

• : témoins (n=5).

0: MSO 150mg/kg (n=5).

Durée en heures.

Aucune différence significative avec les témoins.
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La MSO est injectée à la dose de 75,ug dans un volume de 10.al, le rat

est maintenu restreint et à la température ambiante de +24°C.

Les résultats sont illustrés par la figure 7.

La température rectale subit une baisse de l'ordre de -2,3°C (P(O,OOl)

sous l'influence de la MSO injectée dans le ventricule latéral.La baisse

de la température s'amorce plus rapidement que lors d'une injection intra­

péritonéale et elle atteint sa valeur maximale plus tôt (3h au lieu de 4h­

4h30) .

Du point de vue comportemental,on observe les mêmes phases que lors

d'une injection intrapéritonéale de MSO.La différence importante réside

dans le fait que les temps de latence sont raccourcis.Le syndrome d'ataxie

puis les convulsions généralisées apparaissent plus rapidement. Les méca­

nismes d'induction de l'hypothermie se développent plus rapidement lors

de l'injection intracérébroventriculaire de MSO.

La MSO est injectée à la dose de 60Ag dans un volume de 10~.Le rat

est maintenu restreint et à la température ambiante de +24°C.

Les résultats sont illustrés par la figure 8.

La MSO déclenche rapidement une hypothermie importante.Elle est com­

parable à celle provoquée par l'injection de MSO dans le ventricule laté­

ral.Son apparition est plus précoce (lh au lieu de 2h).Le retour à la nor­

mothermie s'amorce vers 2h30 au lieu de 4h (V.L.).Celle-ci est rétablie

en fin d'expérience.

Du point de vue comportemental,l'animal présente une ataxie progressi­

ve suivie de convulsions violentes.Le rat retrouve assez rapidement son

état "normal".

c-Infusion intracérébrale de MSO

La MSO est infusée à la dose de 25pg dans un volume de 0,5tl.Le rat

est maintenu restreint et à la température ambiante de +24°C.

Les résultats concernant l'infusion dans l'aire préoptique-hypothala­

mique antérieure (PO-HA) sont illustrés par la figure 9.
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Figure 7- Variation de la température rectale (AoC) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (ventricule latéral)

de MSO au Rat, à une température amb iante de 24 0 C.• : témo ins (n=5);

0: MSO (75pg par rat) (n=5). Durée en heures. * p <,0,05, ** p~O,Ol,

*** p<O,OOl, pour les différences significatives avec les témoins.
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Figure 8- Variation de la température rectale (AoC) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (IIIèventricule) de MSO

au Rat, à une température ambiante de 24°C .• : témoins (n=4); 0: MSO

(60pg par rat) (n=5). Durée en heures. * p<'O,Ol, ** P<O,OOl, pour

les différences significatives avec les témoins.
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La MSO infusée dans l'aire PO-HA agit sur la température rectale du

rat,mais dans ce cas,elle induit une hyperthermie rectale avec un maximum

de +2°C (p<O,OOl).La montée de la température s'amorce trois heures

après l'injection.

Du point de vue comportemental,l'animal ne présente aucune perturba-

tion.

La MSO infusée dans les corps mammillaires,l'amygdale et l'hippocam­

pe n'induit pas d'hypothermie.

Du point de vue comportemental,l'animal ne présente aucune perturba­

tion motrice.

D'après l'ensemble des résultats (sauf pour les injections intracéré­

braies) ,la MSO provoque une hypothermie de l'ordre de 2° à 3°C.Cette hypo­

thermie se développe progressivement dès l'injection de la molécule.La

baisse maximale est atteinte d'autant plus rapidement que l'injection est

faite proche des structures hypothalamiques.Donc l'action de la MSO semble

bien dépendre d'un mécanisme central.Cette hypothermie corporelle s'accom­

pagne toujours d'un syndrome d'ataxie suivi plus ou moins par des convul­

sions toniques et cloniques généralisées lors du retour à la normothermie.

On sait que la L-Méthionine est dans ces conditions expérimentales

un anticonvulsivant.Peut-elle jouer un rôle lors de l'action hypothermi-

que de la MSO ?

5-Mesure de la température rectale du rat après une injection intrapérito-

néale de MSO associée à la L-Méthionine

La MSO est injectée à la dose de 150mg/kg associée à une dose de 700
MSO 1

mg/kg de L-Méthionine. (D'après Sellinger et coll.,1970, L-Méthionine= ~ ).

Les résultats sont illustrés par la figure 10.

La L-Méthionine associée à la MSO ne modifie pas l'abaissement de la

température rectale observé avec la MSO seule.Du point de vue comportemen-
,­

tal,l'animal ne manifeste aucune perturbation motrice.Par contre,la tempe-

rature rectale baisse comme lors du syndrome progressif d'ataxie.La baisse

atteint une valeur de -2, 7°C (p < 0, 00l) •

On peut émettre l'hypothèse que les mécanismes provoquant l'hypother­

mie sont indépendants de ceux sous.jacents aux perturbations du comportement.
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Figure 9- Variation de la température rectale (~OC) à la suite d'une

infusion unilatérale de MSO dans l'aire préoptique/hypotha­

lamique antérieure (PO/HA) du Rat, à une température ambiante de 24°C .

• : témo ins (n=7); 0: MSO (25pg par Rat) (n=5). Durée en heures. *

p<O,05; ** p<O,Ol; *** p<O,OOl, pour les différences significati­

ves avec les témoins.



1

o

-1

-2

-3

35

o 1 2 3 4 5
HEURES

6

Figure 10- Variation de la température rectale (6o C) à la suite d'une

injection intrapéritonéale au Rat de soit MSO (~: MSO

150mg/kg) (n=10) soit MSO associée à 1"'tMéthionine (0: MSO 150mg/kg

plus L-Méthionine 700mg/kg) (n=4), à une température ambiante de 240C .

• : témoins (n=5). Durée en heures. * p<O,05, ** p<O,Ol, *** p<OOOl,

pour les nifférences significatives avec les témoins.



36

La baisse de la température interne enregistrée à la suite de l'admi­

nistration de MSO seule n'est pas modifiée par l'addition simultanée de

L-méthionine qui supprime les perturbations comportementales motrices.L'hy­

pothermie induite par la MSO est donc d'origine centrale et les mécanismes

qui président à son développement sont différents de ceux présidant au dé­

veloppement des perturbations du comportement moteur.

Cette hypothermie est-elle sous la dépendance des conditions de tem­

pérature ambiante ?

6-Mesure de la température rectale du rat aux températures ambiantes de

La MSO est injectée à la dose de 75~g dans le ventricule latéral.Le
1

rat est maintenu restreint et à la température ambiante de +24°C sauf pen­

dant 1H (30min après l'injection de MSO) où il est soumis à une températu­

re ambiante de +36°C ou de +ll°C.

Les résultats sont illustrés par la figure 11 et la figure 12.

Si le rat est placé une heure en température ambiante élevée ,6degrés

au dessus de la zone de neutralité thermique (située entre +28°C et +30 oC)

la température interne du rat augmente de 1°C pendant son séjour à +36°C

et après retour à +24°C,on note une baisse de 1°C par rapport à la tempé­

rature initiale.Le témoin placé dans les mêmes conditions subit une modi­

fication comparable de sa température rectale.L'animal témoin ou soumis

à l'action de la MSO passe d'une ambiance chaude à une ambiance comparati­

vement plus froide (+36or,--1+24°C) et sa température interne subit une

baisse.Chez le rat témoin,elle se stabilise,chez le rat soumis à l'action

de la MSO,le déclenchement des convulsions provoque un retour de la tempé­

rature interne à la valeur initiale.L'animal régule bien sa température

centrale même étant soumis à l'action de la MSO.

Si le rat est placé à une température ambiante de +ll°C,pendant une

heure,sa température interne chute etbaisse de-6,1°C environ.Il est passé

d'une ambiance thermique normale de +24°C à une ambiance thermique froide

de +ll°C,sa température interne subit une baisse d'autant plus importante

qu'il est soumis à l'action de la MSO.L'animal étant replacé à +24°C,il

passe d'une ambiance froide à une ambiance plus chaude comparativement

(+11°C--7+24°C) ,sa température interne devrait remonter ,ceci s'observe
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Figure 11- Variation de la température rectale (~OC) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (ventricule latéral )

de MSO au Rat, à une température ambiante de 24°C. La température am­

biante a été élevée à 36°C, 30mn après l'injection, pendant une durée

de 60mn indiquée par les lignes verticales interrompues .• : témoins

(n=5); 0: MSO (75pg par Rat) (n=5). Durée en heures. Aucune différen­

ce significative avec les témoins.
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Figure 12- Variation de la température rectale ~C) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (ventricule latéral)

de MSO au Rat, à une température ambiante de 24°C. La température am­

biante a été abaissée à 11°C, 30mn après l'injection, pendant une du­

rée de 60mn indiquée par les lignes verticales interrompues .• : témoins

(n=6); 0: MSO (75fg par rat) (n=6). Durée en heures. * p <0,05; **

p<O,Ol, ***'p<O,OOl, pour les différences significatives avec les

témoins.
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bien chez le rat témoin,mais bien plus lentement et faiblement chez le rat

soumis à l'action de la MSO,d'autant plus qu'il manifeste des convulsions.

Il y a perte de la possibilité de régulation thermique chez le rat

soumis à l'action de la MSO dans la zone des températures basses.

Du point de vue comportemental,l'animal présente un syndrome d'ataxie,

suivi de convulsions au froid et au chaud. Donc les convulsions peuvent

se déclencher même si l'animal a une température interne basse.

Surtout, lors d'une injection intracérébroventriculaire,une températu­

re ambiante chaude protège le rat d'une hypothermie importante dûe à l'ac­

tion de la MSO.Donc,le métabolisme cérébral semble jouer un rôle dans l'ap­

parition de l'hypothermie.

CONCLUSION

Chez le Rat,quand la molécule de MSO est administrée ( à la dose de

150-170mg/kg,i.p.), elle est rapidement prélevée par le foie et le rein

et traverse la barrière sang-cerveau.Dans le SNC le prélèvement le plus

important de (3H) MSO a lieu vers 2 heures et atteint environ 1% de la

dose administrée ( Ghittoni et coll.,1970); puis,à 6 heures ,la molécule

est rapidement et uniformément distribuée sans aucune accumulation préfé­

rentielle (Schatz et coll.,1976) et elle se lie aux protéines, spécifique­

ment au site actif de la glutamine synthétase (Meister,1978),principale­

ment dans les astrocytes de la matière grise dans toutes les régions du

cerveau (Norenberg,1983). L'inhibition irréversible de l'activité de la

glutamine synthétase (Meister,1978) conduit à une élévation des teneurs

en ammoniaque dans les compartiments extra et intracellulaire du cerveau:

dans le sang artériel et le liquide céphalo-rachidien,les valeurs appro­

chent O,3mmole/kg de poids frais et dans le cerveau, elles sont proches de

O,9mmole/kg de poids frais,à Ih30 (Cooper et coll.,1979; Hindfelt,1975).

Dans les mêmes conditions expérimentales, chez le rat restreint,la MSO in­

duit une hypothermie rectale profonde,à la température ambiante de 24°C,

confirmant ainsi les résultats précédemment obtenus chez le rat libre de

se déplacer (Wada et coll.,1967).L'action thermique de la MSO ne semble

pas être strictement dépendante de la dose, quoique le minimum de la tem­

pérature rectale atteigne l,75°C à la dose de 50mg/kg et 3,8°C à la dose

de 100mg/kg,mais à une dose de 150mg/kg,le niveau de l'hypothermie n'est
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pas inférieur,seule son évolution est accélérée (figure 5). L'étude de la

posologie sur deux autres souches de rat confirme ces résultats. C'est

toujours pendant la diminution de la température rectale que le rat perd

progressivement sa capacité de manifester des réflexes de redressement et

de répondre aux stimuli extérieurs nociceptifs conduisant à l'apparition

d'un syndrome d'ataxie; les convulsions toniques-cloniques épisodiques ne

commencent pas avant que la température rectale n'ait atteint une valeur

proche de la normothermie. L'hypothermie induite par la MSO n'implique

pas un mécanisme périphérique puisque, dans les mêmes conditions expérimen­

tales,la température d~ la peau enregistrée à la surface de la base de la

queue ne varie pas significativement (figure 6).

L'injection unilatérale de la MSO dans le ventricule latéral,à la do­

se de 75~g par animal, induit une diminution de la température rectale at­

teignant la même que celle induite par l'administration systémique de la

molécule (figure 7).Nous avons montré que la MSO (150mg/kg,i.p.) adminis­

trée en association avec la L-méthionine (700mg/kg) supprime l'apparition­

du syndrome d'ataxie ainsi que les convulsions épisodiques subséquentes

observées après l'administration de MSO seule,mais il y a maintien de l'

hypothermie induite par la MSO seule (figure 10). Il a été trouvé aupara­

vant que l'activité de la glutamine synthétase est uniformément diminuée

dans toutes les régions du cerveau (approximativement 10% de la valeur de

contrôle) quand la MSO est administrée par voie intrapéritonéale,mais

quand la molécule est administrée par voie intrapéritonéale associée à la

L-méthionine,l'activité de la glutamine synthétase est inférieure de 20%

aux valeurs des témoins (Sellinger et coll.,1968); d'autre part,il appa­

rait qu'un pourcentage élevé de la radioactivité totale de (3H)MSO est

trouvé dans l'hippocampe,le cervelet et l'hypothalamus des animaux rece­

vant (3H)MSO seule.Réciproquement,un pourcentage inférieur est trouvé dans

le cortex des rats recevant (3H)MSO + méthionine par rapport à celui trou­

vé dans le cortex des rats recevant (3H)MSO seule (Schatz et coll.,1976).

En conclusion,il semblerait que l'hypothermie rectale induite par la MSO

soit dépendante du stade de l'inhibition de l'activité de la glutamine

synthétase dans les astrocytes de la matière grise,en particulier dans les

régions du cerveau conduisant à une élévation de la concentration en am­

moniaque confinée à ces régions. Des résultats antérieurs ont révélé l'ab­

sence d'une relation directe entre l'inhibition de la glutamine synthéta-
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se induite par la MSO et les convulsions déclenchées par cette molécule

( Sellinger et coll.,1968). Nos résultats présents prouvent que l'hypother­

mie rectale induite par la MSO est fonctionnellement un état de poïkilo­

thermie en ambiance froide sans perturbation de la thermorégulation en

ambiance chaude (figures 11 et 12). A la température du laboratoire (24°C),

le rat restreint fait face à une baisse de la température ambiante,la va­

leur de la température d'équilibre étant de 30°C (Myers,1981; Poole,Ste­

phenson,1977) résultant en une baisse de la température rectale. Donc la

MSO peut être considérée comme une molécule hypothermique mais une rela­

tion directe ne peut pas être établie entre l'hypothermie qu'elle induit

et le syndrome d'ataxie progressif associé à la perturbation de la répon­

se aux stimuli nociceptifs externes,puisque les rats soumis à une tempéra­

ture ambiante chaude manifestent ce comportement. L'hypothermie induite

par la MSO est un état fonctionnel ressemblant au développement de la poï­

kilothermie faisant suite à la lésion de l'aire hypothalamique postérieu­

re (Hardy,1973).

Nous avons montré que l'injection de MSO dans le III
è

ventricule in­

duit une chute de la température rectale~avec un minimum à 2heures
j

suivie

par un retour à la normothermie associée au développement rapide du syn­

drome d'ataxie avec des convulsions épisodiques à environ 4heures. Ainsi,

il semblerait que des structures cellulaires dans l'hypothalamus à proxi­

mité des parois du ventricule puissent être métaboliquement affectées par

la MSO (figure 8).Nos expériences ont aussi montré qu'une infusion unila­

térale de MSO dans 7 sites à l'intérieur de l'aire PO-HA induit une hyper­

thermie rectale rapide, par contre une infusion réalisée dans les mêmes

conditions dans 10 sites de la région mammillaire n'est suivie d'aucun ef­

fet sur la température interne. De plus,dans ces deux séries d'expérience,

le comportement des rats n'est pas affecté.
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ETUDE DU ROLE JOUE PAR LA SEROTONINE DANS LE MECANISME D'INDUCTION DE

L'HYPOTHERMIE PAR LA MSO
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On sait que la sérotonine (5-HT) joue un rôle important dans la ther­

morégulation (Myers, 1975b). D'autre part, une dose convulsivante de MSO

produit une diminution dans le cerveau entier en 5-HT : sur la à 40mn, ra­

lentissement du turnover de 5-HT dans le tronc cérébral, le mésencéphale

et le striatum; sur 5 heures, diminution du turnover dans le cortex, le

tronc cérébral et le striatum. (Sellinger, Dietz, 1981). Ceci pourrait ê­

tre lié à des diminutions des concentrations en tryptophane dans le tissu

cérébral (Blizard, Balkoski, 1982).

Est ce que l'hypothermie induite par la MSO est modifiée si l'on a­

git sur le métabolisme de la 5-HT ?

1 - Introduction

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est synthétisée à partir

de l'acide aminé le tryptophane par la voie d'une hydroxylase spécifique

qui forme l'intermédiaire, le 5-hydroxytryptophane (5-HTP), qui est ensui­

te décarboxylé en sérotonine. La sérotonine est principalement métabolisée

par la monoamine oxydase type A, formant l'acide 5-hydroxyindoleacétique

(5-HIAA). La sérotonine est synthétisée dans des neurones d'Oü ensuite

elle est libérée; cependant, la sérotonine est également formée par des

cellules non neuronales telles que les cellules entérochromaffines de l'

intestin, et elle est stockée et libérée par des cellules telles que les

plaquettes sanguines, celles-ci prélèvent la 5-HT mais ne la synthétisent

pas.

Tryptophane--~5-0H-tryptophane--~-OH-tryptamine--~A-5-OH-indoleacétique

Les neurones sérotoninergiquesdans le cerveau de mammifère constituent
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des circuits neuronaux très étendus. Bien qu'un petit pourcentage des neu­

rones du cerveau soit des neurones sérotoninergiques, ces derniers inner­

vent beaucoup d'aires différentes dans le cerveau. Par suite de cette in­

nervation extensive par les neurones sérotoninergiques, ceux-ci semblent

être impliqués dans de multiples fonctions du cerveau. La sérotonine peut

également influencer de nombreux tissus périphériques.

est un site

récepteurs 5-HT. ,5-HT ,5-HT. _,5-HT
lA lB le 10

récepteur 5-HT ..
3

que le récepteur

et 5-HT.Il existerait également un
2

Il est intéressant de préciser 5-HT
lA

de liaison à haute affinité pour la 5-HT,il est peut-être le médiateur de

En 1979,Peroutka et Snyder définirent deux types de récepteurs 5-HT

dans le cerveau à partir de la liaison de radioligands.Le récepteur 5-HT1
fut marqué par la (3H)-5-HT.Les agonistes avaient généralement une affini­

té supérieure à celle des antagonistes pour ce récepteur.De plus/un cer­

tain nombre de preuves démontraient que ce récepteur était lié à l'adény­

late cyclase.Le récepteur 5-HT
2

fut marqué dans le cortex frontal par la

(3H)spipérone.Les antagonistes avaient une affinité pour ce récepteur su­

périeure à celle des agonistes.Par la suite,il fut démontré que la (3H)­

5-HT ne se lie pas à un seul site,mais à des sites multiples qui peuvent

être différenciés en fonction de leur affinité pour d'autres agents.

Les études les plus récentes établissent que 5 sous-types de récep­

teurs 5-HT peuvent être définis dans le tissu cérébral en fonction de la

liaison de radioligands,ce sont les

certaines actions comportementales et de l'effet hypothermique.Le récep­

teur 5-HT Z est un site de liaison à grande affinité pour l'antagoniste la

(3H) ketanserin,il peut être le médiateur de l'effet hyperthermique (Koenig,

et coll. ,1988).

5-HT est formée à l'intérieur de la terminaison nerveuse,elle est sto­

ckée dans des vésicules,elle est libérée lors de l'influx nerveux dans la

fente synaptique.Là,elle agit sur des récepteurs sur le neurone postsynap­

tique pour réaliser le phénomène de la neurotransmission à travers la sy­

napse.La 5-HT dans la fente synaptique est inactivée principalement par

transport en retour à l'intérieur de la terminaison nerveuse grâce à l'in­

tervention de transporteurs de membrane spécifiques ou de pompes à prélè­

vement sur la membrane nerveuse.Une fois à l'intérieur du neurone 5-HT,la

5-HT est déjà inactive dans la mesure où les récepteurs synaptiques sont

concernés et elle peut soit être ré-utilisée dans des vésicules de stocka-
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ge ou dégradée métaboliquement par la monoamine oxydase. En plus des récep­

teurs postsynaptiques; des autorécepteurs semblent aussi exister sur les

terminaisons nerveuses sérotoninergiques elles-mêmes. L'activation de ces

autorécepteurs conduit à la diminution de la synthèse et de la libération

de 5-HT. Apparemment,l'autorécepteur a le rôle physiologique de sonder la

concentration en 5-HT de la fente synaptique et en conséquence de moduler

la libération ultérieure et la synthèse de 5-HT. La figure 13 est une re­

présentation schématique des événements se déroulant à une synapse séroto­

ninergique (Fuller,1988); (voir aussi la figure 13 bis).

L'hypothalamus, le noyau dorsal du raphé en particulier sont riches

en sites 5-HT
1

(Pazos,Palacios,1985). Les corps mammillaires contiennent

une concentration moyenne en 5-HT2 (Pazos et coll., 1985). La concentra­

tion la plus élevée en récepteur sérotoninergique, dans le cerveau appa­

rait être à l'intérieur des plexus choroîdes (5-HT
1C

,Meibach,1984). Les

neurones sérotoninergiques ont également été trouvés formant des plexus

dans les parois épendymaires limitant les ventricules (Meibach,1984).

La réponse hypothermique du rat à l'action de l'agoniste du récepteur

5-HT 1A , le 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin (8-üH-DPAT) serait dûe à

sa liaison à des autorécepteurs présynaptiques (Goodwin et coll.,1987) ou

à des récepteurs postsynaptiques étant donné que ces derniers résistent à

une forte déplétion du cerveau en 5-HT après traitement par la para-chlo­

rophénylalanine (PCPA) (Hutson et coll.,1987).

Le syndrome comportemental 5-HT peut être provoqué par administration

de précurseurs 5-HT ou d'agonistes 5-HT à de nombreuses espèces, mais il

est étudié le plus souvent chez le Rat (Jacobs,1976). Les symptômes du syn­

drome furent définis à l'origine comme étant,

(1) : l'abduction des membres postérieurs, (2) : la marche des pattes

antérieures, (3) : le va-et-vient latéral de la tête, (4) : le tremblement

de repos, (5) : la rigidité des membres postérieurs, (6) : la queue de

Straub. Si les rats montraient 4 de ces 6 signes, ils étaient comptés com­

me montrant le syndrome. Les symptômes du syndrome 5-HT seraient provoqués

par l'activation des récepteurs 5-HT1A post-synaptiques (Tricklebank et

coll. ,1985).

Des études récentes démontrent que des agonistes sélectifs des récep­

teurs 5-HT injectés par la voie systémique ou 5-HT elle-même injectée par



45

Serotonin Neuron

TRY--.5HTP-

5HIAA

Postsynaptic Neuron

Figure 13- Représentation d'une synapse sérotonergique pour illustrer

les sites possibles de l'action de molécules. Des molécu­

les peuvent agir directement sur le récepteur postsynaptique en mimant

ou en bloquant l'action de 5-HT. Des molécules peuvent augmenter la

quantité de 5-HT agissant sur le récepteur postsynaptique par augmen­

tation des réserves intraneuronales de 5-HT de telle sorte qu'une quan­

tité supérieure est libérée, par libération de 5-HT directement ou

par inhibition du reprélèvement de 5-HT. Des molécules peuvent diminuer

la quantité de 5-HT agissant sur le récepteur postsynaptique en épui­

sant les réserves intraneuronales de 5-HT ou en activant l'autorécep­

teur présynaptique pour freiner la libération de 5-HT (d'après Fuller,

1988) .
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(d'après Hillegaart v., 1991, Functional topography of brain serotonergic

pathways in the rat, Acta Physiol. Scand., 142).



47

MOLECULES 5-HT
1A

5-HT
1B

5-HT
1C 5-HT

1D
5-HT

2

8-0H-DPAT 8,74 4,22 5,24 5,94 5,04

Buspirone 7,58 3,94 5,08 4,48 6,07

Ketanserin 5,86 5,72 7,01 6,00 8,86

Cyproheptadine 6,45 5,32 7,86 8,46

(+) pindolol 5,93 5,02 4,42 4,93

(-) pindolol 7,71 7,75 4,23 5,23 4,35

(- ) propranolol 6,81 7,33 6,75 5,49 5,65

Phentolamine 5,52 5,37 6,05 6,06

Yohimbine 6,86 5,46 4,37 7,12 5,95

Prazosin 5,00 5,10 4,70 4,96

Tableau: Valeurs de l'affinité des agonistes et des antagonistes de

diverses classes structurales utilisés ou cités dans ce tra­

vail, pour les sous-types des récepteurs 5-HT
1

et 5-HT
2

(va­

leurs du pKD, exprimées en -log mollI).

(d'après Hoyer,1988).
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la voie intracérébroventriculaire et directement dans le cerveau du Rat

ou de la Souris, induisaient l'hypothermie corporelle par l'activation des

récepteurs 5-HT
1

,probablement le récepteur sous-type 5-HT
1A

(Goodwin et

coll.,1985 et 1987;Gudelsky et coll.,1986;Hjorth,1985,Hutson et coll.,1987j

Wozniak et coll. ,1988jYamada et coll.,1988).

Les expériences qui vont suivre ont été mises au point pour détermi­

ner si une relation pouvait exister entre le ralentissement du taux de

"turnover" de 5-HT dans le système nerveux central (Sellinger et Dietz,

1981) et la diminution de la température corporelle ,chez le Rat soumis à

l'action d'une dose convulsivante de MSO,la molécule étant administrée par

la voie systémique et par la voie intracérébroventriculaire. Les effets

d'une déplétionen 5-HT seront étudiés,soit par prétraitement aigu par une

dose élevée de PCPA,inhibiteur de l'étape "rate-limiting" de la synthèse

de 5-HT (Alexander et coll.,1988;Borbély et coll.,1973;Jequieret Coll. ,19­

67jKoe et Weissman,1966jLorens,1978) ou par un prétraitement par les deux

dérivés de l'amphétamine,PCA et FFA,qui induisent la libération de 5-HT

suivie par des diminutions persistantes des concentrations en métabolites

de 5-HT dans le cerveau antérieur reflétant la dégénérescence des terminai­

sons axoniques sérotonergiques dans de nombreuses régions du cerveau anté­

rieur (Fuller et coll.,1965jMamounas et Molliver,1988;Molliver et Molliver

1990;Ricaurte et coll.,1985;Sanders-Bush et Steranka,1978).Inversement,une

charge en 5-HTP est faite par administration du précurseur immédiat de 5­

HT seul ou simultanément par prétraitement avec la carbidopa,un inhibiteur

de la décarboxylase périphérique, induisant une augmentation de la concen­

tration en 5-HT dans le système nerveux central (Anderson et coll.,1987;

Bedard et Pycock,1977jBogdanski et coll.,1958;Loscher et coll.,1984jMaeda

et coll.,1984jSakumoto et coll.,1984jTrulson et Jacobs,1975).

L'action de la MSO pourrait conduire à la libération de 5-HT à partir

des terminaisons axoniques ou dendritiques des neurones sérotonergiques à

la suite de l'élévation des teneurs en ammoniaque dans les compartiments

extra-et intracellulaires du cerveau (Erecinska et coll.,1987),résultant

de l'inhibition irréversible de la glutamine synthétase (Cooper et coll.,

1979jHindfelt,1975jMeister,1978).L'indoleamine libre dans le compartiment

extracellulaire activerait certains récepteurs pré-ou postsynaptiques dans

différentes régions du système nerveux central,cette activation induisant
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l'hypothermie.La validité de cette hypothèse de travail est vérifiée par

une étude des effets du (!)pindolol et du (-)propranolol,antagonistes puis­

sants des récepteurs 5-HT l ,et de la Ketanserin,antagoniste des récepteurs

5-HT2 (Glennon 1987;Hoyer,1988).

2 - Administration de molécules

La DL-p-chlorophénylalanine méthyl ester (PCPA), chlohydrate (Sigma)

(300mg/kg), est dissoute dans NaCl à 0,9% et est injectée par voie i.p.

48 heures avant l'administration de MSO.

La DL-p-chloroamphétamine (PCA), chlorhydrate (Sigma) (5mg/kg), est

dissoute dans NaCl à 0,9%. Immédiatement avant l'administration de la mo­

lécule, le rat est plaçé dans une température ambiante de +12°C, puis il

reçoit deux injections intrapéritonéales (à 24h d'intervalle) de PCA (Ma­

mounas, Molliver, 1988). 24 heures après la deuxième injection, l'animal

est replacé dans la température ambiante normale de +24°C et la MSO est

injectée 5 jours plus tard.

La D-fenfluramine (FFA), chlorhydrate (I.R.I. Servier, Neuilly) (40

mg/kg), dissoute dans NaCl à 0,9% est injectée par voie sous-cutànée 24

heures aMant l'administration de MSO (Knapp, Mandell, 1976).

Le 5-hydroxy-L-tryptophane (5HTP) (Sigma) (50-200mg/kg) dissous dans

NaCl à 0,9% chauffé, est injecté par voie i.p. seul ou 30mn après le pré­

traitement avec la carbidopa (Merck Sharp and Dohme, Rahway, N.J.) (10mg/

kg) dissoute grâce à une quantité équimolaire de HCl dissous dans NaCl à

0,9% et injectée par voie i.p., la MSO est injectée 15mn plus tard.

Le (!) Pindolol (Sigma) (1,5-6mg/kg), dissous dans Hel dilué dans Na­

Cl à 0,9%, est injecté par voie sous-cutanée une heure avant l'administra­

tion de MSO.

Le (-)Propranolol, chlorhydrate (Sigma) (16-25mg/kg,i.p.), dissous

dans NaCl à 0,9%, est injecté 20mn avant la MSO.

La Ketanserin, tartrate (Janssen Pharmaceutica, Beerse) (0,7-1,4mg/kg,

i.p.) dissoute dans NaCl à 0,9%, est injectée 20mn avant la MSO.

3 - Résultats expérimentaux

La MSO est injectée soit par voie intrapéritonéale à la dose de 150

mg/kg, soit par voie intracérébroventriculaire à la dose de 75ug dans le
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ventricule latéral ou à la dose de 60ug dans le IIIèventricule.

Les rats sont maintenus restreints et à la température ambiante de

a-Déplétion en 5-HT-----------------
Comme il a été précisé dans" Administration de molécules ",les rats

soumis à la MSO,ont été traités au préalable par trois molécules provoquant

la déplétion en 5-HT,ce sont la PCPA,la PCA et la FFA.

Le traitement au préalable par une dose unique, élevée de PCPA (300mg/

kg) est suivi d'une forte hypothermie légèrement supérieure à celle indui­

te par la MSO seule (figures 14 et 15). Les rats manifestent rapidement un

syndrome d'ataxie associé à un myoclonus des membres postérieurs et éven­

tuellement à des convulsions toniques-cloniques généralisées.

Les résultats obtenus avec des rats traités au préalable par la PCA

(deux injections de 6mg/kg,i.p.) ou la FFA (40mg/kg,s.c.) ressemblent à

ceux obtenus avec les animaux traités au préalable par la PCPA.L'hypother­

mie induite par la MSO n'est pas statistiquement différente de l'hypother­

mie enregistrée chez les rats recevant la MSO seule (figures 14 et 15).

Les rats manifestent un syndrome d'ataxie associé à un état d'inertie (flat
,.,

body posture) et un déclenchement précoce des convulsions toniques-cloni-

ques ,particulièrement chez les animaux traités au préalable par la FFA

recevant la MSO dans le IIIèventricule 24 heures plus tard.

Les rats soumis à la MSO sont prétraités par deux doses de 5-HTP (100

ou 200 mg/kg,i.p.) seul et par deux doses de 5-HTP (50 ou 100 mg/kg,i.p.)

associé au préalable à la carbidopa (10mg/kg,i.p.). Comme on l'a observé

auparavant (Carter,Leander,1980; Henning,Rubenson,1971; Lin et coll.,1978),

l'administration de 5-HTP chez le rat produit un effet hypothermique qui

paraît résulter d'une action de 5-HTP (ou de métabolites) hors de la bar­

rière sang-cerveau: dans nos expériences cette hypothermie est évidente

chez les animaux témoins recevant 5-HTP (200mg/kg,i.p.) seul.Le prétraite­

ment avec le 5-HTP (100mg/kg,i.p.) seul ne modifie ni l'évolution ni l'am­

plitude de l'hypothermie induite par la MSO (figure 16),mais tous les ani­

maux sont atteints d'inertie sans hypertonie musculaire ou clonus.Le pré-
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Figure 14- Amplitude maximum de l'hypothermie rectale (~OC) à la sui-

te de l'injection intrapéritonéale de MSO (150mg/kg) au

Rat, à une température ambiante de 24°C. Pré traitement par PCPA

(300mg/kg,i.p.) (colonne MSO-PCPA) (n=4)j témoins (colonne PCPA)(n=4).

Pré traitement par PCA (2x6mg/kg,i.p.) (colonne MSO-PCA) (n=4); témoins

(colonne PCA) (n=4). Prétraitement par FFA (40mg/kg,s.c.) (colonne

MSO-FFA) (n=4)j témoins (colonne FFA) (n=4). ** p...(O,Ol, *** p<O,OOl,

pour les différences significatives avec les témoins respectifs.
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Figure 15- Amplitude maximum de l'hypothermie rectale (~OC) à la sui-

te de l'injection intracérébroventriculaire (IIIèventricu­

le) de MSO (60pg par rat) au Rat, à une température ambiante de 24°C.

Prétraitement par PCPA (300mg/kg,i;p.) (colonne MSO-PCPA) (n=3); té­

moins (colonne PCPA) (n=4). Prétraitement par FFA (40mg/kg,s.c.) (co­

lonne MSO-FFA) (n=3); témoins (colonne FFA) (n=4). ** p<O,Ol, ***
p<O,OOl, pour les différences significatives avec les témoins reS8

pectifs.
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traitement par le 5-HTP (200mg/kg,i.p.) seul ou par le 5-HTP (lOOmg/kg,i,

p.) associé au préalable à la carbidopa (lOmg/kg,i.p.) supprime l'hypother­

mie induite par la MSO, notamment chez les. animaux soumis à une injection

de MSO dans le IIIèventricule (figure 17) ,cependant ces derniers montrent

une inertie de longue durée,avec le blocage du réflexe de redressement as­

socié à un mouvement d'extension et de flexion anormal des membres posté­

rieurs,mais sans aucune manifestation d'hypertonie musculaire.Comme on l'a

décrit auparavant (Colpaert et coll.,1989),les rats recevant la MSO dans

le IIIèventricule exhibent une "flat body posture" importante.Chez les

rats prétraités par le 5-HTP (50mg/kg,i.p.) associé au préalable à la

carbidopa (lOmg/kg,i.p.) et ensuite soumis à la MSO (150mg/kg,i.p.),l'hy­

pothermie rectale enregistrée est approximativement 50% plus faible que

celle enregistrée chez les rats prétraités par le 5-HTP (lOOmg/kg,i.p.)

seul (figure 16) idans ces conditions expérimentales, tous les animaux sont

atteints d'inertie associée à une "flat body posture". Le traitement au

préalable par le 5-HTP (200mg/kg et 100mg/kg,i.p.) puis l'injection de

MSO (150mg/kg,i.p.) entratnent la mort de 75% des rats,dans les 24 heures

suivant les injections.

-Type 5-HT1 : Effets d'antagonistes non sélectifs
+Le prétraitement des rats soumis à la MSO par le (-)

pindolol (1,5-6mg/kg,s.c) a conduit à deux effets sur l'hypothermie recta­

le.Aux doses de 1,5 et 3,Omg/kg,le pindolol atténue statistiquement ou mê­

me inhibe l'hypothermie induite par la MSO (figures 18,19,20).Les animaux

souffrent d'un syndrome d'ataxie,avec marche des membres antérieurs,aucun

ajustement de la posture,le myoclonus des membres postérieurs et pour ceux

recevant une injection de MSO dans le IIIèventricule,un comportement de

rotation. Certains des rats recevant la MSO dans le ventricule latéral,ma­

nifestent plus tard des convulsions et même sont encore atteints d'ataxie

24 heures après l'injection de MSO. A la dose de 6mg/kg,le pindolol ne mo­

difie pas statistiquement ni le développement,ni l'amplitude de l'hypother­

mie induite par la MSO (figure 18),tous les animaux exhibent un syndrome

d'ataxie accompagné d'une "flat body posture".

Le prétraitement par le (-) propranolol (16-25mg/kg,

i.p.) provoque une hypothermie rectale immédiate chez les rats recevant
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Figure 16- Amplitude maximum de la variation de la température rectale

(~OC) à la suite de l'injection intrapéritonéale de MSO.

(150mg/kg) au rat, à une température ambiante de 24°C.

Prétraitement par 5-HTP (100mg/kg, i.p.) (colonne a) (n=5); témoins (colon­

ne T ) (n=4) , 20mn avant la MSO.
a

Prétraitement par 5-HTP (200mg/kg, i.p.) (colonne b) (n=4); témoins (colon-

ne Tb) (n=4), 20mn avant la MSO.

Prétraitement pa~ 5-HTP (100mg/kg,i.p.) préassocié à carbidopa (10mg/kg,

i.p.) (colonne c) (n=4); témoins (colonne T ) (n=4) , 30mn avant le 5-HTP.
c

Prétraitement par 5-HTP (50mg/kg,i.p.) préassocié à carbidopa (10mg/kg,i.

p.) (colonne d) (n=4); témoins non représentés (n=4) , 30mn avant le 5-HTP.

* P <0,05, ** P (0,01, pour les différences significatives avec les témoins

respectifs.
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Figure 17- Variations de la température rectale à la suite de l'injec-

tion intracérébroventriculaire (IIIèventricule) de MSO au

Rat, à la température ambiante de 24°C. 0: 5-HTP (200mg/kg,i.p.) 15mn

avant l'injection de MSO (60pg par rat) (n=5);.: témoins recevant

MSO (60pg par Hat) (n=5) dans le IIIèventricule. * p<O,Ol pour la

différence significative avec les témoins.
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Figure 18- Evolution de la température rectale ( OC) à la suite d'une

injection intrapéritonéale de MSO (150mg/kg) à 3 rats.Q:

prétraitement par (~)pindolol (3mg/kg,s.c.);~:prétraitementpar (~)

pindolol (6mg/kg;s.c.);.: rat témoin ( (~)pindolol 3mg/kg,s.c.). Tem­

pérature ambiante de 24°C. Durée en heures.

r.s.c. de (~)pindolol 60mn avant la MSO.
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Figure 19- Variation de la température rectale (~QC) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (ventricule latéral)

de MSO (75pg par rat) 'au rat, à la température ambiante de 24 0 C,0 :

(::)pindolol (3mg/kg) ,s.e.) 60mn avant (n=5);.: témoins, MSO seule

(n=5). * p<O,05, ** p<O,Ol, *** p<O,OOl, pour les différences si­

gnificatives avec les témoins.
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Figure 20- Variation de la température rectale (~OC) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (IIIèventricule) de

MSO (60pg par rat), à la température ambiante de 24°C.Q: (~)pindolol

(3mg/kg,s.c.) 60mn avant (n=6);.: témoins, MSO seule (n=5). * p (0,

01, pour les différences significatives avec les témoins.
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Figure 21- Variation de la température rectale (~OC) à la suite d'une in-

jection intrapéritonéale de MSO (150mg/kg, i.p.) au rat, à la

température ambiante de 24°C. ,r: (-)propranolol (16mg/kg, i.p.), 15mn a­

vant; ~: (-)propranolol (25mg/kg, i.p.), 15mn avant la MSO;. : témoins.

Durée en heures.

* p <0,05, ** p <0,01, ***p<O,OOl, pour les différences significatives

avec les témoins.

Pour chaque série d'expérience n=4.
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Figure 22- Variation de la température rectale (~OC) à la suite d'une in-

jection intracérébroventriculaire (IIIè ventricule) de MSO (60ug

par rat) au rat, à la température ambiante de 24°C. 0 : (-)propranolol 16mg/

kg, i.p.), 20mn avant la MSO; • : témoins.

**p <O,Ol,***p<O,OOl, pour les différences significatives avec les té­

moins. Durée en heures.

Pour chaque expérience n=4.
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la MSO dans le IIIèventricule (p(O,OOl à 1h),cette hypothermie s'étend

jusqu'à 5h (p<O,Ol)(figure 22), en outre, l'amplitude de l'hypothermie

induite par la MSO injectée par voie intrapéritonéale augmente (figure 21).

Tous les animaux prétraités par le propranolol recevant ensuite la MSO par

la voie systémique ne montrent aucun ajustement de la posture mais une ab­

duction des membres postérieurs, réciproquement, ceux recevant la MSO dans

le IIIèventricule exhibent un syndrome d'ataxie avec myoclonus des membres

postérieurs ou même des convulsions toniques-cloniques suivies d'opistho­

tonos.

Effet d'un antagoniste sélectif

En présence de Ketanserin (0,7-1,4mg/kg, i.p.) l'hypo­

thermie induite par la MSO n'est pas statistiquement différente de celle

enregistrée avec la MSO seule, de même que le comportement associé chez

tous les animaux recevant la MSO par la voie systémique; cependant, pour

la majeure partie des rats recevant la MSO dans le IIIèventricule le pré­

traitement par la Ketanserin est associé à des convulsions toniques-cloni­

ques suivies d'opisthotonos.

4 - Conclusion

Il a été montré qu'une concentration d'ammoniaque de 0,1 à 10mM sti­

mule la sécrétion d'amines, en particulier la 5-HT, d'une intensité dépen­

dant de la concentration , à partir des synaptosomes du cerveau du rat (E­

recinska et coll., 1987). L'ammoniaque induit une alcalinisation des vési­

cules de stockage intrasynaptiques provoquant ainsi une sortie des amines

dans le cytoplasme et leur fuite subséquente dans le milieu extérieur par

une inversion des transporteurs de la membrane plasmique (Erecinska et coll.

1987). Ainsi, l'augmentation progressive de la concentration en ammoniaque

dans le cerveau du rat, jusqu'à 4 à 5heures, à la suite de l'administration

de MSO, pourrait être suffisante pour induire une fuite et une déplétion

de la 5-HT en premier lieu au niveau des neurones sérotoninergiques, leurs

somas étant localisés dans les noyaux du raphé du mésencéphale. Dans nos

expériences concernant l'existence éventuelle d'une relation entre l'hypo­

thermie induite par la MSO et le métabolisme cérébral de la 5-HT, les ef­

fets d'une réduction des concentrations en 5-HT sont étudiés par un trai­

tement aigu par la PCPA, la PCA et la FFA. La PCPA provoque une inhibition

de la synthèse de la 5-HT, principalement dans le cerveau antérieur mais

moins dans les somas des neurones sérotoninergiques (Aghajanian et coll.,
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1973), simultanément avec une déplétion périphérique et centrale en 5-HT

(Alexander et coll.,1988; Chaput et coll.,1990; Koe,Weissman,1966; Lorens,

1978).La PCA et la FFA induisent la libération de 5-HT à partir du compar­

timent extravésiculaire synaptique (Fuller et coll.,1988; Garattini et coll.

1987; Kuhn et coll. ,1985; Sarkissian et coll.,1990; Trulson,Jacobs,1976),

liée dans le cerveau antérieur,à une perte sélective des terminaisons 5-

HT à partir du noyau dorsal du raphé mais non à partir du noyau médian du

raphé (Blier et coll.,1990; Mamounas,Molliver,1988j Molliver,Molliver,

1990) et conduisant à des réductions à long-terme des teneurs en 5-HT cé­

rébrales (Fuller et coll.,1965; Kleven,Seiden,1989j Ricaurte et coll.,19­

85; Sanders-Bush,Steranka,1978j Steranka,Sanders-Bush,1979).

Le prétraitement des rats soumis à la MSO par ces dépléteurs en 5-HT

ou potentialise (PCPA) ou ne modifie pas (PCA et FFA) l'hypothermie corpo­

relle,cependant les troubles moteurs apparaissent plus tôt,particulière­

ment chez les animaux recevant la MSO dans le IIIè ventricule.Il a été ob-

servé antérieurement que le traitement par la MSO associée à la PCPA pro­

voquait une réduction supérieure des concentrations en 5-HT dans le cer­

veau moyen et l'hypothalamus à celle déterminée après le traitement par

la PCPA seule (Sellinger,Dietz,1981).D'ailleurs,des différences dans la

dépletion en 5-HT apparaissent chez les rats entre les diverses régions

du cerveau du rat (Miller et coll.,1970 Steranka,Sanders-Bush,1979) à

la suite du prétraitement par la PCPA, le PCA et la FFA,mais aucune de

ces trois molécules n'altère le métabolisme de la sérotonine dans les

corps cellulaires des neurones des noyaux dorsal et médian du raphé (Agha­

janian et coll.,1973j Mamounas,Molliver,1988j Molliver,Molliver,1990).Si

des systèmes 5-HT centraux contrôlent ou modulent une interdépendance pos­

sible entre l'hypothermie centrale et les troubles moteurs induits par la

MSO,il apparait nécessaire d'étudier les effets d'une charge en 5-HTP.Les

rats sont prétraités par une seule dose de 5-HTP (200mg/kg,i.p.) seule ou

par 5-HTP (100mg/kg,i.p.) préassocié avec la carbidopa (10mg/kg,i.p.),un

inhibiteur de la décarboxylase périphérique (Porter et coll.,1962; Warsh,

Stancer,1976),et de la décarboxylase de l'endothélium des capillaires cé­

rébraux (Bartholini et coll.,1971),ceux-ci conservent une température in­

terne pratiquement constante après l'administration de la MSO sans dispa­

rition de la majorité des troubles moteurs.L'administration de 5-HTP ré­

sulte principalement en une élévation du degré de "turn-over" et de la
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libération de 5-HT (De Simoni etcoll.,1987),ce qui augmente l'activité

fonctionnelle sérotonergique (Green,1984) ,bien que son effet soit considé­

ré comme aspécifique. D'ailleurs,la charge en 5-HTP pourrait se traduire

par une production de 5-HT différente d'un point de vue topographique et

fonctionnel de la 5-HT endogène produit en l'absence du précurseur (Kle­

ven et coll.,1983).Nous avons montré qu'un prétraitement par le 5-HTP

(100mg/kg,i.p.) seul,ne modifie pas le développement et le degré de l'hy­

pothermie induite par la MSO,ce qui prouve que l'augmentation du métabo­

lisme de la 5-HT dans les cellules endothéliales (Hardebo et coll.,1980;

Maruki et coll. ,1984) est sans effet; réciproquement,le pré traitement par

le 5-HTP associé à la carbidopa supprime l'hypothermie induite par la MSO

ce qui prouve que le parenchyme cérébral est le site de la synthèse accrue

et de la libération de la 5-HT (Anderson et coll.,1987). Les chronologies

des variations des concentrations en 5-HT dans le cerveau des rats,à la

suite de l'injection intrapéritonéale de 5-HTP (100mg/kg) et de 5-HTP

(100mg/kg) préassocié à la carbidopa(10mg/kg) peuvent être strictement mi­

ses en parallèle avec les chronologies des variations de la température

rectale des rats soumis à la MSO par voie intrapéritonéale,à la suite des

deux pré traitements indiqués ci-dessus,respectivement (Loscher et coll.,

1984); les augmentations en 5-HT du cerveau à 2,4 et 6 heures excèdent

fortement celles observées sans carbidopa .Ainsi,l'augmentation des con­

centrations en 5-HT dans le cerveau des rats soumis à la MSO neutralise

l'action hypothermique de la molécule,sans supprimer la majorité des trou­

bles moteurs induits associés à la manifestation de certains comportements

déclenchés par la 5-HT tels que l'abduction des membres postérieurs (Green,

1984; Jacobs,1976)et la posture d'inertie "flat body posture" (Colpaert

et coll.,1989).

Les réponses d'ordre fonctionnel de la 5-HT que de nombreux auteurs ont

observées et étudiées sont d'apparition relativement lente et de longue

durée,ce qui suggère que cette action est de nature métabotrope.La diver­

sité à la fois de l'action et des réponses provoquées par des manipulations

pharmacologiques suggère qu'il existe,notamment dans le système nerveux

central,de multiples types de récepteurs 5-HT (Glennon,1987; Hamon et coll.

1988; Peroutka,1987,1988).Nous avons montré que le prétraitement des rats

par le (:)pindolol aux doses de 1,5 à 3mg/kg,s.c.,atténue ou supprime l'
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hypothermie induite par la MSO administrée par la voie systémique ou dans

le III è ventricule (figures 18,19,20).Le pindolol est un antagoniste non

sélectif des ~-adrénocepteurs ayant une forte affinité pour le site de

liaison 5-HT
1A

(Hoyer,1988; Middlemiss et coll.,1985).Il est intéressant

de préciser que chez des rats prétraités par le pindolol à la dose de 6mg/

kg,s.c.,il n'y a aucune modification dans les caractéristiques de l'hypo­

thermie rectale induite par la MSO (150mg/kg,i.p.);ce résultat confirme

le double rôle d'antagoniste et d'agoniste des récepteurs sous-type 5-HT
1A

joué par le pindolol (Hjorth,Carlsson,1985,1986).A la concentration la

plus élevéeJle pindolol a un effet légèrement potentialisateur sur l'ac­

tion hypothermique de la MSO. Le prétraitement des rats par le (-) propra­

nolol (16 à 25mg/kg,i.p.) conduit à des résultats assez complexes lorsque

ceux-ci sont ensuite soumis à l'action de la MSO:l'hypothermie induite par

la MSO est renforcée si cette dernière molécule est administrée par la

voie intrapéritonéale,alors que l'hypothermie est atténuée si la MSO est

injectée dans le IIIè ventricule (figures 21,22).Le propranolol est un

antagoniste non sélectif des ~-adrénocepteurs qui manifeste une affinité

pour le site de liaison 5-HT
1A

dix fois inférieure à celle manifestée par

le pindolol (Hoyer,1988),le propranolol n'apparait pas comme étant un bon

antagoniste des autorécepteurs 5-HT
1A

(Sharp et coll.,1990).L'administra­

tion de Ketanserin aux doses de 0,7 à 1,4mg/kg,i.p.,20mn avant l'injectioQ

systémique ou dans le III
è

ventricule de la MSO,ne modifie aucune des ca­

ractéristiques de l'hypothermie interne ainsi produite. La ketanserin est

un antagoniste à forte affinité pour le site de liaison 5-HT
2

(Hoyer,1988).

Il a été proposé que l'activation des récepteurs sous-types 5-HT
1A

résul­

te en une réponse hypothermique,tandis que l'activation des récepteurs 5­

HT 2 produit une réponse hyperthermique (Gudelsky et coll.,1986; Hjorth,19­

85).Ainsi,des agonistes 5-HT
1A

tels que la 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)

tetralin (8-0H-DPAT) ou la molécule anxiolytique,la buspirone,produisent

une hypothermie interne chez le rat par activation des mécanismes liés au

récepteur 5-HT
1A

(Koenig et coll.,1988).La dose de 8-0H-DPAT requise pour

provoquer l'hypothermie est généralement près de 5 à 10 fois supérieure

à celle requise pour une inhibition significative de la synthèse de la 5­

HT,dans ce cas il y a stimulation des récepteurs 5-HT postsynaptiques

(Hjorth,Magnusson,1988).Plus récemmentJon a suggéré que des ligands sélec-
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tifs du récepteur 5-HT
1A

activent les autorécepteurs 5-HT
1A

présynaptiques

(somato-dendritiques) dans les noyaux du raphé,diminuent la libération de

5-HT et ainsi abaissent la température corporelle, indiquant des propriétés

d'agonistes à ce récepteur (Lesch et coll.,1990).De récentes études de car­

tographie quantitative par autoradiographie des récepteurs sérotonergiques

dans le cerveau du rat apportent les résultats suivants: la plupart des

aires offrant d'importantes concentrations en récepteurs 5-HT
1

correspon­

dent à celles contenant des terminaisons nerveuses des neurones sérotoner-

giques localisés principalement dans les noyaux du raphé,ces aires étant

notamment l'hippocampe,le septum,le néocortex,les ganglions basaux,l'hypo­

thalamus (différents noyaux),la substantia nigra; par contre,la densité

des récepteurs 5-HT
2

est bien supérieure dans les aires du télencéphale,

notamment le néocortex et le claustrum,que dans les aires méso-ou métencé­

phaliques (Pazos,Palacios,1985; Pazos et coll,1985).

Comme on peut le constater le problème de l'existence d'un lien éven­

tuel entre l'action de la MSO sur le métabolisme de la 5-HT et l'hypother­

mie corporelle est particulièrement difficile à résoudre. Les travaux de

nature pharmacologique,dont nous venons de parler,ont pratiquement tous

été réalisés à l'aide de ligands artificiels des récepteurs 5-HT,mais en

ce qui concerne notre problème le ligand est la 5-HT.On sait que la 5-HT

possède une forte affinité pour les récepteurs 5-HT
1

:K
i
=2,2nM pour le sous­

type 5-HT
1A

notamment;par contre la 5-HT offre une très faible affinité

pour les récepteurs 5-HT
2

:K
i

=2700nM (Peroutka,1987). La sécrétion de 5-HT

provoquée progressivement par l'augmentation de la concentration en ammo­

niaque/dûe à l'inhibition de l'activité de la glutamine synthétase par la

MSO) peut se traduire par une occupation progressive des récepteurs 5-HT
1

dans différentes régions du système nerveux central du rat.Il apparaît

probable que ce sont les récepteurs sous-types 5-HT
1A

auxquels se lie 5-

HT extracellulaire,et peut-être en premier lieu ceux localisés dans les

noyaux du raphé mésencéphalique ,la liaison de la 5-HT s'étendant progres­

sivement aux récepteurs 5-HT
1

,sous-types 5-HT
1A

et 5-HT1B ,situés dans les

diverses régions cérébrales innervées par les arborisations terminales dif­

fuses sérotonergiques.Sellinger et Dietz (1981) ont suggéré que la MSO af­

fectait en premier lieu les corps cellulaires sérotoninergiques, localisés

dans les régions du tronc cérébral et du mésencéphale,et que plus tard
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son effet se propageait aux terminaisons sérotoninergiques. Ainsi, la dé­

plétion en 5-HT induite par la MSO au niveau des noyaux du raphé peut en­

traîner une action dépressive sur le métabolisme oxydatif du glucose dans

différentes régions du cerveau du rat, ce processus, contrôlé et modulé

par certains sous-types de récepteurs 5-HT1 , serait directement responsa­

ble de la diminution de la température interne qui fait immédiatement sui­

te à l'administration de la MSO.
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1 - Introduction

Les neurones des noyaux du raphé ont des projections extensives vers

à peu près toutes les parties du névraxe (Steinbusch,1984). Ces projections

diffuses et le faible pourcentage de leurs varicosités qui forment des con­

tacts synaptiques impliquent que la 5-HT peut diffuser vers des récepteurs

éloignés qui pourraient être localisés aussi bien sur des cellules gliales

que sur des neurones (Descarries et coll., 1975: Lidov et coll., 1980; Sa­

no, Veda, 1988; Seal, Pentreath, 1985). Ainsi, il peut être plus convena­

ble d'envisager la 5-HT comme un neuromodulateur (Beaudet, Descarries: 19­

78). La libération non-synaptique de 5-HT est donc en faveur d'une libéra­

tion paracrine de ce neurotransmetteur par la majorité des terminaisons a­

xoniques sérotoninergiques et peut être par les dendrites dans le noyau

dorsal du raphé. Sellinger et Dietz (1981) avait proposé que la MSO affec­

tait en premier lieu les corps cellulaires sérotoninergiques, localisés

dans le tronc cérébral et le mésencéphale, et que plus tard son effet se

propageait aux terminaisons sérotoninergiques. Il est donc important de réa­

liser des infusions de MSO au niveau de la région du noyau dorsal du raphé

afin de confirmer le rôle éventuellement joué par la 5-HT dans les mécanis­

mes d'induction de l'hypothermie corporelle déclenchée par la MSO. Ceci est

illustrée par les figures 23 et 24.

2 - Résultats expérimentaux

La MSO est infusée à la dose de 25ug dans un volume de 0,5ul.

Les résultats sont illustrés par la figure 25.

La MSO infusée dans le noyau dorsal du raphé provoque une hypothermie

important atteignant -2,9°C (p<O,Ol), 5 heures après l'infusion. La bais­

se de la température rectale commence une heure après l'infusion.

L'animal présente toujours un fort déséquilibre avec absence des ré­

flexes de redressement.



69

Abréviations selon l'atlas de Paxinos,Watson (1982)

Aq aqueduc

CG substance grise centrale (périaqueducale)

CGD substance grise dorsale

CGM substance grise médiane

DR : noyau dorsal du raphé

me5 tractus mésencéphalique du nerf trijumeau

Me5 noyau du tractus mésencéphalique du nerf trijumeau

mlf faisceau longitudinal médian

MnR noyau médian du raphé
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C Cortex
HI.D~OCampus,

Figure 23- A Représentation schématique des groupes cellulaires séro­

tonergiques centraux et de leurs projections en coupe

sagittale dans le cerveau du Rat. B7 et B8 sont les noyaux dorsal et

médian du raphé, respectivement.

B Projection horizontale des voies sérotonergiques ascen-

dantes.

(d'après Fuxe K., Johnsson G., 1974, ~~~~_~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

10, 1-12).
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Figure 24- Représentation schématique des neurones 5-HT dans le sys-

tème nerveux central. Un petit nombre de corps cellulaires

sont situés principalement dans le raphé; ils innervent diffusément

le cerveau et la moelle épinière. Dans l'ensemble, les neurones 5-HT

du raphé antérieur et postérieur donnent naissance aux projections

ascendantes et descendantes, respectivement.

(d'après Maeda T. et coll., 1989, Arch.Histol.Cytol., 52 (8), 113-120).
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Figure 25 - Variation de la température rectale (A oc) à la sui te de

l'infusion de MSO dans le noyau dorsal du raphé du Rat,

à la température ambiante de ~t1roC. 0 : MSO (25 rg par rat) (n=5);.

témoins (n=5). Durée en heures. * p<0,05, ** p <,0,01, pour les dif­

férences significatives avec les témoins.

Les microinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mésencéphale du Rat (atlas de Paxinos,

'tv'atson, 1982).
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-Etude du rôle de la sérotonine

La MSO est infusée à la dose de 25pg dans un volume de 0,5pl.

Le traitement au préalable des rats soumis à l'action de la MSO,par

le (~)pindolol se traduit par la suppression de l'hypothermie rectale ré­

sultant de l'action de la MSO seule,à 2h la baisse de la température rec­

tale est de -1,5°C (p <0,05 par comparaison avec la MSO seule) et à 5h,

elle n'est que de -1,2°C (p<O,Ol par comparaison avec la MSO seule) (fi­

gure 26). Du point de vue comportemental, les animaux se montrent très ac­

tifs et dans la plupart des cas, ils sont déséquilibrés, avec absence des

réflexes de redressement.

Le prétraitement par le (-)propranolol, supprime la baisse de la tem­

pérature rectale observée avec la MSO seule, (figure 27). Du point de vue

comportemental, les rats sont plus ou moins déséquilibrés,mais ils retrou­

vent rapidement les réflexes posturaux.

Le traitement au préalable par la ketanserin n'empêche pas l'hypother­

mie dûe à la MSO seule (figure 28). Du point de vue comportemental, l'ani­

mal est très déséquilibré,il peut subir des convulsions généralisées.

En conclusion, les antagonistes non sélectifs des récepteurs 5-HT
1

,

le (~)pindolol et le (-)propranolol, suppriment l'hypothermie rectale in­

duite par la MSO infusée dans le noyau dorsal du raphé ,par contre, l'an­

tagoniste sélectif des récepteurs 5-HT 2 , la ketanserin n'a aucune action

sur l'hypothermie rectale induite dans les mêmes conditions d'expérience.

3 - Conclusion

Les neurones sérotoninergiques possèdent la machinerie biochimique

pour la synthèse et le stockage de la 5-HT; la stimulation des noyaux du

raphé mésencéphalique provoque la libération de 5-HT dans des régions post­

synaptiques (Aghajanian et coll., 1987). En outre, les neurones sérotoniner­

giques offrent un mécanisme autoentretenu intrinsèque modulé au moins par 2

neurotransmetteurs: la noradrénaline, agissant par les'~l-adrénocepteurs ac­

célère le mécanisme et la 5-HT agissant par les autorécepteurs somatoden­

dritiques ralentit le mécanisme (Aghajanian et coll., 1987). Ces autorécep­

teurs 5-HT somatodendritiques appartiennent au sous-type 5-HT1A (Sotelo et

coll., 1990). Nous avons démontré que l'infusion de MSO (25ug) dans le noy­

au dorsal du raphé du rat est suivie par une hypothermie rectale bien pro-
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Figure 26 - Variation de la température rectale (Lioc) à la suite de

l'infusion de MSO (25 rg par rat) dans le noyau dorsal du

raphé du Rat, à la température ambiante de 24°C.~: (~) pindolol (3mg/

kg,s.c.) 30 mn avant la MSO (n=5)j.: témoins (n=5)j 0: MSO (c:5 '(g par

rat) (n=5). Durée en heures. * p ~'0,05,**p <0,01, pour les différences

significatives avec les témoins ;*p<0,05~*P<0,01, pour les différen­

ces significatives avec les rats soumis à la MSO seule.

Les microinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mesencéphale du Rat (atlas de Paxinos,

'da tson, 1982).
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Figure 27- Evolution de la température rectale ( OC) à la suite de

l'infusion de MSO (25~g par rat) dans le noyau dorsal du

raphé du Rat, à la température ambiante de 24°C.O: (-)propranolol

(16mg/kg,i.p.) 15mn avant la MSO (n=5);e: témoins, MSO seule (n=5).

Durée en heures. * p«O,05; pour les différences significatives avec

les témoins. Les m~croinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mésencéphale du Rat (atlas de Paxinos,

Watson, 1982).
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Figure 28- Variation de la température rectale (~OC) à la suite de

l'infusion de MSO (25~g par rat) dans le noyau dorsal du

raphé du Rat, à la température ambiante de 24°C.Q:ketanserin(0,5mgl

kg,i.p.) 20mn avant la MSO (n=5);.: témoins (n=5). Durée en heures.

* p <0,01 pour les différences significatives avec les témoins.

Les microinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mésencéphale du Rat (atlas de Paxinos,

Watson, 1982).
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gressive et de longue durée. Cette hypothermie est atténuée significative­

ment par le prétraitement par le pindolol, et abolie significativement par

injection préalable de (-)propranolol. Par contre, le prétraitement par

la Ketanserin n'affecte aucune caractéristique de l'hypothermie induite

par la MSO dans ces mêmes conditions expérimentales.

On a montré que des injections cérébrales de 8-0H-DPAT (2,5~g) dans

le noyau dorsal du raphé produisent une diminution significative de la tem­

pérature interne chez le rat mâle, ce qui suggère la possibilité d'un rô­

le spécifique joué par les mécanismes liés aux récepteurs 5-HT1 dans la

thermorégulation (Higgins et coll., 1988). Très récemment, la température

interne des rats Wistar mâles a été mesurée après application locale de

5-HT (10~g) ou de 8-0H-DPAT (5~g) dans les noyaux dorsal et médian du ra­

phé. L'application de 5-HT ou de l'agoniste 5-HT1A , le 8-0H-DPAT,dans le

noyau dorsal du raphé se traduit par une nette diminution de la températu­

re corporelle, tandis que les injections dans le noyau médian du raphé n'

ont aucune action. Ces résultats démontrent le rôle important joué par le

noyau dorsal du raphé dans la thermorégulation chez le rat.

Le fait que l'agoniste 5-HT
1A

, le 8-0H-DPAT produise un hypothermie,

et l'observation que l'administration de l'antagoniste 5-HT1le (-)pindolol

bloque à la fois l'hypothermie induite par la 5-HT ou par le 8-0H-DPAT,

montrent l'implication des récepteurs 5-HT1A du noyau dorsal du raphé dans

la thermorégulation chez le rat (Hillegaart, 1981). Nous sommes ainsi en

droit de rapprocher ces résultats de ceux que nous avons obtenus à la sui­

te de l'infusion de MSO dans le noyau darsaJdu raphé.

Notre technique expérimentale a été convenablement appliquée dans

toutes les expériences que nous avons faites, en particulier chaque micro­

infusion réalisée à l'aide d'une aiguille de calibre G33 a été localisée

avec précision. La sécrétion de 5-HT causée par l'augmentation de la con­

centration en ammoniaque dans les compartiments extra et intracellulaires

de l'aire du noyau dorsal du raphé s'est traduite par une occupation pro­

gressivement croissante des récepteurs 5-HT1A par l'indoleamine.

On sait que les injections de 5-HT dans le noyau dorsal du raphé pro­

duisent une diminution extensive de la synthèse de 5-HT dans le cerveau
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ant~rieur alors que cette diminution ne se produit pas à la suite des in­

jections de 5-HT dans le noyau médian du raphé (Hillegaart et coll., 1980).

Il est cependant impossible de répondre à la question de savoir si la

liaison de la 5-HT aux sites 5-HT
1A

conduisant à l'hypothermie interne s'

effectue au niveau de récepteurs présynaptiques (autorécepteurs) ou de ré­

cepteurs postsynaptiques.
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INTERACTION EVENTUELLE ENTRE LES SYSTEMES CATECHOLAMINERGIQUES ET SEROTO­

NINERGIQUES DANS L'INDUCTION DE L'HYPOTHERMIE PAR LA MSO
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1 - Introduction

Il existerait une interrelation entre les catécholamines et la séro-

tonine dans le cerveau du rat. Ainsi, lorsque les neurones du locus coeru­

leus sont activés, la libération à la fois de 5-HT et de NA augmente dans

le cortex cérébral; par contre, les neurones du noyau médian du raphé (NMR)

ne sont pas affectés par l'activité du locus coeruleus. Ces effets sont dûs

à des connexions anatomiques existant entre le locus coeruleus et le NDR,

leur innervation réciproque fait que la NA facilite l'activité sérotoniner­

gique et la stimulation du NDR inhibe l'activité du locus coeruleus (Peter­

sen, 1989; Pujol, 1979).

Les terminaisons des axones sérotoninergiques dans le cerveau du rat

possèdent à la fois des autorécepteurs 5-HT et des adrénorécepteurs~2.

La phentolamine bloque les récepteurs~2, elle bloque aussi les autorécep­

teurs 5-HT. Ce serait le blocage des autorécepteurs sérotoninergiques par

la phentolamine qui provoquerait l'augmentation de la libération de la sé­

rotonine (Limberger et coll., 1989).

Dans le noyau dorsal du raphé adulte, ont été mis en évidence des

récepteurs 5-HT1A (Sotele et coll.,1990) et des récepteurs~l adrénergi­

ques sur les cellules sérotoninergiques de ce noyau (Smith,Gallager, 1989).

2 - Administration de molécules

Le betaxolol (Synthelabo Recherche, Paris) (1,5mg/kg, s.e.).

Le ICI 118.551, chlorhydrate (Imperial Chemical Industries PLC, Mac-

clesfield) (1,13-2,26mg/kg, i.p.).

La prazosin, chlorhydrate (Sigma) (1,6-3,3mg/kg,i.p.).

La yohimbine, chlorhydrate (Sigma) (0,6-2,2mg/kg, i.p.).

La phentolamine, methane-sulfonate (Ciba-Geigy) (7mg/kg, i.p.).
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Le sulpiride (Sigma) (5-10mg/kg;s.c.).

Ces molécules sont dissoutes dans NaCl à 0,9% et injectées respectivement

30,15, et 30mn avant l'administration de MSO.

3 - Résultats expérimentaux

Le prétraitement par la phentolamine (7mg/kg,i.p.) maintient l'hypo­

thermie dûe à la MSO seule:l'abaissement de la température interne à 4h

est de -2,7°C avec p<:O,OOl comparativement aux rats témoins.

Les rats sont ataxiques,peu sensibles au toucher et présentent une hyper­

tonie des membres postérieurs.

Le prétraitement par la prazosin (1,6 - 3,3mg/kg,i.p.)provoque une

hypothermie plus forte que celle dûe à la MSO seule, à la dose de 1,6mg/kg,

l'abaissement thermique à 5h est de -3,0~0,2°C avec p<:O,OOlcomparative­

ment au témoin et avec p <0,01 comparativement à la MSO (figure 29) .Les

animaux sont déséquilibrés et sensibles au toucher, ils ont des convulsions.

La yohimbine doit être utilisée à des doses thermoneutres,c'est à di­

re entre 0,5 et 2mg/kg,i.p.(Zacny,1982). Le rat prétraité par la yohimbi­

ne (1 à 2mg/kg,i.p.) maintient une hypothermie égale (dose de 1mg/kg) ou

plus forte (dose de 2mg/kg) que celle dûe à la MSO seule: l'abaissement

thermique à 4h est de -2, 3~O, 3°C avec p <0,01 par rapport aux témoins à

la dose de 2mg/kg (figure 29).Les rats sont ataxiques,les membres sont en

extension,ils sont sensibles au toucher et parfois ils subissent des con­

vulsions.

Le traitement au préalable par le bétaxolol (1,5 à 4mg/kg,s.c.)frei­

ne fortement l'hypothermie dûe à la MSO seule,à la dose de 1,5mg/kg. Par

contre,à la dose de 2,5mg/kg ou de 4mg/kg,l'hypothermie est aussi forte

qu'en présence de MSO seule (figure 29). Les rats sont très déséquilibrés,

ils présentent un des symptômes du syndrome 5-HT,la "fiat body posture",

quelquefois des convulsions généralisées s'observent à la dose de 1,5mg/

kg.

Le pré traitement par ICI 118.551 (1,13 à 2,26mg/kg,i.p.) augmente l'

hypothermie dûe à la MSO seule: l'abaissement à 5h est de -3,1~0,2°C avec

P<:O,OOl comparativement au témoin,à la dose de 2,26mg/kg (figure 29).
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Figure 29- Amplitude maximum de l'hypothermie rectale (~OC) à la suite

de l'injection intrapéritonéale de MSO (150mg/kg) au rat, à

une température ambiante de 24°C, après traitement par des antagonistes

des ~1' =<2' f3 1 et P2 adrénocepteurs.

Prazosin (1,6 et 3,3mg/kg, i.p.) (colonnes pr 1,6 et 3,3) (n=4), 30mn

avant la MSO.

Yohimbine (1,1 et 2,2mg/kg, i.p.) (colonnes yo 1,1 et 2,2) (n=4), 30mn

avant la MSO.

Betaxolol (1,5 ; 2,5 et 4mg/kg, s.e.) (colonnes be 1,5; 2,5; 4) (n=4),

30mn avant la MSO.

ICI 118.551 (1,13 et 2,26mg/kg, i.p.) (colonnes ICI 1,1 et 2,2) (n=4), 15

mn avant la MSO.

**p <O,Ol,***p <0,001, pour les différences significatives avec les té­

moins (colonnes T) respectifs.
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Les rats sont déséquilibrés, ils présentent la "fIat body posture",quelque_

fois des convulsions généralisées sont observées aux deux doses de ICI

118.551 utilisées.

L'hypothermie induite,chez les rongeurs,par les agonistes dopaminer­

giques (apomorphine,pergolide) semble impliquer la stimulation des récep­

teurs dopaminergiques type D
2

(Moore,Axton,1990; Ogren,Fuxe,1988),puisque

le sulpiride,antagoniste sélectif des récepteurs D
2

inhibe cette hypother­

mie (Ogren,Fuxe,1988).

Le traitement au préalable par le sulpiride (5 à 10mg/kg,s.c.) main­

tient en apparence l'hypothermie dûe à la MSO seule. Dans ce cas,le témoin

sulpiride baisse également,ce qui du point de vue statistique supprime

presque totalement la baisse dûe à la MSO seule. La baisse de la tempéra­

ture à 4h est de -2,3~0,1°C avec p<: 0,01 par rapport aux rats témoins à

la dose de sulpiride de 5mg/kg (figure 30) .Les rats sont ataxiques.

Le pré traitement des rats soumis à la MSO (60~g/10~1 par animal) par

les antagonistes des récepteurs adrénergiques sous t ypeso(l (prazosin 1,6

mg/kg,i,p')'~2 (Yohimbine 2,2mg/kg,i.p.), ~1 (betaxolol 2,5mg/kg,s.c.)

et ~2 (ICI 118.551 1,13mg/kg,i.p.) n'a pas modifié significativement ni

le développement,ni l'amplitude de l'hypothermie corporelle induite par

la MSO seule (figure 31). Le comportement des animaux ainsi prétraités est

sensiblement le même avec un syndrome d'ataxie associé à la "fIat body pos­

ture" et même la "queue de Straub" et les membres postérieurs en abduction

dans le cas du prétraitement par ICI 118.551. Il est à préciser que le

traitement au préalable par la yohimbine s'est traduit par la mort de tous

les animaux/sensiblement 4h après l'injection intraventriculaire de la MSO.

Le prétraitement par l'antagoniste des récepteurs dopaminergiques D ,
2

le sulpiride (10mg/kg,s.c.) ne modifie pas significativement l'hypothermie

induite par la MSO seule. Cependant, les ,rats exhibent un syndrome d'ataxie,

associé à.la "queue de Straub", de l' opisthotonos et même des convulsions

toniques-cloniques généralisées.
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Figure 30- Variation de la température rectale (~OC) à la suite de

l'injection intrapéritonéale de MSO (lSOmg/kg) au rat,

à la température ambiante de 24°C.Q: Sulpiride (Smg/kg, s.e.) 30mn

avant la MSO, (n=4)ie: témoins (n=4). Durée en heures. * P~O,OS,

iC -1c p <' 0,01, pour les différences significatives avec les témoins.



85

o

-1

T T 1 T

..... ,.....

pr T ya be 1 ici

1,6 2.2 2,5 22

***

1-

**
**

**

Figure 31- Amplitude maximum de l'hypothermie rectale (~oC) à la suite

de l'injection intracérébroventriculaire (rrrèventricule ) de

MSO (60ug par rat) au rat, à une température ambiante de 24°C, après trai­

tement par des antagonistes des P<1' ~'2' Blet r 2 adrénocepteurs.

Prazosin (1,6mg/kg, i.p.) (colonne pr 1,6) (n=4).

Yohimbine (2,2mg/kg, i.p.) (colonne yo 2,2) (n=3).

Betaxolol (2,5mg/kg, s.e.) (n=4) (colonne be 2,5).

ICI 118.551 (2,26mg/kg, i.p.) (colonne ICI 2,2) (n=3).

**p <O,Ol;***p<O,OOl, pour les différences significatives avec les té­

moins (colonnes T) respectifs.

r.i.p. de prazosin, de yohimbine 30mn avant la MSO.

r.s.c. de betaxolol 30mn avant la MSO.

r.i.p. de ICI 118.551 15mn avant la MSO.
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4 - Conclusion

Il existe des connexions neuroanatomiques entre les systèmes séroto­

ninergiques et noradrénergiques dans le système nerveux central du rat.

Plusieurs études ont montré que le locus coeruleus et le noyau dorsal du

raphé sont innervés réciproquement: la NA libérée par la stimulation du

locus coeruleus facilite l'activité sérotoninergique, par contre la libé­

ration de 5-HT par la stimulation du noyau dorsal du raphé inhibe l'acti­

vité du locus coeruleus (Petersen et coll., 1989). En outre, une diminu­

tion de la concentration en 5-HT endogène se traduit par la perte du con­

trôle par rétroaction négative de la libération de NA (Reader et coll.,

1986). On a montré récemment que des agonistes 5-HT inhibent d'environ 50%

les potentiels synaptiques dépolarisants enregistrés dans le locus coeru­

leus du rat in vitro, ces réponses étant obtenues par la médiation des ré­

cepteurs sous-types 5-HT
IA

et 5-HT
1B

, ce qui suggère que l'influx sérotoni­

nergique peut être un important modulateur de la fonction du locus coeru­

leus (Bobker, Williams, 1989).

Des antagonistes des~-adrénocepteursdiminuent la décharge électri­

que des neurones sérotoninergiques lorsqu'ils sont appliqués par microion­

tophorèse dans le noyau dorsal du raphéj en outre, la NA, également appli­

quée par microiontophorèse, restaure la décharge électrique des neurones

sérotoninergiques au cours du blocage compétitif des O<-adrénocepteurs,

ce qui démontre que ces derniers sont de la catégorie 0<1' Ceci suggère

que les terminaisons noradrénergiques, présentes dans le noyau dorsal du

raphé, sont les intermédiaires d'une influence noradrénergique active to­

niquement de laquelle dépend la décharge électrique des neurones sérotoni­

nergiques (Aghajanian et coll., 1987). L'existence de telles voies de mo­

dulation pourrait expliquer l'action potentialisatrice de la prazosin, an­

tagoniste sélectif desC<l-adrénocepteurs situés postsynaptiquement, sur

l'action hypothermique de la MSO quand celle-ci est administrée par la

voie intrapéritonéale bien que par la voie du IIIèventricule il n'y ait

pas d'effet. Il paraît important de tenir compte du rôle éventuellement

joué par l'inhibition des ~l-adrénocepteurs périphériques et de l'exis­

tence de divers degrés d'affinité de la prazosin pour les récepteurs de

cette catégorie (Bylund, U'prichard, 1983j Exton, 1982).
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Les0(2-adrénocepteurs dans le système nerveux central du rat sont lo­

calisés pré-et postsynaptiquement (Bylund,U'prichard,1983) et ils peuvent

être différenciés au moins en deux sous-types,O<2A etC<2B (Bylund,1988).

De récentes études ont montré que des agonistes sélectifs des~2-adréno­

cepteurs~dont la clonidine/exercent une action thermogénique chez la sou­

ris prétraitée par la réserpine,cette action se faisant par l'intermédiai­

re de l'activation desO<2-adrénocepteurs postsynaptiques (Bill et coll.,

1989). Par contre,de nombreuses investigations antérieures ont montré que

la clonidine induit une diminution de la température corporelle chez le

rat normal par action sur leso(2-adrénucepteurs,puisque la yohimbine,anta­

goniste sélectif de ces derniers,réduit de 80% cette hypothermie qui ré­

sulterait d'une diminution de la libération de NA dans le système nerveux

central: la clonidine agirait donc au niveau desD<2-adrénocepteurs présy­

naptiques (Zacny,1982). Nos résultats montrent que le prétraitement des

rats par la yohimbine,à des doses non-hypothermisantes,ne modifie pas si­

gnificativement la baisse de la température interne enregistrée après in­

jection intrapéritonéale de la MSO,par contre cette hypothermie est rédui­

te de près de 50% lorque la MSO est administrée par la voie intracérébro­

ventriculaire, cette hypothermie plus réduite étant généralement suivie de

la mort de l'animal. De tels résultats sont difficiles à interpréter,ce­

pendant il est important de préciser que la yohimbine offre une affinité

relativement élevée pour les sites 5-HT
1A

égale à celle du (-)propranolol

(Hoyer,1988).
Nous avons précédemment démontré le rôle d'inhibiteurs de l'hypother-

mie induite par la MSO joué par le pindolol et le (-)propranolol,ces deux

molécules étant également des antagonistes non sélectifs des ft-adrénocep­

teurs,le propranolol ayant une action plus efficace que le pindolol au ni­

veau des p-adrénocepteurs des tissus périphériques (Kortelainen et coll.,

1990).11 était donc important de vérifier si le prétraitement des rats

soumis à l'action de la MSO par des antagonistes sélectifs des Pl-et ~2­

adrénocepteurs,respectivement le betaxolol et le dérivé ICI 118.551 avait

une action sur l'hypothermie interne ainsi induite. Aucun de ces deux an­

tagonistes n'a eu d'influence manifeste sur l'abaissement de la températu­

re rectale faisant suite à l'administration de la MSO,quelle que soit la
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voie utilisée. Ces derniers résultats apporteraient ainsi une confirmation

de l'intervention des récepteurs 5-HT
1

, vraisemblablememt des sous-types

5-HT , étant donné que le pindolol et le propranolol ont été montrés com-
lA

me offrant une affinité élevée pour ces récepteurs (Hoyer, 1988).

Rappelons qu'une concentration en ammoniaque de 0,1 à 10mM provoque

la libération d'amines,notamment la 5-HT mais également la dopamine (DA~

à partir des synaptosomes isolés du cerveau du rat (Erecinska et coll. ,19­

87),cette libération de DA est quantitativement plus importante que celle

de 5-HT pour une même concentration en ammoniaque.On peut donc supposer

que lors du traitement du rat par la MSO il se produit une augmentation

de la concentration en DA dans le milieu extracellulaire,cette catéchola­

mine pouvant induire une hypothermie corporelle: on sait que la DA semble

jouer un rôle important dans la régulation centrale de la température cor­

porelle du mammifère (Clark,Lipton,l985),le site probable de l'action de

la DA se localiserait dans l'aire PO-HA (Colboc,Costentin,1980). L'hypo­

thermie induite chez la souris par les agonistes DA a comme médiateur les

récepteurs DA catégorie D
2

,le sulpiride antagoniste sélectif de ces der­

niers atténuant significativement cette hypothermie (Meller et coll.,19­

89). L'absence d'effet significatif sur l'abaissement de la température

rectale chez les rats soumis à l'action de la MSO prétraités par le sul­

piride (5 àlOmg/kg,i.p.) est en faveur de la non participation de la DA

dans les mécanismes d'induction de cette hypothermie interne.
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INTERVENTION DES SYSTEMES GABAERGIQUES DANS L'INDUCTION DE L'HYPOTHERMIE

PAR LA MSO
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On dispose de preuves anatomiques et électrophysiologiques de l'exis­

tence d'un impact direct des voies gabaergiques sur les neurones du raphé

dorsal qui sont à l'origine des afférences sérotoninergiques. Ainsi,le GA­

BA exercerait un contrôle inhibiteur (non-tonique) sur les neurones séroto­

ninergiques du système nerveux central qui se ferait par l'intermédiaire

de récepteurs GABA localisés dans les noyaux du raphé (Nishikawa,SGatton,

1985). D'autre part, il a été suggéré que l'inhibition de la libération

de 5-HT par le GABA exogène dans le cerveau du rat se ferait via des ré­

cepteurs GABA
B

qui pourraient être localisés présynaptiquement (Schlicker

et coll., 1984).

Le GABA peut-il éventuellemnet intervenir dans l'action de la MSO sur

la température corporelle et sur le comportement moteur qui lui est asso-

cié ?

1 - Introduction

Dans le cerveau,les récepteurs de l'acide o-aminobutyrique (GABA) ont

été classés en récepteurs GABAA et GABAB.Le récepteur GABA
A

est lié au com­

plexe récepteur benzodiazépine-ionophore Cl-et il a pour antagoniste sélec­

tif la bicuculline (Krogsgaard-Larsen,198l ).Le récepteur GABAB présynap­

tique module' la libération des monoamines dont celle de la 5-HT (Fonnum,

1987) et a pour antagoniste~compétitifle 2-0H-saclofen (Kerr et coll.,19­

88). LeJ-vinylGABA (GVG) est un inhibiteur irréversible de la GABA trans­

aminase,enzyme de dégradation du GABA (Lippert et coll.,1977),d'oO il per­

met une potentialisation de l'action du GABA.L'acide (~)nipécotique est

l'un des plus puissants et des plus sélectifs inhibiteurs du prélèvement

de GABA dans le cortex cérébral du rat (Krogsgaard_Larsen,1980),mais étant

un composé fortement polaire,il ne pénètre pas aisément à travers la bar­

rière sang-cerveau (Lodge et coll.,1978),1'acide nipécotique permet de

prolonger la durée des potentiels postsynaptiques inhibiteurs provoqués

par le GABA (Dalkara,1986).
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2 - Administration de molécules

Let-vinyl GABA (Merell International Research Center, Strasbourg)

(30ug par rat), dissous dans 10ul de NaCl à 0,9%, est injecté dans le

ventricule latéral 24 heures avant l'administration de MSO.

Le (!)acide nipécotique (Sigma) (20ug par rat), dissoBs dans 10ul de

NaCl à 0,9% est injecté dans le ventricule latéral simultanément avec la

MSO.

Le 2-hydroxy-saclofen (Tocris Neuramin, Buckhurst Hill) (40-S0ug par

rat) dissous dans 10ul de NaCl à 0,9% est injecté dans le IIIèventricule

et simultanément avec la MSO.

3 - Résultats expérimentaux

Le prétraitement des rats par le GVG (30ug par rat) freine l'hypother­

mie induite par la MSO seule (figure 32), l'amplitude de la baisse est de

-O,soC (p~ 0,05) à 1h30,par contre,elle est de -2,3°C (p~ 0,001) à 3h

avec la MSO seule. Du point de vue comportemental,le rat offre un syndro­

me ataxique prédominant avec pédalage des pattes postérieures.

L'acide nipécotique bloque le reprélèvement du GABA par les neurones

et les cellules gliales; ce composé (20~g par rat) injecté simultanément

avec la MSO accélère l'apparition de l'hypothermie dûe à l'action de la

MSO seule et le retour à la normothermie se fait bien plus rapidement.La

baisse est de -2,4°C (p<:O,Ol) à 2h30. Ainsi le blocage du prélèvement du

GABA se traduit par une accélération de la chronologie de l'action hypother­

misante de la MSO,sans augmentation de l'amplitude et par un retour à la

normothermie bien plus rapide. Du point de vue comportemental, les rats ma­

nifestent un syndrome d'ataxie suivi de convulsions assez violentes.

L'action de l'antagoniste du récepteur GABAB,le 2-0H-saclofen a été

étudiée en l'injectant aux doses de 40pg et de SOMg simultanément avec la

MSO (6~g par rat). En présence du 2-0H-saclofen (40~g par rat),la MSO pro­

voque une hypothermie à peu-près identique à celle observée avec la MSO

seule ,par contre à la dose de SOpg, l'antagoniste semble légèrement frei­

ner l'hypothermie induite par la MSO seule. L'amplitude de la baisse est



92

de -2,2°C dans le premier cas et de -l,7°C dans le deuxième cas. Les ani­

maux exhibent une ataxie,avec une hypertonie des membres;chez certains

rats se déclenchent de violentes convulsions toniques-cloniques générali­

sées.

3-Infusion de MSO dans le noyau du raphé dorsal---------------------------------------------
L'acide nipécotique (6~g) injecté simultanément avec la MSO (25pg/

0,5pl) provoque une suppression totale de l'hypothermie dûe à la MSO seu­

le (p <0,05, pour la période de 1h à 5h, P <0,01, pour la période de 2h30

à 5h ,comparativement avec la MSO seule). Les animaux présentent un fort

déséquilibre et de l'hyperactivité motrice (figure 33).

Le prétraitement par le GVG (10pg/0,5pl) 24h avant l'infusion de MSO

(25pg/0,5pl) provoque aussi une suppression totale de l'hypothermie dûe

à la MSO seule (P<:O,Ol,pour la période de 0,30 à5h,comparativement à la

MSO seule). Les animaux sont très déséquilibrés (figure 34),

Le 2-0H-saclofen (13,3ng par rat) injecté simultanément avec la MSO

(25ug/0,5ul) provoque également une suppression totale de l'hypothermie

dûe à la MSO seule (p < 0,05, pour la période de 3h à 5b, P <0,01, pour

la période de 4h à 5h comparativement avec la MSO seule).Du point de vue

comportemental,l'animal présente un fort déséquilibre et une hyperactivi­

té motrice(figure 35).

La bicuculline méthiodide (25ng par rat) injectée simultanément avec

la MSO (25pg/O,5pl) ,ne modifie pas l'hypothermie dûe à l'action de la MSO

seule,la baisse de la température rectale étant de -2,oo~O,4°C (p~0,05

par rapport aux rats témoins). Les animaux sont très déséquilibrés.

Ainsi,l'accumulation du GABA par l'action de GVG ou de l'acide nipé­

cotique,au niveau du noyau dorsal du raphé,semble bloquer l'hypothermie

induite par la MSO. D'autre part,le 2-0H-saclofen,antagoniste du récep­

teur GABABbloque cette hypothermie alors que la bicuculline,antagoniste

spécifique du récepteur GABA
A

n'a aucune action,ce qui suggère une inter­

vention des récepteurs GABA
B

dans le mécanisme de l'action hypothermisan­

te de la MSO.
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Figure 32- Variation de la température rectale (~OC) à la suite d'une

injection intracérébroventriculaire (ventricule latéral)

de MSO (75pg par rat) au rat, à la température ambiante de 240C.Q :

GVG (30ug par rat) injecté dans le ventricule latéral 24h avant la

MSO (n=5);.: témoins MSO seule (n=5). Durée en heures. * p <0,05,

pour les différences significatives avec les témoins.
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Figure 33- Variation de la température rectale (~OC) à la suite de

l'infusion de MSO (2Spg par rat) dans le noyau dorsal du

raphé du Rat, à la température ambiante de 24°C.Q: (~)acide nipéco­

tique (6pg par rat) plus MSO (2S~g par rat) (n=S);.: témoins MSO

seule (n=S). Durée en heures. * p <0, OS; ** p <: 0, al, pour les diffé­

rences significatives avec les témoins.

Les microinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mésencéphale du Rat (atlas èe Paxinos,

Watson, 1982).
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Figure 34- Variation de la température rectale (~OC) à la suite de

l'infusion de MSO (25pg par rat) dans le noyau dorsal du

raphé du Rat, à la température ambiante de 24°C.Q: GVG ( lOVg par

rat) infusé dans le noyau dorsal du raphé 24h avant (n=5);e: témoins

MSO (25fg par rat) (n=5). Durée en heures. ** p<O,Ol, *** p<O,OOl,

pour les différences significatives avec les témoins.

Les microinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mésencéphale du Rat (atlas de Paxinos,

Wa tson, 1982).
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Figure 35- Variation de la température rectale (~oC) à la suite de

l'infusion de MSO (25Vg par rat) dans le noyau dorsal du

raphé du Rat, à la température ambiante de 24 oC. 0; 2-0H-saclofen

(13,28ng par rat) plus MSO (25pg par rat) (n=5). Durée en heures. *

p.(O,05, ** p.(O,Ol, pour les différences significatives avec les té­

moins (MSO seule) •.

Les microinfusions ont été réalisées aux sites indiqués

dans la coupe transversale du mésencéphale du Rat (atlas de Paxinos,

Watson, 1982).
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4 - Conclusion

La présence d'ammoniaque peut affecter l'utilisation de la glutamine

comme précurseur des neurotransmetteurs glutamate, GABA et aspartate (Ra­

abe,1981). La glutamine est un important précurseur de la synthèse du GA­

BA mais il ne peut pas être le seul étant donné qu'il n'est pas possible

de déprimer complètement l'accumulation du GABA induite par le ~-vinyl GA­

BA (GVG) un inhibiteur spécifique de la GABA transaminase.L'augmentation

de la concentration en GABA après traitement par le GVG a été utilisée ex­

tensivement pour l'estimation du degré de"turnover" du GABA dans le tissu

nerveux. D'après nos résultats, l'accumulation de GABA à la suite du pré­

traitement par le GVG, supprime l'hypothermie induite par la MSO. Le GABA

exercerait un contrôle inhibiteur sur les neurones sérotoninergiques cen­

traux, celui-ci se ferait par l'intermédiaire des récepteurs GABA locali­

sés dans les noyaux du raphé (Nishikawa, Scatton,1985). Ces récepteurs

sont des récepteurs type GABAB que l'on peut envisager comme étant locali­

sés présynaptiquement (Schlicker et coll.,1984). Il existe des récepteurs

GABA
B

sur les somas des neurones sérotoninergiques du noyau dorsal du ra­

phé. Ils exercent un contrôle inhibiteur sur les fibres nerveuses séroto­

ninergiques (Nishikawa, Scatton,1985). Dans nos expériences, par blocage

des récepteurs GABAB par leur antagoniste le plus sélectif, le 2-0H-saclo­

fen, nous supprimons l'hypothermie déclenchée par la MSO infusée dans le

noyau dorsal du raphé. Par contre, si nous bloquons les récepteurs GABAA
par leur antagoniste sélectif la bicuculline, nous ne supprimons pas l'hy­

pothermie dûe à la MSO seule. On a récemment montré que l'agoniste sélec­

tif du récepteur GABAB le (~)baclofen, administré par voie intrapéritonéa­

le à la souris, induit l'hypothermie interne (Gray et coll.,1987).

Dans le noyau dorsal du raphé une diminution en GABA disponible sem­

blerait contribuer à l'action hypothermique de la MSO étant donné que la

baisse de la température rectale du rat est freinée en présence d'acide

nipécotique ou de GVG.
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ETUDE DE L'HYPOTHERMIE INDUITE PAR LA METHIONINE SULFOXIMINE

MSO CONDITIONS TEMPERATURE RECTALE COMPORTEMENTS---------- ------------------- -------------

150mgLkg~ LLP. HYPOTHERMIE de 2,2°C Ataxie

T. ext. +24°C '1 4èmeh Convulsionsa a eure

75ug LLV.L. HYPOTHERMIE de 2,3°C Ataxie

T. ext. +24°C '1 lmeh Convulsionsa a eure

60ug LI.V. nIèV. HYPOTHERMIE de 2,6°C Ataxie

T.ext. +24°C '1 2èmeh Convulsionsa a eure

25ug PO-HA HYPERTHERMIE de 2°C

T. ext. +24°C '1 4èmeha a eure

150mg/kg LI.P. + HYPOTHERMIE de 2,7°C

L-Méthionine '1 5èmeha a eure

T.ext. +24°C

75ug LLV.L. PAS D'HYPOTHERMIE Ataxie

T.ext. +24°C Convulsions

lh. à +36°C

75ug LLV.L. Forte HYPOTHERMIE Ataxie

T.ext. +24°C - 6,loC à lh30 Convulsions

lh. à +11 OC



100

ETUDE DU ROLE JOUE PAR LA SEROTONINE DANS LE MECANISME D'INDUCTION DE

L'HYPOTHERMIE PAR LA MSO

MSO injectée à la dose de 150mg/kg par voie I.P.

MSO injectée à la dose de 60ug par voie I.V. (IIIèV.).

PRETRAITEMENT CONDITIONS TEMPERATURE RECTALE COMPORTEMENTS

MSO 1. 1. P.

PCPA 300mg/kg I.I.P.

48heures avant T. ext. +24°C

PCA 6mg/kg (x2) I.I.P.

7jours avant T. ext. +24°C

HYPOTHERMIE de 3,2°C

à 4h30

HYPOTHERMIE de 2,3°C
'1 èmeha a 4 eure

Ataxie

Convulsions

Inertie

Hypertonie des

4 membres

FF 40mg/kg HYPOTHERMIE de 2,goC Inertie

24heures avant T.ext. +24°C à 4h30

MSO I.I.V.( IIIèV.)

PCPA 300mg/kg

48heures avant

FF 40mg/kg

24heures avant

5-HTP 100mg/kg

5HTP 200mg/kg

Carbidopa +

5-HTP 100mg/kg

1.1.P.

s.e ..

T. ext. +24°C

MSO 1. 1.P.

1.1.P.

T.ext. +24°C

1.1.P.

1.1.P.

T.ext. +24°C

HYPOTHERMIE de 2,3°C

à 1h30

HYPOTHERMIE de 2,3°C

'1 2èmeha a eure

HYPOTHERMIE de 2,6°C

'1 5èmeha a eure

Pas d'HYPOTHERMIE

Pas d'HYPOTHERMIE

Pas de "righting

reflex", convulsions

"flat body posture"

Déséquilibr.e

Ataxie

Ataxie
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Carbidopa + LLP. HYPOTHERMIE de l,3°C Ataxie

5-HTP 50mg/kg T.ext +24°C à 4h30

MSO 1. 1. y. (IIIèy.)
-------------------

5-HTP 200mg/kg 1.1.P. Pas d'HYPOTHERMIE Déséquilibre

T. ext. +24°C QQ. Convulsions

MSO 1. 1.P.----------
5-HT
----1
(~)Pindolol

1,5mg/kg LS.C. HYPOTHERMIE de 1,aoC(3h) Inertie

3mg/kg T. ext.+24°C HYPOTHERMIE de PC (4h) " et qq.convulsions

6mg/kg HYPOTHERMIE de 2,6°C Ataxie

à 3h30

(-)Propranolol

16mg/kg L1.P. HYPOTHERMIE de 3,aoC Ataxie

25mg/kg T. ext.+24°C HYPOTHERMIE de 2,aoC;: Hypertonie

à 5h. des 4 membres

MSO 1. 1. Y. (IIIèy. )
-------------------

(~)Pindolol 1.S.C.

3mg/kg T. ext.+24°C HYPOTHERMIE de l,1°C Perte d'équilibre

(-)Propranolol L1.P. Ataxie

16mg/kg T.ext. +24°C HYPOTHERMIE dlÇ l,7°C Convulsions v.

MSO 1.1.P.---------
5-HT
----2
Ketanserin 1.1.P.

O,7mg/kg T.ext.24°C HYPOTHERMIE de 2,5°C Ataxie

1,4mg/kg HYPOTHERMIE de 2,2°C

MSO 1. 1. Y. (III è )-----------------
Ketanserin 1.1.P.

1,4 mg/kg T.ext. +24°C HYPOTHERMIE de 2,aoC Déséquilibre

à 2h.
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ROLE DU NOYAU DORSAL DU RAPHE

MSO infusée à la dose de 25ug, dans le noyau dorsal du raphé, t.ext.+24°C

èmeHYPOTHERMIE de 2,goC à la 5 heure, rat déséquilibré.

PRETRAITEMENT CONDITIONS TEMPERATURE RECTALE COMPORTEMENTS------------- ---------- -------------~----- -------------

5"-HT
----1

(~)Pindolol loS.C. HYPOTHERMIE freinée Déséquilibre

3mg/kg T.ext.+24°C (l,5°C à 2h)

(-)Propranolol loloP. Pas d'HYPOTHERMIE Peu de

16mg/kg T.ext.+24°C déséquilibre

5-HT
----2

Ketanserin loloP. HYPOTHERMIE de 2°C Déséquilibre

0,5mg/kg T.ext.+24°C à 2h30 Convulsions
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INTERACTION EVENTUELLE ENTRE LES SYSTEMES CATECHOLAMINERGIQUES ET SEROTO-

NINERGIQUES DANS L'INDUCTION DE L'HYPOTHERMIE PAR LA MSO

MSO injectée à la dose de 150mg/kg par voie I.P.

MSO injectée à la dose de 60ug par voie I.V. (IIIèv.).

PRE TRAITEMENT

(antagonistes)

Phentolamine

7mg/kg

Prazosin (col )
1

l,6mg/kg

3,3mg/kg

Yohimbine (0<;2)

O,5mg/kg

2mg/kg

Betaxolol (ri)

l,5mg/kg

3mg/kg

4mg/kg

CONDITIONS

MSO 1. 1.P.

1.1.P.

T.ext.+24°C

1.1.P.

T.ext.+24°C

1.1.P.

T.ext.+24°C

1.S.C ..

TEMPERATURE RECTALE

HYPOTHERMIE de 2,7°C

à-la 4èmeheure

HYPOTHERMIE de 3°C

HYPOTHERMIE de 2,5°C

à 5h ou 4h

HYPOTHERMIE de 2°C

HYPOTHERMIE de 2,3°C

'1 4èmeha a eure

HYPOTHERMIE freinée

HYPOTHERMIE de 2,7°C

HYPOTHERMIE de 2,1°C

'1 5èmeha a eure

COMPORTEMENTS

Ataxie

Déséquilibre

convulsions

Ataxie

Convulsions

Déséquilibre

important

Qq.convulsions

"fiat body posture"

1, 13mg/kg

2,26mg/kg

T.ext.+24°C HYPOTHERMIE de 2,9°C

HYPOTHERMIE de 3,l°C

'1 5èmeha a eure

Déséquil i bre

"fiat body posture"

Qq.convulsions
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MSO 1. 1. V. (IIIèV.)
------------------

Prazosin ('-'''; ) 1.1.P. HYPOTHERMIE de 2,1°C Ataxie1
'1 2èmeh1,6mg/kg T.ext.+24°C a a eure "flat body posture"

Yohimbine ('>,' ) 1.1.P. HYPOTHERMIE de 3°C Ataxie2
2,2mg/kg) T.ext.+24°C à 1h30 "flat body posture"

Betaxolol (~1) 1.S.C. HYPOTHERMIE de 2,5°C Ataxie

2,5mg/kg T.ext.+24°C '1 2èmeh "flat body posture"a a eure

ICI 118.551 (~2) 1.1.P. HYPOTHERMIE de 2,goC Ataxie

2, 26mg/kg T.ext.+24°C à la 3ème "flat body posture"
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INTERVENTION DES SYSTEMES GABAERGIQUES DANS L'INDUCTION DE L'HYPOTHERMIE

PAR LA MSO

MOLECULES CONDITIONS TEMPERATURE RECTALE COMPORTEMENTS

MSO 25ug LN.D.R.

Acide nipécotique T. ext.+24°C

25ug

Pas d'HYPOTHERMIE Déséquilibre

important

GVG 24h.avant

MSO 25ug

MSO 25ug

2-0Hsaclofen

13,3ng

MSO 25ug

Bicuculline

25ng

LN.D.R.

T.ext.+24°C

LN.D.R.

T.ext.+24°C

LN.D.R.

Pas d'HYPOTHERMIE

Pas d'HYPOTHERMIE

HYPOTHERMIE de 2°C

à la 4èmeheure

Déséquilibre

important

Déséquilibre

important

Déséquilibre

important



106

Les résultats de nos recherches démontrent que la MSO peut être con­

sidérée comme étant une molécule à action rapidement hypothermique,mais

une relation causale directe ne semble pas être établie entre l'hypother­

mie induite par la MSO et le syndrome progressif d'ataxie qu'elle déclen­

che ,puisque les rats soumis à un environnement chaud exhibent ce syndrome.

Nous avons montré que l'injection de la MSO dans le IIIèventricule indui­

sait une chute de la température rectale avec un minimum à 2 heures sui­

vi par un retour à la normothermie,associé au développement rapide de l'a­

taxie et des convulsions épisodiques à environ 4 heures.Ainsi, il apparai­

trait que des structures cellulaires dans l'hypothalamus au voisinage des

parois des ventricules peuvent être affectées métaboliquement par la MSO.

Des études antérieures chez la souris ont montré qu'après l'administration

systémique de la MSO,les concentrations cérébrales en phosphocréatine et

en ATP ne varient pas,mais celles en glucose et en glycogène s'élèvent

(Berel et coll.,1977; Folbergrova et coll.,1969) corrélativement avec une

augmentation de 55% de la glycémie (Nehlig,Gayet,résultats non publiés).

D'autre part,la MSO déprime l'oxydation du glucose,l'oxydation d'autres

substrats (acétate,phénylalanine,proline) considérés comme précurseurs du

"petit compartiment glutamate" (astrocytes,terminaisons nerveuses)peut ê­

tre accrue (Cooper et coll.,1983; Cooper et coll.,1979j Van den Berg ,Van

denVelden ,1970).Puisque la MSO inhibe lentement et irréversiblement la

glutamate-aspartate transaminase (Cooper et coll.,1976) avec le blocage

subséquent de la navette malate-aspartate dans les mitochondries cérébra­

les (Minn,Gayet,1977),le transfert d'énergie à partir du métabolisme oxy­

datif de ces substrats doit être sévèrement affecté.Il existe de nombreu-

ses preuves qu'une atteinte/induite expérimentalement/de l'utilisation du

glucose dans le cerveau se traduit par une hyperglycémie, induisant ainsi

une hypoglycémie "fonctionnelle " à laquelle est exposé le milieu intra

cellulaire (Mc Candless,Abel,1985),suivie par une chute de la température

corporelle (Robinson et coll.,1972).Nos expériences ont montré qu'une in­

fusion unilatérale de MSO dans sept sites de l'aire PO-HA induit une hy­

thermie rectale rapide, tandis que la même infusion dans dix sites de la
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région mammillaire n'est suivie d'aucun effet sur la température rectale.

En outre,dans ces deux séries d'expériences,lé comportement des rats n'est

pas affecté.

Rappelons que Sellinger et Dietz (1981) ont suggéré que la MSO affec­

te en premier lieu les corps cellulaires sérotoninergiques, localisés dans

les régions du tronc cérébral et du mésencéphale,et plus tard son effet se

propage aux terminaisons sérotoninergiques.En relation avec cette sugges­

tion il nous apparaît important de souligner deux de nos résultats expéri­

mentaux: tout d'abord,le fait que le minimum de la température rectale est

atteint dès la période de 2,0-2,30 heures qui suit l'injection de la MSO

dans le III è ventricule, ensuite,le fait que le prétraitement par la PCPA,

la PCA et la FFA n'altérerait pas le métabolisme de la 5-HT dans les corps

cellulaires des noyaux du raphé et ainsi n'entre pas en compétition avec

la MSO à ce niveau d'ôu ne modifie pas labhronologie de l'hypothermie in­

duite par cette molécule. La déplétion en 5-HT induite par la MSO,par l'

intermédiaire probable de l'augmentation de la concentration en ammoniaque

au niveau des noyaux du raphé) peut mettre en route un effet dépressif pro­

gressif sur le métabolisme oxydatif du glucose dans différentes régions du

cerveau du rat.On a suggéré que les neurones sérotoninergiques, par libéra­

tion de 5-HT,stimulent les cellules astrogliales via des récepteurs spé­

cifiques pour promouvoir la glycogénolyse et pour ravitailler en glucose

les neurones en activité (Hësli,Hësli,1988; Seal,Pentreath,1985).La dimi­

nution de la concentration en 5-HT extracellulaire ralentirait la glyco­

génolyse des cellules astrogliales perturbant ainsi la disponibilité du

glucose pour le métabolisme énergétique des neurones ; ce mécanisme,asso­

cié à l'effet dépressif sur le métabolisme oxydatif du glucose serait di­

rectement responsable de la diminution de la température corporelle à la

suite de l'administration de la MSO au rat. Ces phénomènes seraient con­

trôlés et modulés par des récepteurs 5-HT
1

,peut être les sous-types 5-HT 1A
et 5-HT

1B
,ce dernier sous-type étant spécifique au rat (Radja et coll.,

1991).
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1 - INTRODUCTION

L'injection systémique de L-méthionine-d,l-sulfoximine (MSO), chez

le rat, entraîne une encéphalopathie lentement progressive caractérisée

par un désordre du mouvement (ataxie) suivi quelques heures plus tard de

convulsions toniques et cloniques. Ce modèle est utilisé pour la recherche

des mécanismes métaboliques liés aux convulsions.

La MSO perturberait les mécanismes de la thermorégulation que nous

pouvons résumer ainsi. Les mammifères ont une température interne mainte­

nue au voisinage d'une température fixe appelée "set-point". L'intégration

des informations nécessaires se fait dans l'hypothalamus. Le taux en glu­

cose sanguin contrôle la fonction thermorégulatrice dans les corps mammil­

laires où le mécanisme du "set-point" paraît être situé et résulter d'un

équilibre entre les concentrations des ions Na+et Ca+. Les neurotransmet­

teurs principalement mis en cause paraissent être la sérotonine ( 5-HT)

et l' acide ~ -aminobutyrique (GABA).

Le but du travail que nous présentons est d'étudier les modalités de

la variation de la température interne du rat sous l'action de la MSO, et

de tenter de tirer des conclusions en ce qui concerne les voies neuronales

dans le système nerveux central qui peuvent être impliquées dans cette va­

riation.
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Les expériences ont été faites sur des rats mâles immobiles apparte­

nant à la race wistar. La température interne a été mesurée par une sonde

thermique introduite dans le rectum et reliée à un téléthermomètre. Ce té­

léthermomètre est lui-même relié à un enregistreur potentiométrique.

Les injections de MSO ont été réalisées par voie intrapéritonéale (i.

p.) ou intracérébroventriculaire (i.v.l. ou IIIèv.) ou intracérébrale (i.

c.). Dans les deux derniers cas, il a fallu implanter dans le cerveau du

rat une canule guide selon les coordonnées stéréotaxiques et vérifier his­

tologiquement la localisation de l'implantation.

2 - ETUDE DE L'HYPOTHERMIE INDUITE PAR LA MSO

La MSO administrée par voie i.p. induit une hypothermie transitoire.

A la dose de l50mg/kg et à la température ambiante de 24°C, la baisse est

de 2,3°C, accompagnée d'un syndrome d'ataxie suivi de convulsions.

La température cutanée, enregistrée à la base de la queue du rat, a­

près une injection intrapéritonéale de MSO ne varie pas.

Les centres thermorégulateurs siégeant dans le système nerveux cen­

tral (aire préoptique-hypothalamique antérieure (PO-HA), hypothalamus pos­

térieur, corps mammillaires), nous avons injecté la MSO dans le ventricule

latéral, le IIIèventricule, PO-HA, les corps mammillaires et certaines

structures cérébrales (système limbique) pouvant jouer un rôle dans le dé­

clenchement des convulsions. La MSO injectée dans les ventricules provo­

que une hypothermie de l'ordre de 2,5°C. Cette hypothermie s'accompagne

toujours d'une ataxie suivie plus ou moins par des convulsions lors du re­

tour à la normothermie. La MSO ne provoque aucune perturbation apparente

au niveau de la température interne et du comportement lorsqu'elle est in­

fusée dans les structures cérébrales étudiées, sauf dans l'aire PO-HA (hy­

thermie de +2°C).

La température ambiante influence l'action de la MSO. Surtout, lors

d'une i.i.v.l. de MSO, une température ambiante élevée protège le rat d'

une hypothermie importante dûe à l'action de la MSO. Donc, les mécanismes

associés à l'induction de l'hypothermie siègent dans le système nerveux

central.

3 - ROLE DE LA SEROTONINE

La sérotonine joue un rôle important dans la thermorégulation. Si nous
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produisons une déplétion cérébrale en 5-HT, par prétraitement par la para­

chlorophénylalanine (PCPA), la parachloroamphétamine (PCA) ou la fenflura­

mine (FFA), la MSO étant injectée par voie i.p. ou i.v. (IIIèv.), nous en­

registrons une hypothermie importante. Les rats sont ataxiques et présen­

tent souvent des convulsions cloniques violentes. Si nous augmentons la

concentration cérébrale en 5-HT, par prétraitement par le 5-hydroxytrypto­

phane (5-HTP) seul ou associé à la carbidopa, la MSO étant administrée par
è

voie i.p. ou i.v. (III v.), nous enregistrons une suppression del'hypother-

mie pour une dose de 200mg/kg de 5-HTP seul ou de 100mg/kg associé à la

carbidopa. Les animaux sont ataxiques, 7 rats sur 9 meurent après traite­

ment par le 5-HTP (MSO,i.p.) ou présentent des convulsions après traitement

par le 5-HTP associé à la carbidopa (2 rats sur 8).

En présence de (~)pindolol associé à la MSO, administrée par voie i.

p. ou par voie i.v. (v.l.), nous enregistrons une suppression ou une dimi­

nution de l'hypothermie dûe à la MSO seule (MSO,i.p., sauf pour une dose de

pindolol de 6mg/kg ) , ou une hypothermie plus faible qu'avec la MSO seule

(MSO IIIèv.). Les rats présentent une forte ataxie et dans certains cas des

convulsions toniques-cloniques sévères (6 rats sur 12), à la suite d'une i.

p., i.v.l. de MSO. En présence de (-)propranolol associé à la MSO, adminis­

trée par voie i.p. ou par voie i.v. (1. et III è ), nous enregistrons une hy­

pothermie importante ( MSO, i.p.; i.v.l.) ou une hypothermie supérieure
è

à celle dûe à la MSO seule (III v.). Les rats sont ataxiques et présentent
èdans certains cas de fortes convulsions toniques-cloniques (v.l. et III v.

surtout). En présence de ketanserin associé à la MSO administrée par voie

i.p. ou i.v. (IIIèv.), nous enregistrons une hypothermie importante. Les

animaux présentent l'état de "fIat body posture" (MSO, i.p.) suivi de vio-
èlentes convulsions (MSO, III v.).

4 - ROLE DU NOYAU DORSAL DU RAPHE

Les somas des neurones sérotoninergiques sont localisés dans le noyau

dorsal du raphé et ils envoient des fibres sérotoninergiques vers l'hypo­

talamus. Nous avons infusé de la MSO dans le noyau dorsal du raphé. Nous

notons une hypothermie importante. Les rats présentent toujours un fort dé­

séquilibre avec absence des réflexes de redressement. La MSO est infusée

dans le noyau dorsal du raphé, en présence de (~)pindolol ou de (-)propra­

nolol, nous n'enregistrons aucune hypothermie. Les rats sont déséquilibrés.
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5 - ROLE DES CATECHOLAMINES

Il existe une interférence neurofonctionnelle entre les catécholami­

nes et la sérotonine. En présence d'antagonistes des récepteurs catéchola­

minergiques : phentolamine, prazosin, yohimbine, betaxolol, ICI 118.551

et sulpiride, la MSO injectée par voie i.p. ou par voie IIIèv., induit une

hypothermie rectale toujours aussi importante. Les rats sont déséquilibrés

et subissent assez souvent des convulsions (MSO, i.p.) et même une neuro­

toxicité conduisant à la mort dans le cas de la yohimbine (MSO, IIIèv.).

6 - ROLE DU GABA

Il existe une influence directe GABAergique sur les cellules du noyau

dorsal du raphé (NOR). La MSO infusée dans le NOR, associée à l'acide ni­

pécotique ou au 2-hydroxysaclofen ou après traitement avec le ~-vinylGABA,

ne provoque aucune hypothermie et les animaux sont surtout déséquilibrés.

La MSO infusée dans le NOR, associée à la bicuculline, induit une hypother­

mie et les rats sont déséquilibrés.

7 - DISCUSSION

Lorsque la MSO est injectée par voie i.p. et plus particulièrement par

voie i.v., l'augmentation progressive de la concentration en ammoniaque dans

le tissu cérébral induit une sécrétion de 5-HT à partir des structures cel­

lulaires du tronc cérébral et du mésencéphale riches en neurones sérotoni­

nergiques, il s'ensuivrait un ralentissement du métabolisme de la 5-HT à

ces niveaux qui se propagerait ensuite aux terminaisons axoniques 5-HT dif­

fuses dans presque toutes les régions du système nerveux central. Le résul­

tat en serait un effet dépressif sur le métabolisme oxydatif du glucose

des différentes régions du cerveau du rat, ces phénomènes contrôlés et mo­

dulés par certains récepteurs 5-HT, vraisemblablement 5-HT
1

seraient res­

ponsables de la baisse de la température.
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GINEFRI-GAYET, M. AND J. GAYET. Srudy of the hypothermia induced by methionine sulfoximine in the rat. PHAR­
MACOL BIOCHEM BEHAV 31(4) 797-802, 1988.-L-Methionine sulfoximine (MSO) intraperitoneally injected at sub­
convulsive and convulsive doses induced a rectal hypothermia in the restrained rat maintained at an ambient temperature of
23°C; this hypothermia developed during the preconvulsive period, and it was not suppressed by simultaneous injection of
L-methionine which antagonized the behavioral effects of ammonia elevated contents in the central nervous sytem. The
development of rectal hypothermia was faster when the injection of MSO was made into the lateral cerebral ventricle and
particularly into the third ventricle. MSO-induced hypothermia seemed to be a poikilothermia-like state in the cold
environment with retention of a normal regulation in the heat environment. Infusion of MSO into the anterior hypothalam­
ic/preoptic (AH/PO) area induced a rapid rectal hyperthermia, but infused into the mammillary region MSO had no eflect
on rectal temperature. It is suggested that rectal hypothermia induced by MSO may be directly related to a depressive
effect on glucose oxidative metabolism in cell structures, maybe astroglial cells, located in the vicinity of the ventricle or
the capillary walls.

Methionine sulfoximine
Glucose metabolism

Rectal hypothermia
Astrocytes

Preconvulsive period Intracellular ammonia

Œ molecule of L-methionine-d,l-sulfoximine (MSO) in­
ces seizures which are of particular interest to the neuro­
emist and the neurophysiologist because of their re­
nblance to human epilepsy and their ready reproducibility
various species of experimental animaIs (37). Since these
zures occur only after a long latency, and seem to involve
leralized changes in transmitter levels or metabolism (4,8,
-27, 29), it appears that no single brain region or pathway
miquely involved (32). In rat and mouse, tonic and clonic
lvulsions appeared only after a 3- to 6-hour period, de­
lding on the dose of MSO intraperitoneally injected; dur­
. this preconvulsive latency period the animaIs exhibited
increasing syndrome of ataxia, associated with an inabil­
to respond to external nociceptive stimuli (12, 14, 31, 35).
the freely moving rat at a room temperature of 20°C the
tal temperature first dropped about 2°C below control
els and reached the low between the 5th and 7th hour
owing administration of MSO, 100 mglkg IP, and between
3rd and 4th hour following 200 mglkg. Subsequently,

re was a graduaI rise to a rectal normothermia or a mild
,erthermia, and it was during this rise that the rats devel­
:d episodic behavioral manifestations: an episodic running
lavior and/or generalized convulsions (35). The transient
lothermia occurring immediately before the onset of
wdic running behavior was considered to be a poikilo­
rmia-like condition rather than true hypothermia. The
lperature of MSO-treated rats submitted to a severe cold
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challenge progressively lowered, while it progressively rose
when the rats were kept in a heat environment. These data
indicated an unstable state, but not a complete loss, of the
regulating mechanism for the maintenance of body tempera­
ture (35). Studies involving genetically nonsensitive rats
treated by MSO revealed that this molecule is an "audio­
genic agent" in that it produced reversible audiogenic sus­
ceptibility which closely followed the initial transient rectal
hypothermia of animaIs (34). Moreover, the treatment of ge­
netically audiogenic sensitive rats with MSO made them
temporarily insensitive to audiogenic stimulation, corre­
sponding with the period of transient hypothermia (36).
Chronologically, the reduction of audiogenic susceptibility is
coincident with the hypothermia induced by MSO and its
development occurs during the recovery stage of the tran­
sient hypothermia.

ft is tempting to investigate the possible relationship be­
tween MSO-induced hypothermia and reduced seizure sus­
ceptibility. Does this early transient drop in body tempera­
ture create in particular structures of the central nervous
system neurochemical and neurophysiological conditions
suited for induction of spontaneous or physically- or chem­
ically-induced seizures? For this purpose, it is necessary to
study the possibility that the induction of hypothermia by
MSO may be mediated at least in part by an action on the
central nervous system. In the present report, we confirm
that MSO intraperitoneally injected to the restrained rat in-
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duced a deep rectal hypothermia for several hours; its rate
was accelerated after an intracerebroventricular injection of
the molecule. particularly into the third ventricle; it appeared
to be a poikilothermia-like state against cold with retention
of a normal regulation against heat. We suggest that this drop
in body temperature probably originated from an impairment
of energy metabolism at the level of cerebral structures.
maybe astroglia. in the vicinity of ventricle and capillary
walls.
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FIG. 1. Changes in rectal temperature by an intraperitoneal injection
of varying doses of MSO to restrained rats. at an ambient tempera­
ture of 23°C . • : saline controls (n=5); 0: 50 mg!kg of MSO (n=9);
6: 100 mg/kg of MSO (n = 10); .&: 150 mg/kg of MSO (n = 10). Time in
hours. ~p<0.05, *"p<O.OI and ,,~,.p<O.OOI. for significant differ­
ences compared with saline controls.

Intracerebral Infusions

Surgical procedure was the same as for intracerebroven­
tricular injection. An indwelling 26-gauge guide cannula was
implanted unilaterally 1.0 mm above a site in the anterior
hypothalamic/preoptic area (AHIPO area) using the follow­
ing coordinates (1) (in mm): A=7.3, L=O.4. H=3.0, and in
the mammillary region using the following coordinates (22)
(in mm): A=5.2, L=0.5, H= 16, the interauralline being the
reference point. MSO (25 J-l-g per rat) dissolved in sterile 0.9%
NaCI solution was infused in a volume of 0.5 J-l-I over a period
of 3 min through a 33-gauge injector needle using a 5 J-l-I­
capacity Hamilton microsyringe, as described for intracere­
broventricular injection. The injection needle extended 1.0
mm beyond the tip of the guide cannula, and it was kept in
place for further 10 min, before being slowly withdraw"n.
After each experiment, 0.5 J-l-l of a 1% bromophenol blue
solution in bidistilled water was infused in the AHIPO area
and the mammillary region of the rats under Equithesin

11.0 or 13 mm was placed into the guide cannula and left until
the ex periment began. MSO (50--75 J-l-g per rat), dissolved in
sterile 0.9% NaCI or sterile artificial cerebrospinal fluid (20),
was injected in a volume of JO J-l-I over a period of 2 min,
through a 33-gauge injector needle cut to a length of 12 or 14
mm from stainless steel tubing (Hamilton), connected with a
length of polyethylene tubing (internaI diameter 0.30 mm) to
a 50 J-l-I-capacity Hamilton microsyringe driven by a Braun
variable speed infusion pump. The injector needle extended
1.0 mm beyond the tip of the guide cannula. The injector
needle was kept in place for 1 min on completion of the
injection, before being slowly withdrawn. Immediately fol­
lowing removal of the needle the stylet was inserted into the
guide cannula. After each experiment, 10 J-l-I of a 1%
bromophenol blue solution in bidistilled water were injected
into the lateral or the third ventrical under Equithesin (4
ml/kg IP) anesthesia, then the rat was perfused intracardially
with buffered formalin and the brain was cut longitudinally in
order to verify the coloration of aIl the ventricle cavities (18).

Male Wistar and Sprague-Dawley rats weighing between
225 and 300 g were used throughout the experiments; they
were housed individually in Plexiglas cages in a tempera­
ture-controlled environment of 23± l.O°C. with a 12-hr
dark/light cycle and with free access to granular feed and
water. Ali experiments began between 09:00 and II :00 hr.

Measurement of Rectal and Skin Temperatures

The rat was placed in a well-ventilated Harvard universal
acrylic restrainer. Rectal temperature was monitored with a
lubricated tempe rature probe (Yellow Springs Instrument
Co .• Yellow Springs, OH, model402) inserted 6 cm into the
rectum, with a tele-thermometer (Yellow Springs Instrument
Co., model 43) connected to a potentiometric recorder
(Servotrace, mode! PE-IO). The probe was secured in place
by taping it lightly to the base of the tail. For measurement of
skin tempe rature the probe (Yellow Springs Instrument Co.,
model421) was placed at the surface of the shaved skin at the
base of the tail and was secured in place by taping it.

Environmental Temperature

Experimental environmental temperature was controlled
throughout the testing period. Heated environment
(36±OSC) was maintained in a thermostated, ventilated,
and lighted incubator. Cold environment (Il ± l.O°C) was
achieved in a thermostated, ventilated, and lighted cold box.

Intraperitoneal Injection

L-Methionine-d,l-sulfoximine (MSO) (Sigma, St. Louis,
MO) (50--150 mg/kg body weight) dissolved in 1.0 ml per 200
g body weight of sterile 0.9% NaCI was injected intraperito­
neally; control animaIs received the same volume of sterile
0.9% NaCl. In sorne experiments, MSO (150 mglkg) was
administered jointly with L-methionine (Sigma) (700 mg/kg)
in a total volume of 1.0 ml per 200 g body weight of sterile
o.m NaCI.

Intracerebroventricular Injections

One week prior to the experiment, the rat was placed in a
David Kopf model 900 stereotaxic apparatus, under
Equithesin (3 ml/kg IP) anesthesia. A unilateral 26-gauge
guide cannula cut to a length of 11.0 or 13.0 mm from stain­
less steel tubing (Hamilton) was implanted, perpendicularly
to the surface of the skull, with the tip resting 1.0 mm above
one lateral ventricle or the third ventricle, respectively. The
coordinates (1) for the lateral ventricle were (in mm): A=7.0,
L= 1.4, H=8.5 and for the third ventricle were (in mm):
A=6.l, L=O.O, H=3.5; the cannula was held in place by
dental cement and stainless steel anchor screws inserted into
the calvarium (18). A stainless steel stylet cut to a length of
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FIG. 3. Changes in rectal temperature produced by an injection of
MSO into a lateral cerebral ventricle ofrestrained rats, at an ambient
temperature of 23°C.• : saline contraIs (n =5); 0: 50 fJ.g of MSO per
rat (n=4). Time in hours. "p<0.05 and ~"p<O.OI, for significant
differences compared with saline controls.

HOURS

FIG. 2. Changes in rectal temperature praduced by an intraperito­
neal injection to restrained rats of either MSO (A: 150 mg/kg of
MSO) (n=4) or MSO together with L-methionine (0: 150 mg/kg of
MSO plus 700 mg/kg of L-methionine) (N =4), at an ambient tem­
perature of 23°C. • : saline contraIs (n=5). Time in hours. c·p<0.05.
"~p<O.OI and ~.,·"p<O.OOI, for significant differences compared
with saline controls.
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anesthesia (4 m1Jkg IP), then they were perfused intracardially
with buffered fonnalin, and the brain was sliced in cryostat in
order to verify the stereotaxic placement of the microinfusion
site (18).

hypothermia reaching a minimum of2.7±0.2°e (p<0.0 1) at 5
hours; this drop in the rectal temperature was never followed
by any syndrome of ataxia or episodic behavioral manifesta­
tion (Fig. 2).

5tatistical Anaf.vsis

In the statistical treatment of the values obtained the tevel
}f significance was set to 0.05 and calculated by Student's
'-test.

RESULTS

Mean rectal temperature of normal restrained rats was
IS.4±OAoC at an ambient temperature of 23± 1.0°C, and it
",as considered as a baseline in our experiments.

iypothermia Induced by an Intraperitoneal Injection
fMSO

MSO (50-150 mgJkg) was intraperitoneally injected to re­
trained rats kept at an ambient temperature of 23 ± I.O°C
Fig. 1). At a subconvulsive dose of 50 mg/kg, a moderate
ectal hypothermia developed with a minimum of
.75 ±0.2°C (p<0.05) between the 4th and 6th hour following
ljection of MSO. At a dose of 100 mgJkg, MSO induced a
eep and transient hypothermia with a nadir of 3.S0±0.2°C
><0.001) at about 4.30 hours; this hypothermia was associ­
ted with the development of a syndrome of ataxia which
i<tended up to the period of rectal normothermia. At a dose
f 150 mgJkg, rectal temperature dropped more rapidly since
reached a decrease of 2.9±0.2°e (p<0.01) at 2.30 hours

ld a minimum of 3.5±0.2°C (p<0.001) at 4 hours; the sub­
~quent rise of rectal temperature coincided with the begin­
ng of episodic tonie and clonic seizures. A series of exper­
lents performed in the same experimental conditions
IOwed that skin temperature of the MSO-treated rats did
)t vary significantly relative to saline controls. The admin­
tration of MSO (150 mg/kg IP) together with L-methionine
00 mgJkg IP) was followed by a progressive rectal

Hypothermia Induced by an Intracerebrovelltricu/ar
Injection of MSO

MSO was injected unilaterally into the cerebral ta te rai
ventricle using doses ranging from 50 to 75 /-Lg per restrained
rat. Figure 3 illustrates a series of experiments performed at
a dose of 50 /-Lg of MSO at an ambient temperature of
23 ± I.ooe. The rectal hypothermia developed rapidly reach­
ing 2.0±0.6°e (p <0.01) at 1.30 hours and a minimum of
about 3.0±0.Soe (p<0.01) between 2.30 and 4.30 hours. The
rat exhibited a syndrome of ataxia and tonie and clonic sei­
zures appeared as soon as the 5th hour following MSO injec­
tion. As for its systemic injection, intraventricular adminis­
tration of MSO was followed by a rectal hypothermia which
was not dose-dependent within the range of 50 to 75 /-Lg MSO
per rat.

In the same experimental conditions, MSO (50 to 75 /-Lg
per rat) was injected in the third ventricle. Figure 4 illustrates
a series of experiments performed at a dose of 60 /-Lg of MSO
at an ambient temperature of 23± I.ooe. Rectal temperature
decreased rapidly the minimum of2.6±0.3°e (p<O.OI) being
reached 2 hours after the injection, followed by very rapid
retum to rectal nonnothermia 4 hours later. The rats showed
a rapid development of the syndrome of ataxia appearing
approximately at 30 minutes, with episodic seizures appear­
ing as soon as 4 hours. About 8 hours later a righting reflex
was restored without episodic tonic and clonic seizures. In­
jected at a dose of 75 /-Lg per rat, MSO appeared to be lethal
for a high percentage of animais.

Influence of a Warm or Cold Ambient Temperature

Two sets of experiments were performed with restrained
rats submitted to an unilateral intracerebroventricutar injec­
tion of MSO (75 /-Lg per rat into a lateral ventricle). The



FIG. 4. Changes in rectal temperature produced by an injection of
MSO into the third ventricle of restrained rats. at an ambient tem­
perature of 23°C. .: saline controis (n=4); 0: 60 J.Lg of MSO per rat
(n=5). Time in hours. ûp<O.OI and ûûp<O.OOI, for significant
differences compared with saline controis.
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FIG. 5. Changes in rectal temperature produced by an injection of
MSO into a lateral cerebral ventricle of restrained rats. at an ambient
temperature of 23°C. Ambient temperature was raised to 36°C, 30
min after the injection, for an interval of 60 min denoted by vertical
dash lines .• : saline controls (n=5); 0: 75 J.Lg of MSO per rat (n=5).
Time in hours. No statistically significant differences were observed
compared to saline controls.
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FIG. 6. Changes in rectal temperature produced by an injection of
MSO into a lateral cerebral ventricle ofrestrained rats, at an ambient
temperature of 23°C. Ambient temperature was lowered to II0C, 30
min after the injection, for an interval of 60 min denoted by vertical
dash lines . • : saline controis (n=6); 0: 75 J.Lg of MSO per rat (n=6).
Time in hours. ûp<0.05, ûûp<O.OI and ûûûp<O.OOI, for significant
differences compared with saline controls.

at 2 hours and amounted to about 1% of the administered
dose (l0); then, at 6 hours the molecule was rapidly and
uniformly distributed without any preferential accumulation
(28) and it bound to protein, especiaUy to the active site of
glutamine synthetase (16), particularly in gray matter astro­
cytes in aU areas of the brain (21). The irreversible inhibition
of the activity of glutamine synthetase (16) leads to a rise of
ammonia contents in extra- and intracellular compartments
of the brain: in the arterial blood and the cerebrospinal fluid
the values approached 0.3 mmoVkg wet weight and in the
brain it was close to 0.9 mmoVkg wet weight, at 1.30 hours
(7,13). In the same experimental conditions, in the restrained
rat, MSO induced a deep rectal hypothermia at the ambient
temperature of 23°C, thus confirming the results previously

animaIs were exposed for one hour to either a warm
(36±OSC) or coId (lI ± 1.0°C) ambient temperature half an
hour after the injection of MSO. The exposure to warm air
had no significant influence on the rectal temperature in the
MSO-submitted rats comparatively to the saline controls
since at 1.30 hours the rise of temperature reached
1.0±0.15°C (NS) for the former and 0.7±0.2°C for the latter
(Fig. 5). When ambient temperature was reinstated to 23°C a
rapid return to normothermia occurred in MSO-treated rats,
and aU the animaIs exhibited a severe syndrome of ataxia
with episodic seizures (Fig. 5). On the other hand, the expo­
sure to coId air had dramaticaUy enhanced the development
of rectal hypothermia in the MSO-treated rats comparatively
to the saline controls: at 1.30 hours the drop of temperature
reached 6.1 ±0.6°C (p<0.0l) for the former and 3.25±0.3°C
for the latter (Fig. 6). When ambient temperature was re­
instated to 23°C a significant but progressively less severe
rectal hypothermia was recorded in MSO-treated rats, with
loss of righting reflex but without manifestation of episodic
convulsions (Fig. 6).

Infusion of MSO Into AH/PO Area and Mammi/lary Region

MSO (25 j.J..g in 0.5 j.J..I per restrained rat) was unilateraUy
infused at a rate of 0.5 j.J..V3 min into seven sites in the AH/PO
area at an ambient temperature of 23 ± 1.0°C. About 1.30
hours after the infusion a rectal hyperthermia developed
rapidly reaching a plateau of2.0±0.2°C (p<0.001) at 4 hours,
without any syndrome of ataxia or episodic seizure (Fig. 7).
The same experiments were made with MSO (25 j.J..g in 0.5 j.J..I
per restrained rat) unilaterally infused into ten sites in the
mammillary region with no significant changes in rectal tem­
perature (data not shown).

DISCUSSION

In the rat, when intraperitoneaUy administered (at a dose
of 150-170 mglkg), the molecule of MSO is rapidly taken up
by liver and kidney and crosses the blood-brain barrier: in
the central nervous system the peak uptake of [3H] MSO was
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of the brain leading to a rise of ammonia content confined to
these areas . Previous results had revealed an apparent ab·
sence of a direct causal relationship between the MSO-elic­
ited glutamine synthetase inhibi~l'landthe MSO-elicited sei­
zures (30).

Our present results prove that MSO-induced rectal
hypothermia was a poikilothermia-like state in the cold en­
vironment without impairment of thermoregulation in the
heat environment. At a laboratory room temperature of noc
the restrained rat faced a cold challenge (19,23) resulting in a
decline in rectal temperature. Therefore, MSO can be con­
sidered as a hypothermie molecule, but a direct causal rela­
tionship cannot be stated between the MSO-induced
hypothermia and the MSO-elicited progressive syndrome of
ataxia associated with the impediment to respond to external
nociceptive stimuli, since the rats submitted to a warm am­
bient temperature exhibited this behavior. The MSO-in­
duced hypothermia was astate resembling the development
of poikilothermia fol1owing lesion of the posterior hypotha­
lamie area (11). We have shown that injection of MSO into
the third ventricle induced a drop in rectal hypothermia with
a minimum at 2 hours fol1owed by a return to normothermia,
associated with a rapid development of ataxia with episodic
seizures at about 4 hours (Fig. 4). Thus, it would seem that
cel1s in the hypothalamus in the vicinity of the ventricle walls
may be metabolically affected by MSO. Previous studies in
mice had shown that after a systemic administration of MSO,
cerebrallevels of phosphocreatine and ATP did not change,
but those of glucose and glycogen rose [2, 3, 9] correlatively
with a 55% increase of glycemia (Nehlig and Gayet, unpub­
lished results). On the other hand, MSO depressed glucose
oxidation, the oxidation of other compounds (acetate,
phenylalanine and proline) considered as precursors of the
small glutamate compartment (astrocytes, nerve endings)
might be increased (6, 7, 33). Since MSO slowly and irrever­
sibly inhibited glutamate-aspartate transaminase (5) with
subsequent blockade of the malate-aspartate shuttle in brain
mitochondria (17), the transfer of energy from the oxidative
metabolism ofthese substrates would be severely affected. It
was proven that a defect experimentally-induced in glucose
utilization in the brain led to a hyperglycemia, inducing a
"functional" hypoglycemia to which intracel1ular milieu was
exposed (15), fol1owed by a drop in the body temperature
(24). Our experiments have shown that a unilateral infusion
of MSO into seven sites in the AHIPO area induced a rapid
rectal hyperthermia, whereas the same infusion into ten sites
in the mammil1ary region was not fol1owed by any effect in
the rectal temperature. Furthermore, in the two series of
experiments, the behavior of the rats was not affected.

We may conclude that the hypothermie effect of MSO
may be directly related to the depression of glucose oxida­
tive metabolism associated with the inhibition of glutamine
synthetase and glutamate-aspartate transaminase activities
in cel1 structures belonging to the small glutamate compart­
ment of the brain, maybe astroglial cells, and probably 10­
cated at sites of blood-brain and cerebrospinal fluid-brain
junctions.
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btained in the freely-moving rat (35). The thermolytic ac­
on of MSO did not seem to be strictly dose-dependent,
lOugh the minimum of rectal tempe rature reached 1.75°C at
dose of 50 mglkg and 3.80°C at a dose of 100 mg/kg, but at a
ose of 150 mglkg the level of hypothermia did not lower,
Illy its rate of development accelerated (Fig. 1). It was al­
ays during the decrease of rectal temperature that the rat
rogressively lost its capacity to carry out a righting reflex
~d for respond to external nociceptive stimuli leading to
:ttlement of ataxia; episodic tonie and clonic seizures did
)t begin before rectal temperature reached a value close to
)rmothermia. The MSO-induced hypothermia did not in­
)Ive a peripheral mechanism since, in the same experi­
entai conditions, skin temperature recorded at the surface
. the base of the tail did not change significantly (data not
lown). Unilateral injection of MSO into the lateral ventri­
e, at a dose of 50-75 IJ-g per animal, induced a decrease of
etai temperature reaching the same value as that induced
, systemic administration of the molecule (Fig. 3).

We have shown that MSO (150 mglkg, IP), administered
intly with L-methionine (700 mglkg), suppressed the de­
'Iopment of the syndrome of ataxia together with the sub­
quent episodic seizures observed following administration
MSO alone, but it had only little influence on the rate of
velopment of rectal hypotherniia (Fig. 2). It had been pre­
Dusly found that glutamine synthetase activity was uni­
rmly decreased in ail brain regions (approximately 10% of
ntrol value) when MSO was given intraperitoneally, but
len MSO was administered IP together with IP L·
:thionine, glutamine synthetase activity was below 20% of
ntrol values (30); on the other hand, it appeared that a high
rcentage of the total [3H] MSO was found in the hip­
campus, the cerebellum and the hypothalamus of animaIs
:eiving rH] MSO + methionine than in those receiving
I] MSO only. Conversely, a lower percentage was found
the cortex of rats receiving rH] MSO + methionine than
.s present in those receiving rH] MSO only (28). In con­
ision, it would seem that MSO-induced rectal hypothermia
dependent on the stage of inhibition of glutamine syn­
:tase activity in gray matter astrocytes, in particular, areas

'IG. 7. Changes in rectal temperature produced by an unilateral
~fusion of MSO into the anterior hypothalamic/preoptic (AH/PO)
rea of restrained rats, at an ambient temperature of 23°C . • : saline
ontrols (n=7); 0: 25 J1.g of MSO per rat (n=5). Time in hours.
p<0.05, ~*p<O.OI and ***p<O.OOI, for significant differences
ompared with saline controis.
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ABSTRACT

GINEFRI-GAYET, M. AND J. GAYET • Possible link between brain serotonin meta­

bolism and methionine sulfoximine - induced hypothermia and associated

behavior in the rat. PHARMACOL. BIOCHEM. BEHAV.

L-Methionine-d,l-sulfoximine (MSO) intraperitoneally or intracerebro­

ventricularly (third ventricle) injected at convulsant doses induced a hypo­

thermia , primarily associated with a syndrome of ataxia , in the restrained

rat maintained at an ambient temperature of 23 oC • Depletion of brain seroto­

nin ( 5-HT ) by pretreatment with p-chlorophenylalanine (PCPA) , p-chloro­

amphetamine (PCA) and d-fenfluramine (FFA) , did not significantly modify the

characteristics of MSO-induced hypothermia but it accelerated the time-course

of abnormal motor behavior . Enhancement of 5-HT synthesis in MSO-submitted

rats pretreated with 5-hydroxytryptophan (5-HTP) (200 mg/kg, IP) alone or

5-HTP (100 mg/kg, IP) preassociated with carbidopa (10 mg/kg, IP) suppressed

significantly hypothermia , but it did not greatly modify motor disturbances.

It is concluded that endogenous 5-HT released from neuronal elements in the

brainstem and the midbrain regions following increase of ammonia contents ,

due to inhibition of glutamine synthetase by MSO , would rapidly link to

some 5-HT receptor subtype(s) at the level of the dorsal raphe nucleus (ORN),

these processes would be responsible for the decrease of body temperature .

KEY WORDS Methionine sulfoximine - Hypothermia - Motor behavior - Serotonin

metabolism - p-Chlorophenylalanine - p-Chloroamphetamine ­

d-Fenfluramine - 5-Hydroxytryptophan
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The convulsant molecule L-methionine-d,l-sulfoximine (MSO) intra­

peritoneally or intracerebroventricularly administered induced a decrease

of body temperature in the restrained rat kept at an ambient temperature

of 23°C ; this hypothermia appeared to be a poikilothermia - like state

in the cold environment with retention of a normal regulation in the

warm environment (21). It has been suggested that this effect of MSO

on body temperature was mediated within the central nervous system,

and that it might be directly related to a depressive action on glucose

oxidative metabolism in cerebral cell structures , maybe astroglial cells ,

probably located in the vicinity of the ventricle or capillary walls

( 21 ). The MSO - induced hypothermia developed during the 3 - to 6 -

hour latency period preceding that of an episodic running behavior and/or

generalized seizures ( 21 ; 66 ). Probab1y , this relatively long precon­

vulsive period would be associated with the building up of the neurocyto­

chemical processes , involving potentially some particular neurotrans­

mitters or neuromodulators , related to or directly responsible for the

subsequent seizures • A study was previously made on the effects of MSô

on the regional rate of serotonin ( 5-HT ) turnover in the rat brain

the findings reflected a complex , temporal pattern of regional MSO action

59 ). Over a 10 - to 40 - min experimental period the findings suggested

a slowdown of the 5-HT turnover in the brainstem the midbrain and the

striatum , but not in the cerebral cortex over a 5 - hour experimental
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period MSO - effect suggested a decresed rate of 5-HT turnover in the

cerebral cortex , the brainstem and the striatum , and over a 12 - hour

experimental period MSO - effect suggested an increased rate of 5-HT

turnover in the midbrain and the hypothalamus ( 59 ). In C57BL/6J mice ,

pretreated with a convulsant dose of MSO , brain 5-HT and plasma and

brain tryptophan concentrations decreased 4 and 8 hours after administra­

tion of the drug , brain 5-hydroxyindoleacetic acid ( 5-HIAA ) levels were

not significantly altered , suggesting an impairment in 5-HT synthesis

resulting from a restriction of tryptophan availability ( 9 ). As pointed

out , the approximately 20 % decrease in whole brain 5-HT seen 8 hours

after the convulsant dose was small in magnitude, but if selectively

applied to a functionally relevant pool it could have a major impact on the

effects of 5-HT neurons ( 9 ). Recent experiments confirmed that MSO , at

a convulsant dose , induced a mean 50 % decrease of 5-HT concentration in

seven areas of the rat brain 8 hours after its administration, i.e. during

the period of episodic seizures j in the same experimental conditions there

were no obvious changes in tryptophan and 5-HIAA levels in any area examined

( 23 ) . Treatment of rats with a high dose of 5-hydroxytryptophan ( 5-HTP ),

the immediate precursor of 5-HT , alone or joint1y with an inhibitor of

peripheral 5-HTP decarboxylase , retarded MSO-induced seizures onset , and

prevented significantly seizures as weIl as decrease in brain 5-HT content

( 23 ; 59 ). In considering aIl these data, it appears that MSO must exert

its action on the rate of 5-HT synthesis •

The progressive and relatively long-lasting hypothermia , following

systemic administration of a convulsant dose of MSO to the rat , may be rela-
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ted to an impairment of 5-HT metabolism in the central nervous system ,

since evidence was provided favouring a pivotaI role for this indoleamine in

the diencephalon's control system for body temperature ( 36 42 ; 48 ).

The present experiments were designed to determine if a relationship

could exist between the slowdown of the rate of 5-HT turnover in the central

nervous system and the decrease of body temperature , in the rat submitted

to the action of a convulsant dose of MSO , the molecule being systemically

and intracerebroventricularly administered ;~The effects of a reduction in

the level of 5-HT were studied , either by an acute pretreatment with a

high dose of p-chlorophenylalanine ( PCPA ) , an inhibitor of the rate ­

limiting step in the 5-HT synthesis ( 4 ; 11 ; 30 ; 34 ; 38 ) , or by pre­

treatment with the two amphetamine derivativee ,p-chloroamphetamine (PCA)

and d-fenfluramine ( FFA ) , which induced release of 5-HT followed by persis­

tent decreases in forebrain levels of 5-HT chemical markers reflecting dege­

neration of 5-HT axon terminaIs in maay regions of the forebrain ( 18 ; 41 ;

46 ; 52 ; 55 ) • Conversely , a 5-HTP loading was performed by administration

of the immediate precursor of 5-HT alone or jointly by pretreatment with

carbidopa , an inhibitor of peripheral 5-HTP decarboxylase , inducing an

increase of 5-HT content in the central nervous sytem ( 5 ; 7 ; 10 ; 39 ;

40 ; 54 ; 64 ).

METHOD

AnimaIs

Mala Wistar (Allingthon Farm) rats were purchased from the breeder
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CERJ , Le Genest-St.Isle . Animais weighing between 225 and 325 g were

used throughout the experiments ; they were housed individually in Plexi-

glass cages in a temperature - controlled environment of 23 ~ 1.0 oC ,

with a 12 - hour light : 12 - hour dark cycle ( lights on 07.00 - 19.00

hours ) and with free access to food ( Extralabo , Ste Colombe, M25.C

diet ) and water . Ali experiments began between 09.00 and 11.00 hours.

Measurement of Body Temperature

-
The rat was placed in a weil - ventilated Harvard universal acrylic

restrainer . Rectal temperature was monitored using a lubricated tempera-

ture probe Yellow Springs Instrument Co, Yellow Springs, OH , model 402

inserted 6 cm into the rectum, with a telethermometer ( Yellow Spings Instru-

ment Co , model 43 ) connected to a potentiometric recorder ( Sefram , Paris ,

Servotrace model PE - 10 ) • The probe was secured in place by taping it

lightly to the base of the tail • A control measurement ( 0 time ) was ta-

ken immediately after administration of MSO and rectal temperature was re-

corded continuously thereafter from 30 min to 5 hours later.

Intraperitoneal Injection of MSO

L-Methionine-d,l-sulfoximine ( MSO ) ( Sigma, St. Louis , MO

( 100 - 200 mg/kg body weight ), dissolved in 1.0 ml of sterile 0.9 %

NaCl solution per 200 g body weight , was injected intraperitoneally ;

control animais received the same volume of sterile 0.9 % NaCl solution .

Intracerebroventicular Injection of MSO

One week prior to the experiment the rat was placed in a David

Kopf model 900 stereotaxie apparatus , under Equithesin ( 3 ml/kg, IP
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anesthesia . A 26 - gauge guide cannula cut to a length of 13.0 mm from

stainless steel tubing ( Hamilton) was implanted , perpendicularly to the

surface of the skull , with the tip resting 1.0 mm above the third ventricle.

The coordinates ( 3 ) were ( in mm ) : A = 6.1 , L = 0.0 , H = 3.5 ; the

cannula was held in place by dental cement and stainless steel anchor screws

inserted into the calvarium ( 47 ) . A stainless steel stylet cut to a length

of 13.0 mm was placed into the guide cannula and left until the experiment

began .

MSO ( 50 - 75 pg per rat) , dissolved in sterile 0.9 % NaCl solution

or artificial cerebrospinal fluid ( 49 ) , was injected in a volume of

10 pl over a period of 2.30 min, through a 33-gauge injector needle cut to

a length of 14.0 mm from stainless steel tubing ( Hamilton) , connected with

a length of polyethylene tubing ( internal diameter 0.30 mm ) to a 50 ~l­

capacity Hamilton microsyringe driven by a variable speed infusion pump

Braun , Melsungen , model Perfusor l ) , as previously described ( 21 ) .

At the conclusion of each experiment , the location of the site of

injection was verified with the method of Myers ( 47 ) , using a 1 %

bromophenol blue solution in bidistilled water : were regarded as valid

those preparations in which the dye was visible in aIl the cerebroventricu­

lar cavities.

Behavioral Observations

At the end of the 5 - hr record of rectal temperature the rat was

immediately and carefully taken out of the restrainer , it was placed in a

Plexiglass box and its behavior was observed in the same environmental condi­

tions •
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Drug Treatment

DL - p - chlorophenylalanine methyl ester hydrochloride ( PCPA

Sigma) , dissolved in 0.9 % NaCl solution, was intraperitoneally injected

at a dose of 300 mg / kg and in a volume of 1.0 ml per 200 g body weight ,

48 hours before administration of MSO or of 0.9 % NaCl solution for control

rats.

The procedure described by Mamounas and Molliver ( 41 ) was used for

pretreatment with DL - P - chloroamphetamine hydrochloride ( PCA ) (Sigma ).

Immediately prior to PCA treatment , a~imals were placed in a cold ( 12 :

1.0 oC ),ventilated and lighted box; they were housed one rat per Plexiglass

cage . Rats were administered two intraperitoneal injections ( 24 hours

apart ; Il.00 hr am each day ) of PCA ( 6 mg / kg , dissolved in 0.9 %

NaCl solution and injected in a volume of 1.0 ml / 200 g body weight ).

Twenty - four hours after the second injection , animaIs were replaced in

the normal ambient temperature of 23 oC and MSO or 0.9 % NaCI solution

was administered five days later •

D - Fenfluramine hydrochloride ( FFA ) ( Institut de Recherches Inter­

nationales Servier , Neuilly) , dissolved in 0.9 % NaCl solution, was sub­

cutaneously injected at a dose of 40 mg / kg and in a volume of 1.0 / 200 g

body weight , 24 hours before administration of MSO or 0.9 % NaCl solution

for control rats ( 33 ) .

5 - Hydroxy - L - tryptophan ( 5-HTP ) ( Sigma ) , freshly dissolved

in warmed 0.9 % NaCl solution, was intraperitoneally injected at doses of

50 - 200 mg / kg and in a volume of 1.0 ml / 200 g body weight , 15 min

before administration of MSO or of 0.9 % NaCl solution for control rats.

Carbidopa ( Merck Sharp and Dohme , Rahway , N.J. ) , dissolved by means of

equimolar amount of HCl diluted in 0.9 % NaCI solution, was intraperito -
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neally injected at a dose of 10 mg / kg and in a volume of 0.5 ml / 200 g

body weight , 30 min prior to administration of 5-HTP .

RESULTS

Mean rectal temperature of normal restrained rats was 38.0 ~ 0.4 oC

at an ambient temperature of 23 ~ 1.0 oC and in the light phase j an intra-

peritoneal injection of 0.9 % NaCl solution ( 1.0 ml per 200 g body weight

or an injection of artificial cerebrospinal fluid into the third ventricle

( 10 pl per rat ) did not exert any significant effect on the rectal tempera-

ture • An intraperitoneal dose of 100 - 200 mg / kg of MSO or an intracerebro-

ventricular dose of 60 pg per rat of the drug induced a significant decrease

in rectal temperature of 2.2 ~ 0.3 to 2.8 ~ 0.4 oC +or 2.6 - 0.3 oC ,

respectively ( Tables 1 and 2 ) • The nadir of the decrease in rectal tempera-

ture was reached during the course of the 4.00 - 5.00 - hr period or of the

2.00 - 2.30 - hr period following MSO administration, respectively. This

hypothermia was associated with the development of a marked syndrome of

ataxia with the loss of righting reflexes , an impairment of postural adjust-

ment and hindlimb abduction.

Effects of Depletion of 5-HT on MSO - induced Hypothermia and Associated

Behavior

As stated in the introductory part, the MSO - submitted rats were pre-

treated with each of the three 5-HT depleting molecules , namely : PCPA ,

PCA and FFA •

Pretreatment with a unique high dose of PCPA ( 300 mg / kg , IP) was

followed by a slight non significant ( p)0.05 ) increase of the MSO -induced
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hypothermia ( Fig. 1 A ; Tables 1 and 2 ) • The rats rapidly developed a

syndrome of ataxia which was associated with hindlimb extension and abduction

and eventually with tonic - clonic generalized seizures.

Results obtained with MSO - submitted rats pretreated either wit;:

PCA ( two intraperitoneal injections of 6 mg / kg ) or with FFA ( 40 mg / kg,

SC ) resembled those obtained with PCPA - pretreated animaIs. MSO - induced

decrease of rectal temperature was not statistically different from that

recorded in rats receiving MSO alone Fig. lB and 1C ; Tables 1 and 2 ). The

animaIs thus pretreated with PCA and FfA , then observed unrestrained 5 hours

after administration of MSO , exhibited a syndrome of ataxia associated with

a fIat body posture and an early starting of tonie - clonic generalized sei­

zures , particularly in FFA - pretreated rats then submitted to an injection

of MSO into the third ventricle •

Rectal temperature of control rats pretreated with PCPA , PCA or FFA ,

recorded for 5 hours , did not significantly vary ( Fig. 1 ) and behavior of

aIl the animaIs appeared apparently normal.

Effects of 5-HTP Loading on MSO-induced Hypothermia and Associated Behavior

MSO - submitted rats were pretreated with an intraperitoneal injection

of 5-HTP alone • At a dose of 100 mg / kg of 5-HTP , the decrease of rectal

temperature induced by intraperitoneally injected MSO did not significantly

differ from that recorded in rats receiving MSO alone ( Fig. 2 ; Tables 1 ),

but aIl the animaIs exhibited sorne inertia without muscle hypertonia or

clonus • Pretreatment with 5-HTP at a dose of 200 mg /kg ( IP ) suppressed

MSO - induced hypothermia and even a non - significant transient slight hyper~

thermia developed ( Fig. 2 ; Tables 1 and 2 ) ; the rats showed a syndrome of

inertia , with blockade of righting reflexes associated with abnormal hind-
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limb extension and flexion but without any manifestation of muscle hyper­

tonia, As previously described in rats pretreated with 5-HTP alone ( 13 ) ,

rats receiving MSO in the third ventricle exhibited a marked fiat body pos­

ture • Control animais pretreated with 5-HTP ( 100 and 200 mg / kg , IP )

showed non significant decrease of body temperature ( Fig. 2 ) and their

motor behavior was apparently normal.

In a second series of experiments , MSO - submitted rats were pretrea­

ted with 5-HTP preassaciated with carbidopa • In rats pretreated with 5-HTP

( 50 mg / kg , IP ) preassociated with carbidopa

subsequently submitted ta MSO ( 150 mg / kg , IP

10 mg / kg , IP ) and

, recorded rectal hypo-

thermia was approximately 50 % lower than that recorded in control rats

( Fig. 3A Table 1 ) ; in these experimental conditions ail the animais

exhibited sorne inertia together with a fiat body posture. Pretreatment

with 5-HTP 100 mg / kg , IP ) preassociated with carbidopa ( 10 mg / kg ,

IP ) not only suppressed hypothermia induced by intraperitoneally injected

MSO but also caused a non significant transient slight hyperthermia ( Fig.

3B ; Table 1 • The rectal temperature of control rats was not significantly

different from that of MSO - submitted rats, except during the course of the

4.00 - 5.00 - hr period ( Fig 3B ) and their motor behavior appeared apparent­

ly normal.

DISCUSSION

MSO administered at a convulsant dose induced a time - dependent ,

regional perturbation of 5-HT metabolism in the rodent brain ( 9 ; 23 ; 59 ).

The effect of MSO on the biosynthesis of 14 C ) 5-HT from intra-arterial-

ly administered (14 C ) 5-HTP was examined in rats pretreated with the
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peripheral 5-HTP decarboxylase inhibitor Ro 4-4602 : the findings led to the

experimental evidence supporting a relatively early , a1though transient ,

effect of MSO on the ce1l body - ri ch brainstem and midbrain regions ( 58 ).

Thus , throughout the preconvulsant 5 - hr period , and as early as the first

la to 40 min , MSO would affect 5-HT perikarya located in the brainstem and

the midbrain and later its effect would propagate to the 5-HT axon termi-

naIs 59). The perikarya of most 5-HT neurons are located within the

midline raphe nuclei of the brainstem and project directly to most areas of

the brain and spinal cord (61). Ascending projections primarily originate

in two major nuclei , the dorsal raphe nucleus ( DRN ) and the median raphe

nucleus ( MRN ) • The DRN projects preferentially to the dorsal forebrain ,

including areas involved in motor functions , whereas the MRN mainly projects

to more limbic areas in the ventral part of the forebrain (61) .

At the present time , no explanation has been provided concerning the

neurocytochemical mechanism(s) of the effect of MSO on the 5-HT neuron sys­

tems during the long - lasting preconvulsant period • It has been demonstra­

ted that MSO had no effect on the activity of 5-HTP decarboxylase ( 59 ).

The irreversible inhibition of the activity of glutamine synthetase by MSO

( 44 ) led to a marked ri se of ammonia levels in extra - and intracellular

compartments of the rodent brain : in the arterial blood and the cerebrospinal

fluid the values approached 0.3 mmol / kg wet weight and in the brain it was

close to 1.0 mmol / kg wet weight ,at 1.30 hours (15 17; 26 ) . It

was found that a concentration of ammonia from 0.1 to la mM stimulated the

secretion of amines , in particular 5-HT, from rat brain synaptosomes in a

dose - dependent manner : ammonia induced an alkalinization of the intra-synap­

tic storage vesicles which caused an extrusion of amines into the cytoplasm and

and their subsequent leakage into the medium through reversaI of the plasma
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membrane transporters (16). Thus , the progressive increase of ammonia

content in the brain , up to 4 to 5 hours following systemic administration

of MSO , wou1d be quantitatively adequate to induce a leakage of indoleamine

from 5-HT neurons , maybe facilitated by increased f1uidity of the plasma

membrane due to MSO - induced phopspholipid methy1ation 58 ; 60 ) .

The early effect of MSO on 5-HT metabolism in perikarya - rich brainstem

region might be explained by the greater vulnerability of this brain region

to e1evated ammonia levels (14; 53 ) • Extracellular 5-HT , as displaying

a high affinity ( K. = 1 - 10 nM ) for 5-HT1 receptors (22) , wou1d
~

link to 5-HT1 - like somatodendritic autoreceptors on 5-HT neurons leading

to dendrodendritic inhibition within the raphe nuclei (2) ; correlatively ,

the suppression of firing and arrest of impulse flow thereby would decrease

5-HT synthesis in cell bodies and then in the axon terminaIs with suppres-

sion of 5-HT re1ease at this 1evel 27 ) •

During the first series of our experiments the effects of a reduction

in the brain 5-HT 1eve1s were studied by acute pretreatment with PCPA , PCA

and FFA • PCPA caused an inhibition of 5-HT synthesis , mostly in the fore-

brain but less in the raphe nuclei

central 5-HT depletion (4; 12 ; 34

1 ) , together with a peripheral and

38 ) . PCA and FFA induced 5-HT re-

lease from the synaptic extravesicular compartment (19 20 ; 35 ; 56

65 ) linked in the forebrain to a selective loss of 5-HT axon terminals from

the DRN but not from the MRN 8 j 41 ; 46 , thus leading to long - las-

ting reductions in cerebral 5-HT levels (18 31 52 ; 55 ; 62 ) . There

appeared differences in the rate of 5-HT depletion between discrete regions

in the rat brain following treatment with PCPA , PCA and FFA (45; 62 ) ,

but any of these molecules would alter 5-HT metabolism in the perikarya of

DRN and MRN (1; 41 j 46 ) indicating that they had a restricted neurotoxic
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effect upon specifie structural compartments of 5-HT neurons . We have found

that the pretreatment of MSO - submitted rats with these 5-HT depletors either

lightly potentiated or did not alter hypothermia ; however , the motor troubles

appeared early , in particular hindlimb abduction and flat body posture ,

symptoms of the 5-HT syndrome (29 , in addition to the syndrome of ataxia

and troubles of postural adjustment . As cytochemically shown ( 37 ; 63 ) ,

the syndrome of ataxia originated from a cerebellar disturbance due to eleva­

tion of ammonia levels in MSO - submitted rats. On the other hand , owing to

the selective effect of ammonia on energy metabolism in the cells of the reti­

cular formation of the brainstem (43) , impairment of static postural func­

tions , as was observed after MSO administration , might be mediated via deran­

ged functions of the neurons of the reticular formation located in the brain­

stem and the midbrain • We had previously shown that the administration of

MSO jointly with L - methionine , in a molar ratio of 1 : 5 , abolished the

motor disturbances induced by MSO alone , but it had only little influence on

the rate of development of hypothermia 21). It has been found that methio­

nine decreased the amount of MSO bound to cerebral structures and to the spinal

cord , this protective effect of methionine became apparent as early as one

hour postadministration and lasted throughout the entire preconvulsant period

( 57 ) •

If central 5-HT neuronal structures would control or modulate MSO - indu­

ced hypothermia it appears necessary to examine the effects of 5-HTP loading .

As previously found (39) , pretreatment of rats with a high dose of 5-HTP

( 100 mg / kg , IP ) alone resulted in an increase of the rate of 5-HT turnover

in the plasma and the brain • In these experimental conditions , MSO - induced

hypothermia was not affected . Pretreatment of MSO - submitted rats with a

higher dose of 5-HTP (200 mg / kg , IP ) not only suppressed hypothermia but
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also rapidly induced either normothermia ( with MSO injected in the third

ventricle ) or mild hyperthermia (with intraperitoneally injected MSO ) ,

though control rats developed a mild hypothermia . It has been found that the

turnover of cerebral 5-HT appeared to increase as a function of the dose of

5-HTP injected (67) , thus it would appear that the suppression of MSO ­

induced hypothermia would be related to an increase in the rate of the

cerebral 5-HT turnover Pretreatment with 5-HTP preassociated with carbidopa

attenuated by about 50 % with 5-HTP at a dose of 50 mg 1 kg , IP ) or

suppressed (with 5-HTP at a dose of fOO mg 1 kg , IP ) MSO -induced hypother­

mia . It has been suggested that carbidopa exerted its predominant effect

during distribution of 5-HTP : increased distribution of 5-HTP into the brain

following pretreatment with carbidopa was not only the consequence of peri-

pheral 5-HTP decarboxylase inhibition 51 : 67 ) but also resulted from

inhibition of 5-HTP decarboxylase in the cerebrovascular endothelium (6

and even partly in the brain parenchyma ( 39 ) • However , 5-HTP loading

could result in production of 5-HT which would be topographically and 1 or

functionnally distinct from endogenous 5-HT in the absence affexogenous pre­

cursor (32) • Furthermore , some pharmacologie effects of 5-HTP reflect an

interference with central catecholaminergic transmission: a portion bf exo­

genously administered 5-HTP may enter cerebral catecholamine - containing

neuronal terminals , undergo decarboxylation to 5-HT , and then displace the

endogenous catecholamine from vesicular stores (50).

As recently stated (25) , systemic administration of drugs acting

on 5-HT systems does not provide information on the specifie brain regions

involved in 5-HT - dependent functions like thermoregulation in the rat ,

furthermore , peripheral factors may be a contributing element (28) .

Injection of MSO into the third ventricle , allowing the drug to effect a
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more direct interaction not only with thermoregulatory centers in the hypotha­

lamus but also with midbrain and brainstem neuronal structures , led to a

rapid decrease of body temperature reaching its minimum during the course of

the 2.00 2.30 hr period following administration of MSO . Pretreatment of

rats with PCPA and FFA did not modify neither the time - course nor the magni­

tude of the developing MSO - induced hypothermia in these experimental condi­

tions .

It has been shown that intracerebroventricular injection of 5-HT in

mice elicited hypothermia , which was not affected by the depletion of 5-HT by

PCPA ; in addition, the 5-HT1A receptor antagonist pindolol inhibited the

hypothermia induced by 5-HT , although the 5-HT2 receptor antagonist ketanserin

did not affect it (68) • On the other hand , the microinjection of 5-HT or

the 5-HT1A agonist 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin (8 - OH - DPAT

into the DRN of the rat produced a marked decrease in core temperature ,

whereas microinjections into the MRN had no effect ; furthermore , administra­

tion of the 5-HT1A antagonist (-)-pindolol suppressed the 5-HT as well as the

8 - OH - DPAT - induced hypothermia (25) • Thus , we may suggest that endo­

genous 5-HT released from neuronal elements in the brainstem and midbrain

regions following elevation of ammonia contents, due to inhibition of glut­

amine synthetase activity by MSO , as explained above , would rapidly link to

some 5-HT receptor subtype(s) at the level of DRN eliciting a decrease in

body temperature • A significant drop in rat core temperature was recorded as

early as the first 15 min following microinjection of 5-HT into the DRN

( 25 ) . Extracellular free 5-HT would link also to 5-HT receptors located on

neuronal elements in the other brainstem raphe nuclei maybe eliciting some

particular motor responses : microinjection of 5-HT into the DRN produced a

marked suppression of locomotor activity and rearing , and no or a slight
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increase in these variables were noted after MRN injection , 5-HT1 - like

receptors seeming mediate these responses (24) •
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CHANGE IN RECTAL TEMPERATUlŒ PRODUCED BY AN INTRAPERITONEAL IN.rECTION TO RESTRAINED RATS OF

L-METHIONINE-d,l-SULFOXIMINE AFTER PHETREATMENT WITH SEHOTONIN DEPLETORS (p-CHLOROPHENYLALANINE ,

p-CHLOROAMPHETAMINE AND D-J'-'ENl<"'LURAMINE) AND AFTEH PH}<~TREATMENT WITH 5-HYDROXY-L-TRYPTOPHAN (ALONE

OR TOGETHEH WITH CARBIDOPA)

Pretreatment

PCPA ()OO mg/kg, IP)

PCA (2 x 6 mg/kg, IP)

FFA (40 mg/kg, SC)

5-HTP (100 mg/kg, IP)

5-HTP (200 mg/kg, IP)

Carbidopa (10 mg/kg, IP) +

5-HTP (50 mg/kg, IP)

Carbidopa (10 mg/kg, IP) +

5-HTP (100 mg/kg, IP)

MSO

( mg / kg )

100

150

200

150

150

150

150

150

150

150

Change in rectal

temperature

-
2.8 + 0.4 **- -
2.2 + 0.3 **- -

- 2.4 : 0.2 ***

).2 + O.) **- -
+ O.) **- 2.) -
+ O.) **- 2.9 -

- 2.6 : 0.4 **

- 0.4 + 0.2-

- 1. 3 ! O. 1 ***

+ O.) *- 0.7 -

Number of' rats

per group

4

7
4

4

4

4

5
4

4

4

Values are mean maximum change in rectal temperature + SEM compared with corresponding saline

controls f'or each group of' rats. * p<0.05, ** p<O.Ol and *** p<O.OOl ,f'or signif'icant

dif'f'erences compared with corresponding saline controls (evaluated by Student's t test).
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CHANGE IN R}t~CTAL TEMPEHATURE PRODUCED BY AN INJECTION OF L-METHIONINE-d, I-SULFOXIMINE INTO THE

THIRD VENTRICLE OF RESTRAINED HATS AFTER PHETREATMENT WITH SEROTONIN DEPLETORS (p-CHLOROPHENYL­

ALANINE AND D-FENFLUHAMINE) AND A}i'TER PRETREATMENT WITU 5-HYDROXY-L-TRYPTOPHAN

Pretreatment MSO Change in rectal Number of' rats

( Ilg per rat ) temperature per group

60 - 2.6 ~ 0.3 *** 5
PCPA (300 mg/kg, IP) 60 - 2.4 :: 0.2 ** J
FFA ( 40 mg/kg, SC) 60 + ** 4- 2.3 - 0.1

5-HTP (200 mg/kg, IP) 60 + 0.8 :!: O. 1 ** 5

Values are mean maximum change in rectal temperature + SEM compared with corresponding saline

controls f'or each group of' rats. ** p <0.01 and *** p< 0.001 , f'or signif'icant dif'f'erences

compared with corresponding saline controls (evaluated by Student's ~ test).
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FIGURE 1

Change in rectal temperature fol1owing administration of MSO to

restrained rats at an ambient temperature of 23 ~ 1.0 oC.

A • Pretreatment with PCPA 300 mg/kg , IP ). 0: MSO 150 mg/kg ,

IP ) ( n = 4 ) ; ~: MSO

3 ;. 60 ~g per rat in the third ventricle ) ( n =

saline controls (n = 4 )

B . Pretreatment wi th PCA (2 x 6 mg/kg , IP ) • 0 : MSO (150 mg/kg ,

IP) (n = 4 ) ; .:saline controls (n = 4

C • Pretreatment with FFA (40 mg/kg, SC . 0 : MSO (150 mg/kg , IP )

n = 4 ) ; ~ : MSO 60 ~g per rat in the third ventricle ) ( n = 4 ) ;

.: saline controls n = 4 ) •

Time in hours. * p ~ 0.05 ** p < 0.01 *** p <. 0.001

for significant differences compared with saline controls

Student's t test) •

evaluated by
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FIGURE 2

2 3
HOURS

4 5

Change in rectal temperature following administration of MSO to

+restrained rats at an ambient temperature of 23 - 1.0 oC. Pretreatment with

5-HTP

controls

100 mg/kg , IP ) : 0 : MSO (150 mg/kg , IP ) ( n = 4

n = 4 ) • Pretreatment with 5-HTP (200 mg/kg, IP

• saline

êt. MSO

( 150 mg/kg IP ) ( n = 4 ) j Â: saline controls (n = 4 ). Time in

hours • SEM for saline controls are not represented. * p < 0.05 and

** p ~ 0.01 , for significant differences compared with saline controls

( evaluated by Student's t test ).
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FIGURE 3

Change in rectal temperature following administration of MSO to

restrained rats at an ambient temperature of 23 ~ 1.0 oC •

50 mg/kg, IP ) preassociated with carbidopa

150 mg/kg , IP) (n = 4 ) ; • : saline

A . Pretreatment with 5-HTP

la mg/kg, IP • (): MSO

controls (n = 4 ) •

8 • Pretreatment with 5-HTP

la mg/kg , IP ) • 0 : MSO

controIs (n = 4 )

100 mg/kg , IP

150 mg/kg , IP

preassociated with carbidopa

( n = 4 ) ; • : saline

ferences compared with saline controls

Time in hours ** p < 0.01 and *** p < 0.001 , for significant dif-

( evaluated by Student's t test) •
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ABSTRACT

L-Methionine-d,l-sulfoximine (MSO) intraperitoneally ( i.p. ) or

intracerebroventricularly i.c.v. ) ( third ventricle ) injected at a

convulsant dose , induced a centrally mediated body hypothermia in the res­

trained rat maintained at an ambient temperature of 23 oC • Pretreatment

with (=)-pindolol (1.5 - 3.0 mg/kg s.e. ) significant1y attenuated or

even suppressed MSO-induced hypothermia , but at a dose of 6 mg/kg s.e.,

hypothermia developed without any modification of its characteristics .

Pretreatment with (-)-proprano101 ( 16 - 25 mg/kg i.p. ) potentiated MSO­

induced hypothermia , but pretreatment of MSO-submitted rats with ketanserin

( 0.7 - 4.0 mg/kg i.p. ) did not significantly modify hypothermia • Selective

antagonists having a high affinity fore< - and B -adrenoceptors were used

and their effects on MSO-induced hypothermia compared with those of pindolol

and propranolol • Potentiation of hypothermia was recorded in rats pretreated

with prazosin ( 1.6 mg/kg i.p. ) then submitted to i.p. injection of MSO and

in animaIs pretreated with yohimbine ( 2.2 mg/kg i.p. ) then submitted to

i.p. and i.c.v. injection of MSO • Pretreatment with betaxolol ( 1.5 mg/kg

s.e. ) attenuated hypothermia following i.p. injection of MSO , and potentia­

tion of hypothermia was recorded in rats pretreated with ICI 118,551 1.13-

2.26 mg/kg i.p. ) then submitted to i.p. and i.c.v. injection of MSO These

findings would be in favour of a control exerted by 5-HT1-like receptors in

the central development of MSO-induced hypothermia , this control would be

modulated presumably by adrenoceptors •
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1 . INTRODUCTION

Decrease of body temperature following administration of the convul­

sant L - me thionine - d,l - sulfoximine (MSO) to the rat ( Ginefri -

Gayet and Gayet, 1988 ; Wada et al., 1967 ) seems to be linked to brain

serotonin ( 5-HT ) metabolism . Depletion of brain 5-HT by pretreatment

with p-chlorophenylalanine , p-chloroamphetamine and d-fenfluramine , did

not significantly modify the time-course or the magnitude of MSO-induced

hypothermia ; on the other hand , enhancement of 5-HT synthesis in MSO ­

submitted rats by pretreatment with 5-hydroxytryptophan ( 5-HTP ) preasso­

ciated with the peripheral 5-HTP decarboxylase inhibitor carbidopa , suppres-

sed significantly hypothermia Ginefri-Gayet and Gayet, 1991 ). The

effect of MSO on the biosynthesis of 14C )5-HT from intra-arterially

administered (14C )5-HTP was examined in rats pretreated with the peripher­

al 5-HTP decarboxylase inhibitor Ro 4-4602 : throughout the preconvulsant

5 - 6 h period , during which hypothermia develops , and as early as the

first 10 to 40 min , MSO would affect 5-HT perikarya located in the brain­

stem and the midbrain and later its effect would propagate to the 5-HT axon

terminaIs Sellinger and Dietz , 1981 ).

We had suggested (Ginefri-Gayet and Gayet , 1991 ) that increase of

ammonia contents in the brainstem and midbrain regions , due to inhibition

of astrocytic glutamine synthetase activity by MSO (Meister, 1978 i

Norenberg , 1983 ), would release endogenous 5-HT from neuronal structures

( Erecinska et al., 1987 ) , extracellular 5-HT would rapidly bind to sorne
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5-HT receptor subtype(s) at the level of the raphe nuclei , these processes

would be responsible for the decrease of body temperature In favour of this

suggestion are the recent data proving a specifie role for dorsal raphe

nucleus DRN ) serotonergic projections in rat thermoregulatory mechanisms

and a specifie role for 5-HT1A receptors in these mechanisms (Hillegaart,

1991 ) •

The present experiments were designed to determine if a relationship

could exist between activation of some 5-HT receptor subtype(s) in the cent-

ral nervous system and the decrease of body temperature , in the rat submit-

ted to the action of a convulsant dose of MSO , the molecule being intraperi-

toneally (i.p. ) or intracerebroventricularly (i.c.v. ) ( third ventri-

cle administered. For this purpose , the effects of pindolol and proprano-

101 , antagonists with a high affinity for 5-HT1 - like receptors , and of

ketanserin , antagonist with a high affinity for 5-HT2 receptors Glennon ,

1987 ; Hamon et al. , 1988 Hoyer , 1988 ; Peroutka , 1988 ) will be studied.

Selective antagonists wi th high affini ty for 0< - and f - adrenoceptor

subtypes will be used and their effects on MSO - induced hypothermia will

be compared with those of pindolol and propranolol •

2 • MATERIALS AND METHODS

2.1. AnimaIs

Male Wistar ( Allingthon Farm ) rats were purchased from the breeder ,

CERJ , Le Genest - St.Isle • AnimaIs weighing between 225 and 325 g were

used throughout the experiments ; they were housed individually in Plexiglass
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cages in a temperature - controlled environment of 23 ! 1.0 oC , with a

12 - h 1ight : 12 - h dark cycle lights on 07.00 - 19.00 h ) and with

free access to food (Extralabo, Ste. Colombe , M25.C diet ) and water

AlI experiments began between 09.00 and 11.00 h .

2.2. Measurement of body temperature

The rat was placed in a well-ventilated Harvard - type universa1 acry­

lic restrainer • Rectal temperature wa~ monitored using a lubricated tempera­

ture probe (Yellow Springs Instrument Co , Yellow Springs , OH , model

402 ) inserted 6 cm into the rectum, with a telethermometer (Yellow Springs

Instrument Co, model 43 ) connected to a potentiometric recorder ( Sefram ,

Paris , Servotrace model PE - la ) • The probe was secured in place by ta­

ping it lightly to the base of the tail • A control measurement (0 time )

was taken immediately after administration of MSO and rectal temperature was

recorded continuously thereafter from 30 min to 5 h later .

2.3. Intraperitoneal injection of MSO

L-Methionine-d,l,-sulfoximine (MSO) ( Sigma, St. Louis, MO )

( 150 mg/kg body weight ), dissolved in 1.0 ml of sterile 0.9 % NaCI solution

per 200 g body weight , was injected intraperitoneally ; control animaIs

received the same volume of sterile 0.9 % NaCI solution.

2.4. Intracerebroventricular injection of MSO

One week prior to the experiment , the rat was placed in a David Kopf
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model 900 stereotaxie apparatus , under Equithesin (3 ml/kg i.p. ) anesthe­

sia . A 26 - gauge guide cannula cut to a length of 13.0 mm from stainless

steel tubing ( Hamilton) was implanted , perpendicularly to the surface of

the skull , with the tip resting 1.0 mm above the third ventricle . The coor-

dinates (Albe-Fessard et al., 1971 ) were in mm ) : A = 6.1 , L = 0.0

H = 3.5 ; the cannula was in held in place by dental cement and stainless

steel anchor screws inserted into the calvarium (Myers, 1977 ) . A stain­

less steel stylet cut to a length of 13.0 mm was placed into the guide can­

nula and left until the experiment began .

MSO (60 pg per rat) dissolved in sterile 0.9 % NaCl solution or

artificial cerebrospinal fluid (Myers and Ruwe , 1982 ) , was injected in

a volume of 10 pl over a period of 2.30 min, through a 33-gauge injector

needle eut to a length of 14.0 mm from stainless steel tubing (Hamilton) ,

connected with a length of polyethylene tubing (internaI diameter 0.30mm )

to a 50 pl - capacity Hamilton microsyringe driven by a variable speed infu­

sion pump (Braun, Melsungen , model Perfusor l ) , as previously described

Ginefri-Gayet and Gayet , 1988 ) •

At the conclusion of each experiment , the location of the site of injec­

tion was verified with the method described by Myers ( 1977 ) , using a 1 %

bromophenol blue solution in bidistilled water : were regarded as valid those

preparations in which the dye was visible in all the cerebroventricular cavi­

ties •

2.5. Behavioural observations

At the end of the 5 h - period record of rectal temperature the rat was
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immediately and carefully taken out of the restrainer ,it was placed in a

Plexiglass box and its behaviour was observed in the same environmental condi­

tions .

2.6. Drug treatment

(~)-Pindolol (Sigma) ( 1.5 - 6.0 mg/kg) , dissolved by means of equi­

molar amount of HCl diluted in 0.9 % NaCl solution , was injected subcutaneous-

ly s.e.) one hour before administration of MSO . (-)-Propranolol hydro-

chloride (Sigma) 16.0 - 25.0 mg/kg i.p. ) , ketanserin tartrate ( Janssen

Pharmaceutica , Beerse 0.7 - 1.4 mg/kg i.p. ) , betaxolol (Synthelabo

Recherche, Paris) ( 1.5 - 4.0 mg/kg s.e. ), ICr 118,551 hydrochloride

( Imperial Chemical Industries PLC ,Macclesfield (1.13 - 2.26 mg/kg i.p. ),

prazosin hydrochloride (Sigma) ( 1.6 - 3.3 mg/kg i.p. ) and yohimbine

hydrochloride (Sigma) ( 1.1 - 2.2 mg/kg i.p. ) were dissolved in 0.9 %

NaCI solution and administered 20 , 20 , 30 , 15 , 30 and 30 min before admi­

nistration of MSO , respectively •

2.7. Statistical analysis

The data were expressed as means + S.E. with the number of animaIs

given within parentheses j they were statisticaIIy analysed by one-way analy­

sis of variance and , in case of significance (p < 0.05 ) , the F - test

was followed by paired Student's t - test to compare the experimental groups

with their controls . Level of significance was set to 0.05 •
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3. RESULTS

Mean rectal temperature of normal restrained rats was 38 ~ 0.4 oC

( n = 64 ) at an ambient temperature of 23.0 ~ 1.0 oC and in the light

phase it was considered as a base line in our experiments • An i.p. in-

jection of 0.9 % NaCl solution (1.0 ml per 200 g body weight ) or an

injection of artificial cerebrospinal fluid into the third ventricle

( la pl per rat ) did not exert any significant effect on the rectal tempera-

ture . An i.p. dose of 150 mg/kg of MSO or an i.c.v. dose of 60 pg per rat

of the molecule induced a significant decrease in rectal temperature of

2.2 ~ 0.3 oC P < 0.01 ) ( n = 8 ) or 2.6 ~ 0.3 oC ( P < 0.001 ) ( n

5 ) • respectively • The nadir of the decrease of rectal temperature was

reached during the course of the 4.00 - 5.00 - h period or of the 2.00 -

2.30 - h period following administration of MSO • respectively (fig. 1 ) •

This hypothermia was associated with the development of a marked syndrome of

ataxia with the loss of righting reflexes • an impairment of postural adjust-

ment and hindlimb abduction •

3.1. Effects of pindolol

Pretreatment of MSO-submitted rats with (~)-pindolol 1. 5 mg/kg s. c. )

attenuated hypothermia after i.p. injection of MSO (F(1.60)= 2.85 • P < 0.01)

(n 4 and after Lc.v. injection of MSO ( F(1.60)= 14.25 • P 4. 0.05 )

( n = 4 • Pretreatment with (~)-pindolol (3 mg/kg s.e. suppressed hypo-

thermia either after i.p. (F(1.60)= 14.28 • P <0.001 ) ( n = 4 ) or after

i.c.v. administration (F(1.50)= 2.22 • P < 0.001 ) ( n = 6 ) of MSO ( fig. 3
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and fig. 4 ) . The animaIs suffered a syndrome of ataxia , with forepaw trea-

ding , no postural adjustment , hindlimb myoclonus , and , for those recei-

ving i.c.v. injection of MSO , a rotational behaviour .

Administered at a dose of 6 mg/kg s.e. , (~)-pindolol lightly increased

hypothermia following i. p. inj ection of MSO (F (1. 60) = 2.85 , P.( 0.01 )

( n = 4 ) ( fig. J ).

3.2. Effects of propranolol

Pretreatment with (-)-propranolol potentiated MSO-induced hypothermia ,

with an increase of its time-course • At a dose of 16 mg/kg i.p. maximum

+change in temperature reached - 3.8 - 0.7 oc (F(1.50)= 8.57 , P< 0.01

n = 5 ) following i.p. injection of MSO (fig. 5 ) and - 3.0 ~ 0.2 oC

F(1.64)= 2.22 , NS ) ( n = 4 ) following i.c.v. injection of MSO ( fig. 6 ).

With (-)-propranolol administered at a dose of 25 mg/kg i.p. , maximum

change in temperature reached +- 2.8 - 0.1 oC F(1.60)= 1.0 , NS ) ( n =

4 ) after i.p. injection of MSO fig. 5 • AlI the MSO-submitted rats thus

pretreated exhibited a syndrome of ataxia , with hindlimb myoclonus or even

with tonic-clonic seizures followed by opisthotonos •

3.3. Effects of ketanserin

Following pretreatment with ketanserin (0.7 and 1.4 mg/kg i.p.

MSO-induced hypothermia was not significantly different from that recorded

following administration of MSO alone • Thus , at a dose of 1.4 mg/kg i.p.

of ketanserin maximum change in temperature was - 2.2 : 0.4 oC (F(1.64)=
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5.71 , NS ) ( n = 4 ) after i.p. injection of MSO and it was - 2.8 ~ 0.2 oC

with an increase of time-course of hypothermia (F(1.54)= 4.28 , P ~0.05 )

( n = 4 ) after i.c.v. injection of MSO . The behaviour of all ketanserin -

pretreated rats receiving systemically MSO was the same as that observed after

administration of MSO alone ; however , for the majority of the animals recei-

ving MSO into the third ventricle the behaviour was characterized by tonie -

clonic seizures followed by opisthotonos .

3.4. Effects of O<-adrenoceptor antagonists

Pretreatment with prazosin (1.5 mg/kg i.p. ) caused a greater decrease

of rectal temperature than that recorded following i.p. injection of MSO

alone : the maximum change in temperature reached - 3.0 ! 0.2 oC (F(1.50)=

2.85 , P «0.01 ) ( n = 4 ) ( fig. 7 ) ; but attenuation of hypothermia was

observed following i.c.v. injection of MSO (F(1.54)= 12.22 , P<:O.OOl )

( n = 4 ) ( fig. 8 ) . Pretreatment with prazosin at a dose of 3.3 mg/kg

i.p. lightly increased hypothermia following i.p. injection of MSO (F(1.50)=

12.85 , P <:0.05 ) ( n = 4 ) ( fig. 7 ) . In these three series of experi-

ments the animals exhibited a syndrome of ataxia with a flat body posture.

Yohimbine was administered at thermoneutral doses (Zacny, 1982 )

Rats pretreated with yohimbine at a dose of 1.1 mg/kg i.p. showed a maximum

change in temperature of +- 2.0 - 0.3 oC ( F(1.50)= 2.85 , NS ) ( n = 4 )

and at a dose of 2.2 mg/kg i.p. they showed a maximu,change in temperature

of - 3.3 ! 0.3 oC (F(1.50)= 4.28 , P ~O.OOl ) ( n = 4 ), after i.p.

injection of MSO fig. 7 ). The animals did not exhibit any postural adjust-

ment , but hindlimb abduction and even clonic seizures appeared . When MSO
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was subsequently injected into the third ventricle of rats pretreated with

yohimbine at a dose of 2.2 mg/kg i.p., a rapid hypothermia developed with a

maximum change intemperature of - 3.0 ~ 0.2 oc (F(1.64)= 2.22 , NS

(n = 3 ) ( fig. 8 ) ; aIl the animaIs died during the course of the 4.00 -

5.00 - h period following administration of MSO .

3.5. Effects of B -adrenoceptor antagonists

Pretreatment with betaxolol at a dose of 1.5 mg/kg s.e. attenuated

hypothermia induced by i.p. injection of MSO : the maximum change in tempe-

rature was - 1.5 ~ 0.5 oC (F(1.60)= 5.71 , P ~0.05 ) ( n = 4 ) ( fig. 7 );

at a dose of 2.5 mg/kg s.e. betaxolol did not alter hypothermia following

2.7 ~ 0.3 oC

( F(1.60)= 1.43 , NS ) ( n = 4 ) ( fig. 7 ) • No alteration of hypothermia

following i.p. injection of MSO was recorded after pretreatment with betaxolol

at a dose of 4.0 mg/kg s.e. : maximum change in temperature was 2.1 ~0.4 oC

( F(1.60)= 4.28 , NS ) ( n = 4 ) ( fig. 7 ). In these three series of experi­

ments , the animaIs exhibited a lack of bodily balance with a flat body pos-

ture • The hypothermia developed in rats pretreated with betaxolol ( 2.5

mg/kg s.e. then submitted to i.c.v. injection of MSO showed the same charac-

teristics as that following administration of MSO alone : the maximum change

in temperature was - 2.5 ~ 0.3 oC (F(1.64)= 1.88 , NS ) ( n = 4 ) ( fig.

8 ) .

Pretreatment with ICI 118,551 potentiated hypothermia induced by i.p.

injection of MSO at a dose of 1.13 mg/kg i.p. the maximum change in

temperature was +- 2.9 - 0.2 oC ( F(1.60)= 1.43 , NS ) ( n = 4 ) and at a
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dose of 2.26 mg/kg i.p. it was - 3.1 : 0.2 oC (F(1.60)= 2.85 ,

P « 0.05 (n = 4 ) ( fig. 7 ) • The animaIs did not show any postural

adjustment together with a fIat body posture. Pretreatment with ICI 118,551

at a dose of 2.26 mg/kg i.p. potentiated hypothermia induced by i.c.v.

administration of MSO , the maximum change in temperature was - 2.9 !

0.2 oC (F(1.78)= 4.66 , P~ 0.01 ) ( n = 3 ) ( fig. 8 ) and the rats exhi­

bited a syndrome of ataxia , a fIat body posture, and even the sign of

Straub tail •

4 • DISCUSSION

MSO i.p. administered (at a dose of 150 mg/kg) to the rat is rapidly

taken up by liver and kidney and crosses the blood-brain barrier : in the

central vervous system, 6 h after its administration, the molecule is uni-

formly distributed without any preferential accumulation Schatz et al.,

1976 ) and it binds to protein , especially to the active site of glutamine

synthetase Meister , 1978 ) , particularly in gray matter astrocytes in

aIl areas of the brain (Norenberg, 1983 ) • The irreversible inhibition

of glutamine synthetase (Meister, 1978 ) leads to a ri se in ammonia levels

in extra- and intracellular compartments of the brain (Cooper et al., 1979 ;

Hindfelt , 1975 ) • During this 5 - to 6 - h preconvulsant period MSO induces

an increase of synthesis of phosphatidylmonomethyl-ethanolamine , a normal

constituent of the brain Schatz et al., 1983 ; Sellinger et al., 1984 ),

reflecting increased membrane fluidity (Hirata and Axelrod , 1978 ) •

Are these neurochemical events directly or indirectly related to the

decrease in body temperature following MSO administration and which develops
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during the preconvu1sant period ? We had previously found that this hypother­

mia is centra11y mediated (Ginefri-Gayet and Gayet , 1988 ) and seems to be

1inked to brain 5-HT metabo1ism (Ginefri-Gayet and Gayet , 1991 ).

The functional and behavioural responses to 5-HT observed are often of

relatively low onset and long duration , suggesting metabotropic actions .

The variability in action and in response to pharmacological manipulations

suggested the existence of multiple types of 5-HT receptors , particularly

in the central nervous system (Glennon, 1987 ; Hamon et al., 1988 ;

Hoyer , 1988 Peroutka , 1987 and 1988 ) • We have found that pretreatment

of rats with (~)-pindolol at doses of 1.5 and 3.0 mg/kg s.e. attenuated

or suppressed hypothermia induced by MSO administered i.p. or i.c.v. to the

animaIs • Pindolol is a non selective antagonist of fi - adrenoceptors

having a high affinity for the 5-HT1A binding site (Hoyer, 1988) It

was noteworthy that rats pretreated with (~)-pindolol at a dose of 6 mg/kg

s.e. did not show any modification of the characteristics of MSO-induced

hypothermia ; this last result seemed to be in accordance with the possible

mixed agonist - antagonist properties of pindolol at central 5-HT receptors

Hjorth and Carlsson, 1986 ) • Pretreatment of rats with (-)-propranolol

16 and 25 mg/kg i.p. ) led to rather complex results when they were sub-

sequently submitted to MSO : hypothermia was enhanced if MSO was injected i.p.,

moreover , its magnitude and time-course were increased if MSO was administered

i.c.v. (-)-Propranolol is a non selective antagonist for fi - adrenoceptors

and its affinity for the 5-HT1A site is nearly one order of magnitude lower

than that of (-)-pindolol (Hoyer, 1988 ) ; propranolol would appear not

to be a good antagonist of the 5-HT1A autoreceptor (Sharp et al., 1990 ).

Furthermore , (-)-propranolol would be a relatively weak antagonist of 5-HT
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itself , suggesting that endogenous 5-HT may exert sorne effects on the neurons

in the DRN in addition to those mediated by 5-HT1A receptors (Sprouse and

Aghajanian , 1986 ). On the other hand , it was previous1y suggested that the

hypothermie mode of action of (-)-proprano101 may be explained by a blockade

of central dopaminergic neurons (Yehuda et al., 1981 ), and recently it has

been shown that , in brain membrane preparations isolated from propranolol

injected rats , an increased methylation of chloroform extractable products

occurred , which is presumably site - dependent (Benistant et al., 1990 )

Administration of ketanserin 0.7 and 1.4 mg/kg i.p. ) 20 min prior to i.p.

and i.c.v. injection of MSO did not greatly modified the magnitude of hypother-

mia thus induced , but its time-course was longer after i.c.v. injection of

MSO Ketanserin is an antagonist with a high affinity for the 5-HT2 binding

sites Hoyer, 1988 ) •

Tt has been proposed that activation of the 5-HT
1A

receptor subtypes

would result in a hypothermie response , whereas activation of 5-HT2 recep­

tors would result in a hyperthermie response (Gudelsky et al., 1986 ;

Hjorth , 1985 ) • Thus , 5-HT1A agonists such as 8-hydroxy-2-(di-n-propyl-

amino)tetralin 8-0H-DPAT ) or the anxiolytic molecule buspirone induced a

core hypothermia in the rat by activation of the 5-HT 1A receptors (Koenig

et al. , 1988 ) • Pharmacologieal studies were generally performed using

artifieial ligands for 5-HT receptors , but coneerning the hypothermie effeet

of MSO the ligand would be 5-HT only • Tt is well known that 5-HT shows a

high affinity for 5-HT1 reeeptors : Ki = 2.2 nM for the 5-HT1A subtype

on the other hand , its affinity for 5-HT2 receptors is very low : K. =
l

2,700 nM (Peroutka, 1987 ) • Tt has been found that i.c.v. injection of

5-HT in miee indueed hypothermia , whieh was inhibited by pindolol but not
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by ketanserin (Yamada et al., 1988 ) • On the other hand , the microinjec-

tion of 5-HT or 8-0H-DPAT into the DRN of the rat rapid1y e1icited a core

hypothermia which was suppressed by (-)-pindo101 (Hi11egaart, 1991 ).

Noradrenergic termina1s in the DRN appear to mediate a tonica11y active

noradrena1in influence from which is subordinated the firing of 5-HT neurons

( Aghajanian et al., 1987 ), these effects wou1d be mediated by 0(\ -adreno-

ceptors (3H)prazosin binding sites) located on these 5-HT neurons

( Smith and Gallager , 1989 ) • Such modulation pathways would explain the

enhancing effect of prazosin 1.6 mg/kg i.p.) on hypothermia following i.p.

administration of MSO , prazosin being a selective antagonist with a high af-

finity for postsynaptic o(~-adrenoceptors • However , me must consider the

ro1e played by prazosin as an antagonist of peripheral o(~ -adrenoceptors

and as a ligand having different degrees of affinity for the 0( -adrenoceptors

Bylund and U'prichard , 1983 ; Exton , 1982 ) •

Pretreatment of rats with yohimbine (1.1 and 2.2 mg/kg i.p. ), a

selective antagonist with a high affinity for ~~-adrenoceptors , adminis­

tered at non hypothermie doses (Zacny, 1982 ) , significant1y modified

the characteristics of hypothermia e1icited by subsequent i.p. and i.c.v. ad-

ministration of MSO , increasing the magnitude of the decrease of body tempera-

ture • Such experimental data are difficult to explain ; however , it is

interesting to draw attention to the relatively high affinity of yohimbine

for 5-HT
1A

sites (pKD = 6.86 ) nearly equal to that of (-)-propranolol

( pKD = 6.81 ) for these same sites (Hoyer, 1988 ). e>(~-Adrenoceptors

have been found on 5-HT neurons and they have been reported to modulate

5-HT release Ellison and Campbell , 1986 ) •

Pindolol and propranolol are non selective antagonists with respect to
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8 -adrenoceptor subtypes and show a high affinity to 5-HT1A and 5-HT1B

receptors Hoyer, 1988 ) ; on the other hand , it was recent1y shown that

selective 8 -adrenoceptor antagonists , such as betaxolol and rcr 118,551 ,

Tsuchihashi et al.,can bind to 8 -adrenoceptors and 5-HT
1B

receptors

1990 ) • Results obtained in rats pretreated with the selective 8 -adreno­
1

ceptor antagonist betaxolol (Boudot et al., 1979 ) were rather complex

when MSO was subsequently administered i.p. , although the time-course and

magnitude of hypothermia were not altered after i.c.v. injection of MSO •

Pretreatment with rcr 118,551 , a selective antagonist of 8
2

-adrenoceptors

( Bilski et al., 1980 , which potentiated hypothermia following i.p. and

i.c.v. injection of MSO proved that peripheral and central 82 -adrenoceptors

would be involved in the decrease of body temperature following administration

of MSO to the rat •

We had previously suggested that hypothermia induced by MSO in the rat

might be directly related to a depressive effect on the rate of glucose utili-

zation and its oxidative metabolism in cerebral cell structures, maybe astro-

glial cells , located at sites of blood-brain and cerebrospinal fluid-brain

junctions (Ginefri-Gayet and Gayet , 1988 ). After a systemic administration

of MSO , cerebral levels of glucose and glycogen rise (Bérel et al., 1977 a,

b i Folbergrova et al., 1969 ; Hevor et al., 1985 ) correlatively with a

hyperglycemia Nehlig and Gayet , unpublished results ), thus eliciting a

decrease in body temperature ( Robinson et al., 1972 ) •

Systemic administration of drugs acting on central 5-HT systems does not

provide information on the specifie 5-HT neuronal pathways implicated in such

alterations of brain metabolism • Our present results are in favour of a con-'

trol exerted by 5-HT
1

- like receptors in the neurochemical events responsible

for the development of MSO-induced hypothermia , this control would be
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modu1ated by c< - and B -adrenoceptors . Subbarao and Hertz (1991) have

proposed that if astrocytes are the major target , for noradrenergic stimu­

lation of brain metabolism , the stimulation can , however , be expected

secondarily to affect also neurons , and thus brain output . 0< 2-adreno­

ceptor antagonists , such as yohimbine , produced a generalized depression

in brain glucose utilization Savaki et al., 1982 ) , however , hypothermia

following administration of the 5-HT
1A

receptor agonist 8-0H-DPAT to mice

was attenuated by the ~ 2-adrenoceptor antagonist atipemazole, which

occupies both central and peripheral receptors (Durcan et al., 1991 ) .
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Figure 1 . Changes in rectal temperature following administration of MSO to

restrained rats , at an ambient temperature of 23 oC . Time in

hours . \1 i.p. injection of MSO ( 150 mg/kg) ( n = 8 ) saline

con troIs ( n = 5 ) ; 0: injection of MSO

ventricle ( n = 5 ) ; • : saline controIs

60 \lg per rat

n = 4 ) •

into the third

* P <0.05 , ** P < 0.01 and *** P <0.001 for significant differences

compared with saline controls (Student's t - test) .

For the sake of clarity S.E.M. for means of saline controls are not repre-

sented .
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Figure 2 • Changes in rectal temperature following i.p. injection of MSO

150 mg/kg ) to restrained rats , at an ambient temperature of

23 oC • Time in hours • 0 : pretreatment with (=)-pindolol ( 1.5 mg/kg

s.e. ) 60 min before administration of MSO ( n = 4 ) ; • : MSO ( 150 mg/kg

i. p. ). * P < 0.05 and ** P< 0.01 for significant differences compared

with ratsosubmitted to MSO alone ( analysis of variance followed by paired

Student's t - test) •
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Figure 3 • Changes in rectal temperature following i.p. injection of MSO

150 mg/kg ) to restrained rats , at an ambient temperature of

23 oC . Time in hours • a : pretreatment with (!)-pindolol ( 3 mg/kg s.e.

60 min before administration of MSO ( n = 4 ) i ~ : pretreatment with

(!)-pindolol ( 6 mg/kg s.e.) 60 min before administration of MSO ( n = 4 Ji

• : pretreatment with (!J-pindolol ( 3 mg/kg s.e. ) of saline controls

( n = 4 ) . * p <: 0.05 , ** P <. 0.01 and*** P .(, 0.001 , for significant

differences compared with saline controls ( Student's t - test J.
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Figure 4 . Changes in rectal temperature following injection of MSO ( 60 pg

per rat ) into the third ventricle of restrained rats , at an

ambient temperature of 23 oc . Time in hours • 0 : pretreatment with

(~)-pindolol ( 3 mg/kg s.e.) 60 min before administration of MSO ( n = 6 );

• : injection of MSO ( 60 pg per rat ) into the third ventricle ( n = 5 ) •

icp <0.05 , icicP <0.01 andiC+:iCP <0.001 for significant differences

compared with rats submitted to MSO alone (analysis of variance followed

by paired Student's t - test) •
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Figure 5 . Changes in rectal temperature following i.p. injection of MSO

150 mg/kg ) to restrained rats , at an ambient temperature of

23 oC • Time in hours • ~: pretreatment with (-)-propranolol ( 16 mg/kg

i.p.) 20 min before administration of MSO ( n = 4 ) ; .: pretreatment

with (-)-propranolol ( 25 mg/kg i.p. ) 20 min before administration of MSO

( n = 4 ) i ~~pretreatment with (-)-propranolol 16 mg/kg i.p. ) of

saline controls ( n = 3 ) • ~ and ..t;t p <0.05 , ** and {{ {c

P <0.01 and *** P <0.001 , for significant differences compared with

saline controls ( Student's t - test) •
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Figure 6 • Changes in rectal temperature induced by an injection of MSO

(60 ~g per rat) into the third ventricle of restrained rats,

at an ambient temperature of 23 oC • Time in hours • 0 : pretreatment with

(-)-propranoioi ( 16 mg/kg i.p. ) 20 min before administration of MSO

( n = 4 ) ; • : pretreatment with (-)-propranoioi ( 16 mg/kg Lp. ) of

saline controis (n = 3 ) . ** P.t:O.Ol and***P<O.OOl , for signifi-

cant differences compared with saline controis (Student's t - test ).



- 28 -

CONTROL MSO

PRAZOSIN

**

1 . 6 ** **
3.3

YOHIMBINE

1 . 1

2.2

BETAXOLOL

1. 5 * /----

* 1-----«*

**
***

2.5

4.0

1C 1 118 551

***

o

1. 1 3

2.26

-1

CHANGE

-2 -3

IN TEMPERATURE (ocl

Figure 7 • Maximum change in rectal temperature induced by an i.p. injection

of MSO ( 150 mg/kg ) ta restrained rats , at an ambient temperature

of 23 oc . Pretratments with prazasin ( 1.6 and 3.3 mg/kg i.p. ) ( n = 4 )

with yohimbine ( 1.1 and 2.2 mg/kg i.p. ) ( n = 4 ) , with betaxolol 1.5 ,

2.5 and 4.0 mg/kg s.e. ) ( n = 4 and with ICI 118,551 ( 1.13 and 2.26

mg/kg i.p. ) ( n = 4 ) , 30 , 30 , 30 and 15 min, respectiveiy , before

administration of MSO 150 mg/kg Lp. ) • il p.c:. 0.05 , **P <: 0.01 and

il~il P < 0.001 , for significant differences compared with rats submitted

to MSO alane ( control MSO ) ( n = 8 ) ( analysis of variance foiiowed by

paired Student's t - test) .** P <0.01 anc'1:c** P<' 0.001 , for signifi-

cant differences compared with saline contrais ( n = 4 , for each adreno-

ceptor antagonist pretreated group) ( Student's t - test) •
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Figure 8 • Maximum change in rectal temperature induced by an injection of

MSO ( 60 pg per rat ) into the third ventricle of restrained

rats , at an ambient temperature of 23 oC • Pretreatments with prazosin

( 1.6 mg/kg i.p. ) ( n = 4 ), with yohimbine ( 2.2 mg/kg i.p. ) ( n = 4 ),

with betaxolol 2.5 mg/kg s.e. ) ( n = 4 ) and with ICI 118,551 2.26

mg/kg i.p. ) ( n = 4 ) , 30 , 30 , 30 and 15 min, respectively , before

administration of MSO ( 60 pg per rat ) into the third ventricle .

** P <0.01 and***P <'0.001 , for significant differences compared with

rats submitted to MSO alone ( control MSO ) ( n = 5 ) ( analysis of variance

followed by paired Student's t - test

for significant differences compared ta saline controls n = 4 , for each

adrenoceptor antagonist pretreated group ) ( Student's t - test ).
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L'injection systémique de la méthionine sulfoximine (MSO) , chez le

rat, entraîne une encéphalopathie lentement progressive caractérisée par

un désordre du mouvement {ataxie) suivi quelques heures plus tard de con­

vulsions toniques et cloniques. Ce modèle est utilisé pour la recherche

des mécanismes métaboliques liés aux convulsions.

Le but du travail que nous présentons est d'étudier les modalités de

la variation de la température interne du rat sous l'action de la MSO, et,

de tenter de tirer des conclusions en ce qui concerne les voies neuronales

dans le système nerveux central qui peuvent être impliquées dans cette va­

riation.

Mots-clés Méthionine sulfoximine Hypothermie rectale Période

préconvulsive Ammoniaque intracellulaire Métabo-

lisme du glucose Astrocytes Comportement moteur

Métabolisme de la sérotonine p-Chlorophénylalanine

p-Chloroamphétamine d-Fenfluramine 5-Hydroxytryp-

tophane Pindolol Propranolol Noyau dorsal du

raphé Prazosin Yohimbine Betaxolol ICI

118.551 Métabolisme de l'acide t -aminobutyrique

~-vinylGABA Acide nipécotique 2-0H-saclofen
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