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Summary. Maternal hyperglycemia and fetal development in rat : effects of continuous
infusion of glucose to the rat in /late pregnancy.

Continuous glucose infusion was used to induce mild hyperglycemia in unrestrained
pregnant rats during the last three days of pregnancy. Control rats were infused with
distilled water. Compared with the controls, fetuses from glucose-infused rats showed
higher plasma glucose levels, increased plasma insulin and lower plasma glucagon concen-
trations. Pregnancy prolonged until day 23.5 resulted in a sharp decrease in plasma insulin
concentrations and a dramatic increase in plasma glucagon concentrations. In 23.5-day old
fetuses from both groups, plasma insulin concentration rose when phentolamine was
injected but not when propanolol was injected. Plasma glucagon concentration in 23.5-day
old fetuses from glucose-infused rats dropped with propanolol injection. In fetuses from
control rats, liver phosphoenolpyruvate activity increased markedly and liver glycogen
stores decreased sharply. In fetuses from glucose-infused rats, “liver phosphoenolpyruvate
carboxykinase activity rose and glycogen content decreased, but to a lesser degree.
Moreover, in postmature fetuses from glucose-infused rats, elevated plasma glucose and
insulin concentrations were related to increased body weight and total carcass fat.
Concurrently, the rate of lipogenesis in the carcass of these fetuses (estimated from the
incorporation of 3H from 3H20 into fatty acids) was significantly increased.

Introduction.

Les effets de |'hyperglycémie maternelle sur la croissance du foetus et sur les
sécrétions endocrines de son pancréas font encore I'objet de nombreuses contro-
verses. Pour ce type d’étude, deux modes d’approche ont été essentiellement
utilisés. Le premier est I'induction d'un diabéte permanent chez la rate gravide
par injection d’alloxane ou de streptozotocine avant (Kervran et al., 1978 ; Prager
et al., 1974 ; Pitkin et Van Horden, 1974) ou pendant (Aerts et Van Assche,
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1977 ; Golob et al., 1970) la gestation aboutissant généralement a une hypergly-
cémie séveére, en tout cas difficile a controler. De plus, les résultats obtenus par
cette méthode sont contradictoires et semblent trés dépendants de la dose de
drogue injectée. L'autre mode utilisé consiste en l'injection unique ou la perfu-
sion a court terme de glucose a la rate gravide, ceci plus particulierement quand
on s’attache a I'étude de l'insulino-sécrétion chez le foetus (Kervran et Girard,
1974) ; il ne permet pas d’étudier les conséquences pour le foetus d'une
hyperglycémie prolongée.

Nous avons utilisé ici une technique (Nicolaidis et al., 1974) permettant un
controle aussi strict que possible de la glycémie maternelle en induisant chez la
rate gravide non contrainte une hyperglycémie chronique et modulable par perfu-
sion continue de glucose. Cette technique permet, en outre, de dissocier
I'hyperglycémie des autres anomalies métaboliques dues au diabéte.

Le but de ce travail a été d'évaluer chez le foetus de rat a terme les effets
d'une hypergiycémie prolongée sur la croissance, les sécrétions du pancréas
endocrine et sur le métabolisme glucidique dans le foie. Ces effets ont également
été étudiés chez le foetus post-mature, car des études précédentes avaient mon-
tré, d'une part que la prolongation de la gestation induisait une augmentation
importante du rapport glucagon/insuline (Portha et al., 1978), et d'autre part que
les modifications de la croissance et de I'adiposité foetale liées a I'augmentation
de la concentration plasmatique en insuline étaient d'autant plus nettes que I'on
avait affaire a des stades de gestation plus avancés (Picon, 1967).

Matériel et méthodes.

Animaux. — Des rates albinos de souche Sherman élevées au laboratoire
sont nourries avec un aliment solide {comprimé UAR B-03). Les males sont mis
dans les cages des femelles 2 soirs par semaine vers 17 h et retirés le lendemain
vers 9 h; la gestation est déterminée par palpation, 14 jours plus tard. Dans
notre élevage, la durée normale de la gestation est de 22 jours. La prolongation
de la gestation est obtenue par I'administration quotidienne de 2,5 mg de proges-
térone (Lutogyl, Roussel, France), injectée par voie sous-cutanée. Les rates
sacrifiées a terme ne recoivent aucun traitement.

L’administration de glucose aux rates gravides est effectuée par la technique
de perfusion a long terme a des animaux non contraints de Nicolaidis et al.
(1974). Aprés anesthésie a la Kétamine (Imalgéne, Mérieux, France 125 mg/kg
IP), les rates recoivent une sonde constituée d'un cathéter souple (Silastic, Dow
Corning, USA) placée a demeure dans la jugulaire et reliée a une piéce de tube
flexible (Tygon, Norton, USA) fixée au sommet du crane a l'aide de ciment den-
taire (Pennwalt, SS White, USA). Chaque rate est placée dans une cage cylindri-
gue en plexiglas et reliée en permanence a une pompe péristaltique (Minipuls HP-2,
Gilson, France). Un joint tournant étanche permet a I'animal de se mouvoir libre-
ment. Dans tous les cas, les rates gravides sont perfusées pendant 3 jours con-
sécutifs avant le prélevement des foetus. La perfusion commence 24 h, aprés
I'implantation de la sonde. Du glucose stérile hypertonique a 30 % (Chaix et
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Du Marais, France), est perfusé a raison de 39 mi/jour. Les rates témoins recoi-
vent une perfusion d'eau distillée stérile (Chaix et Du Marais, France). Nous
avons choisi I'eau distillée plutét que du sérum physiologique, pour éviter une
surcharge sodée trop importante. Vu le faible débit de la perfusion par rapport au
flux de la circulation dans la veine cave supérieure, il n‘était théoriquement pas a
craindre d’accident hémolytique et nous n’en avons, de fait, jamais observé.

L'effet de bloquants spécifiques des récepteurs o-(phentolamine) et 3-(pro-
panolol) des catécholamines sur la concentration plasmatique de I'insuline et du
glucagon est apprécié sur certaines portées post-matures de 23,5 jours, aprés
injection aux foetus par voie sous-cutanée, a travers la paroi utérine, de 10 ug de
phentolamine ou de propanolol. Les foetus témoins recoivent une injection de
NaCl 9%,.

Echantillons. — La giycémie des rates gravides perfusées est contrdlée quo-
tidiennement sur des échantillons de sang prélevés a la queue. Aprés anesthésie
{Imalgéne 125 mg/kg ; IP) et laparotomie de la mére, les foetus sont extraits suc-
cessivement de |'utérus, en laissant le placenta et le cordon ombilical /in situ de
maniére 3 ne pas interrompre les échanges fceto-maternels. Le sang est collecté
apres section des vaisseaux axillaires, le foie est rapidement prélevé et pesé,
puis, soit congelé dans |'azote liquide pour le dosage ultérieur du glycogéne, soit
homogénéisé dans du tampon maléate 0,5 mole/| (pH = 6,5) pour le dosage de
la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Les foetus sont alors compléete-
ment extraits et pesés, le poids final tenant compte du poids du sang et du foie
prélevés. Les foetus sont conservés a — 20 °C jusqu’a la détermination des lipi-
des totaux. Pour évaluer le taux de lipogenése dans la carcasse des foetus,
6 rates gravides recoivent, au stade de 23,5 jours, 10 mCi de 3H,0, par le
systéeme de perfusion, une heure avant |'ablation des fcetus. La lipogenése est
estimée par la méthode de Fain et al. (1965) et exprimée en pumoles de 3H,0
incorporée dans les lipides g. de tissu~1'.heure~'. Le contenu en lipides de la car-
casse est mesuré sur le foetus entier selon la méthode de Folch et al. (1957).

Des aliquots de plasma de plusieurs foetus de ta méme portée (3 a 4) sont
déprotéinisés par I'acide trichloracétique 8 5 %. Les surnageants trichioracétiques
sont utilisés pour la détermination colorimétrique de I'azote a-aminé {(Malangeau
et al., 1973), en utilisant la sérine comme standard. La glycémie est déterminée
sur des échantillons de 10 ul de plasma, a {'aide d'un microanalyseur de glucose
(Beckman, Palo Alto, USA). L'insulinémie est mesurée en utilisant |'insuline de
rat (Novo, Copenhague, Danemark) comme standard, de I'insuline porcine mar-
quée par 5| comme traceur, et de 'anticorps anti-insuline humaine. L’hormone
libre est séparée.de I'hormone liée a I'aide de silicate de magnésium. La sensibi-
lité de la méthode est de 6 pU/ml avec un coefficient de variation de 10 % entre
les différents dosages.

La glucagonémie est déterminée sur des échantillons de plasma sans extrac-
tion préalable en utilisant de !"anticorps anti-glucagon 30 K, du glucagon marqué
par 2] comme traceur, et du glucagon de porc comme standard (B66 K 1070,
Dr J. Schlichtkrull, Novo, Copenhague, Danemark). Une préparation de
charbon-dextran est utilisée pour séparer hormone libre et hormone liée. Le coef-
ficient de variation entre les différents dosages est de 10 %.
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La concentration du glycogéne hépatique est déterminée par la technique &
I'amylo-glucosidase de Roehring et Allred (1974).

La PEPCK cytosolique est mesurée selon la technique de Ballard et Hanson
(1967) sur le surnageant obtenu & partir des homogénats de foie. L'activité est
mesurée par la conversion du NaH“CO; (Radiochemical Centre, Amersham,
Grande Bretagne) en malate exprimée en nmole.h~'.mg de protéine~'. La con-
centration en protéines est mesurée par la méthode de Lowry et al. (1951).

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes accompagnées de
"'erreur standard de la moyenne. La signification statistique des différences
observées entre les valeurs moyennes obtenues pour chaque lot d’animaux est
évaluée par le test de Student pour les valeurs non appariées. Les corrélations
statistiques entre 2 paramétres sont établies par la méthode des moindres carrés.

Résuitats.

Les rates ayant recu une perfusion de glucose présentent une hyperglycémie
assez modérée (environ 2 g/l) tout au long de la période de perfusion. Leur
glycémie est toujours trés significativement supérieure a celle des rates témoins
(fig. 1). Cette hyperglycémie s’accompagne chez les rates a terme comme chez
les rates en gestation prolongée de modifications métaboliques et hormonales.
L'insulinémie est plus élevée chez les rates hyperglycémiques et la glucagonémie
fortement abaissée ; parallélement, I'activité de la PEPCK hépatique est trés dimi-
nuée et la concentration en glycogéne hépatique trés augmentée (tabl. 1). Par
contre, la concentration plasmatique en azote «-aminé n’est pas modifiée de
maniére significative par rapport aux rates témoins. La consommation alimen-
taire est trés réduite chez les rates ayant recu une perfusion de glucose
(15,6 + 0,2 Kcal/j; n = 22) par rapport a celle des rates témoins
(67,3 + 1 Kcal/j; n = 17).
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La glycémie des fcetus de rates hyperglycémiques est trés significativement
supérieure a celle des foetus témoins indépendamment du stade de gestation
(fig. 1). La concentration plasmatique en azote x-aminé des foetus hyperglycémi-
ques (11,9 + 0,6 mmole/l ; n = 12} n’est pas significativement différente de
celle des foetus témoins (12,1 + 0,6 mmole/l ; n = 12). Le niveau de l'insuliné-
mie des foetus a terme de méres ayant recu une perfusion de glucose est nette-
ment plus élevé que celui des foetus témoins du méme stade. Cette différence
persiste chez les foetus de 22,5 jours et de 23,5 jours, mais dans les 2 groupes,
on assiste a une chute de l'insulinémie d’autant plus nette que la gestation est
plus prolongée {fig. 2). La concentration plasmatique en glucagon est fortement
abaissée chez les feetus hyperglycémiques prélevés a terme par rapport aux
foetus témoins du méme age. Cependant, la concentration de cette hormone
augmente de maniere sensible avec la post-maturité chez les foetus des
2 groupes {fig. 2). Ainsi le rapport glucagon/insuline augmente toujours au cours
de la post-maturité mais de maniére beaucoup plus importante chez les foetus de
méres perfusées de glucose que chez les foetus témoins (fig. 3). Au stade de
23,5 jours, l'insulinémie remonte fortement aprés linjection de phentolamine
dans les 2 groupes d'animaux alors que l'injection de propanolol reste sans effet
{fig. 2). La glucagonémie n’est pas modifiée par I'administration de phentola-
mine, elle est diminuée par le propanolol, de facon non significative chez les
foetus témoins et de facon significative chez les foetus hyperglycémiques. L'acti-
vité de la PEPCK hépatique est tres faible chez les foetus de 21,5 jours des
2 groupes. Pour les foetus témoins, son activité augmente a 22,5 jours et surtout
a 23,6 jours. Pour les feetus de meres perfusées de glucose, I'activité de la
PEPCK demeure inchangée a 22,5 jours, et double seulement a 23,5 jours (fig.
3). En outre, il existe une forte corrélation entre I'activité de la PEPCK et le rap-
port glucagon/insuline {y = 54 x + 36; n = 100; r = 0,9; p < 0,001).
L’accumulation de glycogéene par le foie fcetal n’est pas stimuiée par la perfusion
de glucose chez le feetus a terme : 116 + 2 mg/g d'organe {n = 15) pour les
foetus hyperglycémiques, 110 + 2 mg/g d'organe {n = 22) pour les feetus
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témoins. Au stade de 22,5 jours, on n’enregistre aucune différence entre les
2 groupes : 91 + 4 mg/g d’organe (n = 20) pour les foetus hyperglycémiques,
85 + 2 mg/g d'organe (n = 25) pour les feetus témoins. A 23,5 jours, la teneur
en glycogéne du foie est trés diminuée chez les foetus témoins (22 + 1 mg/g
d'organe ; n = 35) alors que I'épuisement de ces réserves est freiné chez les
foetus hyperglycémiques (60 + 1 mg/g d’organe ; n = 22). Comme le montre la
figure 4, il existe une augmentation significative du poids corporel et du contenu
en lipides de la carcasse chez les foetus hyperglycémiques de 23,5 jours. Parallé-
lement, le taux de la lipogenése dans la carcasse de ces fcetus est trés augmenté
(fig. 4).
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Taux de lipogenése in vivo chez les feetus de 23,5 jours. Nombre de dosages au bas des plots.
*** p < 0,001 ; différence statistique significative entre témoins et perfusés de glucose.
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Discussion.

La technique utilisée nous a permis de provoquer une hyperglycémie modé-
rée et contrélable chez les méres et les foetus. Les différents paramétres hormo-
naux et métaboliques étudiés chez les méres sont bien en rapport avec cette
hyperglycémie. Comme ces paramétres ne varient que peu avec la prolongation
de la gestation, on peut penser que l'injection de progestérone ne les a pas
modifiés. La chute importante de la consommation alimentaire chez les rates per-
fusées de glucose, est en accord avec la théorie « glucostatique » de Jean Mayer
(1955). Si on tient compte des calories apportées par la perfusion de glucose, il
n‘existe pas de différence notable entre rates ayant recu une perfusion de glu-
cose (62 Kcal/jour) et rates témoins (67 Kcal/jour). De plus, la concentration en
azote a-aminé plasmatique n’est modifiée ni chez les méres perfusées de glu-
cose, ni chez leurs foetus ; ce qui suggére qu’'une chute importante de I'apport
alimentaire pendant les 3 derniers jours de la gestation n‘empéche pas que
I'apport global d'acides aminés aux foetus soit inchangé, bien que la déficience
d’un ou plusieurs acides aminés ne puisse étre exclue.

L'augmentation de la glycémie des fcetus de méres ayant recu du glucose
refléte I"hyperglycémie maternelle ; elle a eu des effets nets sur la concentration
plasmatique des hormones pancréatiques. Les taux élevés d'insuline plasmatique
chez les foetus de méres hyperglycémiques confirment que la cellule B foetale est
capable de répondre a une stimulation par le glucose ; ce qui est en accord avec
les résultats de Kervran et Girard (1974), mais contredit d'autres études {Asplund
et al., 1969 ; Clark et al., 1968). D'autre part, la glucagonémie chez les foetus
hyperglycémiques a terme est fortement abaissée. Des travaux précédents, fon-
dés sur l'injection aigué ou la perfusion & court terme de glucose, avaient conclu
a l'insensibilité de la cellule A du foetus de rat aux variations de la glycémie
(Girard et al., 1973).

Notre étude montre que la cellule A foetale est sensible au glucose, a condi-
tion que la stimulation par le glucose soit prolongée. Comme I'avaient montré
d’autres travaux (Portha et al., 1978), l'insulinémie décroit et la glucagonémie
augmente au cours de la postmaturité dans les 2 groupes d’animaux. Ceci pour-
rait s’expliquer par une stimulation adrénergique et/ou une augmentation du taux
des catécholamines circulantes au cours de gestations prolongées. La réponse du
pancréas foetal a l'injection de phentolamine et de propanolol est bien compatible
avec cette hypothése. Les résultats obtenus montrent que 'inhibition partielle de
la sécrétion d'insuline au cours de la postmaturité est due a I'activation de récep-
teurs o-adrénergiqgues comme on la montré chez I'adulte (Porte, 1967}, alors
gu’ils suggérent que la stimulation de la sécrétion de glucagon au cours de ges-
tations prolongées passerait par I'activation de récepteurs @-adrénergiques, quoi-
que, pour cette hormone, les données recueillies soient beaucoup moins nettes.

Ces modifications hormonales sont bien reflétées par les variations de V'acti-
vité de la PEPCK hépatique et nos résultats suggérent que la chute du rapport
glucagon/insuline peut inhiber partiellement I'induction de cette enzyme. Le fait
que des foetus montrant des glycémies trés proches présentent une activité de la
PEPCK trés différente et I'existence d’une corrélation étroite entre ce parameétre
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et le rapport glucagon/insuline, indiguent que l'induction de la PEPCK hépatique
est provoquée plus par des variations de la concentration des hormones pancréa-
tiques que par celle de la glycémie. Dailleurs, des travaux précédents ont montré
gue des sucres comme le galactose et le mannose, capables de bloquer I'activité
de la PEPCK sont aussi insulinosécréteurs (Lambert, 1970), alors que des sucres
non-insulinosécréteurs comme le ribose, ou le 2-déoxyglucose sont sans effet sur
I'activité de la PEPCK. '

Chez les foetus a terme de méres perfusées de glucose, {"hyperglycémie et
un rapport glucagon/insuline trés bas n'ont pas eu pour effet d’augmenter signi-
ficativement le stock de glycogéne hépatique. Il est connu qu’une accumulation
importante de glycogéne par le foie se produit dans les derniers jours de la gesta-
tion chez le foetus de rat (Jost et Jacquot, 1958). Il est possible qu’a terme, les
capacités de stockage du foie soient a leur maximum et ne puissent étre aug-
mentées. La diminution du glycogéne hépatique du stade 21,5 jours au stade
23,5 jours semble bien en rapport avec les modifications de la glycémie et du
rapport glucagon/insuline ; la chute de la concentration en glycogéne chez les
feetus témoins coincide avec une augmentation importante du rapport
glucagon/insuline alors que les foetus hyperglycémiques du méme &ge, qui pré-
sentent une glycémie plus élevée et un rapport glucagon/insuline plus bas,
voient leur glycogéne hépatique diminuer de maniére beaucoup moins impor-
tante.

En dépit de I'hyperinsulinisme trés marqué présenté par les foetus hypergly-
cémiques a terme, ni le poids de ces foetus a terme, ni la teneur en lipides de
leur carcasse ne sont modifiés par rapport a ceux des fostus témoins du méme
age. Les résultats des travaux précédents relatifs au foetus de rat & terme sont
trés contradictoires {cf. Introduction). Ceci contraste avec les observations con-
cernant I'espéce humaine qui montrent une augmentation importante du poids et
de la masse adipeuse sous-cutanée chez la plupart des nouveau-nés de meres
diabétiques (Osler, 1960 ; O'Sullivan et al., 1966). Le facteur impliqué dans ce
phénomeéne est selon Pedersen (Pedersen et al., 1954}, la production excessive
d'insuline par le feetus en réponse a I"hyperglycémie, ce qui entrainerait une aug-
mentation importante de l'adiposité. On peut expliquer la discordance entre les
résultats obtenus dans les 2 espéces par la différence dans la chronologie du
développement du tissu adipeux chez le foetus de rat et le fostus humain. Chez
celui-ci, le développement de ce tissu est déja important jn utero et il représente
16 % du poids corporel a la naissance alors que chez le rat, le développement du
tissu adipeux, qui ne représente a terme que 1 % du poids corporel, est essen-
tiellement post-natal. Nos résultats vont dans le sens d’une telle explication. En
effet, 'augmentation de poids chez les foetus hyperglycémiques apparait a
23,5 jours et la différence entre les 2 groupes expérimentaux devient trés signifi-
cative ; a cette augmentation de poids corporel correspond une glévation trés
nette des lipides totaux chez ces mémes feetus. Ces resultats sont renforcés par
la mesure de I'activité lipogénique in vivo, puisque nous observons une forte sti-
mulation de la synthése de lipides chez les foetus de méres perfusées de glucose
de 23,5 jours.
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Conclusion.

Les résultats obtenus au cours de' cette ‘étude indiquent que les cellules B
comme les cellules A du pancréas feetal de rat sont sensibles & une stimulation
chronique par le glucose et que les modifications hormonales entrainées par
cette stimulation peuvent influer sur le métabolisme hépatique du glucose chez le
foetus. D’autre part, I'hyperinsulinisme chez ies foetus postmatures peut entrainer
une augmentation significative du.poids corporel et de |'accumulation des lipi-
des ; une situation qu’on peut rapprocher de celle des nouveau-nés de méres
diabétiques.
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