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TRITIES DANS LE CERVEAU ET QUELQUES AUTRES
TISSUS CHEZ LA BREBIS

T. J. ROBINSON (1)

avec la collaboration technique de Liliane BorviNeat et Agnés Burk

Station cenirale de Phystologie animale,
Centre national de Recherches soolechniques, Jouy-en-Josas (Seine-et-Oise)

SOMMAIRE

Seize brebis ont été utilisées dans une L\péricnce fuctoriclle dans laquelle Phexcestrol tritié
(50 pg) ou leestradiol tritié (20 pg) était injecté par voie intramusculaire ou intraveineuse. Les
animaux ont été abattus 3o minutes, une heure et demie, 4 heures et demie, 13 heures et demie
aprés l'injection et les tissus suivants analysés pour la raledcthltL : 10 tissus généraux : sang,
muscle ; 29 tissus-cibles : hypophyse, utérus (endometre et myometre), cervix, vagin ; 30 cerveau:
g régions différentes. Aucune région du cerveau ne s’est montrée capable de retenir 'cestrogéne
tritié, 'activité observée était partout basse. Néanmoins, des différences significatives (P = o,02)
ont été observées entre quelques régions : les bulbes olfactifs avaient Pactivité la plus élevée et
le septum la plus basse.

Bien que la radioactivité de la dose d’hexwstrol ait été deux fois et demie plus forte ue celle
d’eestradiol, le niveau de radioactivité trouvé chez quelques tissus-cibles (utérus: endometre, hypo
physe) était comparable pour les deux substances. Dans les autres tissus (utérus : myométre, cer
vix, vagin) le niveau trouvé apres injection d’hexwstrol était beaucoup plus élevé ue celui trouvé
aprés injection d’aestradiol.

La durée du maintien de Pactivité dans tous los tissus aprés Uinjection intraveineuse d’hexcestro’
était plus longue que la durée trouvée apres injection d’eestradiol par la méme voie. Par contre
le maintien de Pactivité des deux cestrogenes était comparable quand ils étaient injectés par voie
intramusculaire.

On sait ¢ue certains tissus ont la capacité de retenir les cestrogénes aprés une
seule injection. Grascock et HOEKSTRA (1958, 1959), ont montré, chez la chevrette
et I'agnelle, que I'utérus, le vagin, les glandes mammaires et ’hypophyse contiennent
encore de 'hexcestrol tritié en quantités mesurables 8 heures aprés une seule injec-
tion de 25 pg. JENSEN et JACOBSEN (1962) ont constaté que I'cestradiol tritié est
retenu dans les mémes tissus chez la jeune ratte. Ces auteurs ont en outre indiqué
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une différence entre l'cestradiol et l'cestrone dans la courbe d’incorporation dans
I'utérus. Plus récemment, STONE (1963) et STONE, BAGGETT et DONNELLY (1903)
ont trouvé chez la souris une différence dans l'incorporation et la disparition de ces
deux cestrogénes pour certains tissus comme l'utérus et le foie.

RoBINSON et BRANDER (1962) ont montré une différence de sensibilité de la
brebis aux cestrogénes synthétiques — hexcestrol, stilbeestrol — par rapport aux
cestrogénes naturels — cestradiol, cestrone — ou a un pro-cestrogéne -méthyléthyl
stilbcestrol — selon la voie d’injection, intraveineuse ou intramusculaire. Utilisant
les cestrogénes et pro-cestrogénes tritiés, STONE (1964) a trouvé une différence dans
les activités des deux types de stéroides chez la souris en fonction de la voie d’injec-
tion. Les critéres d’évaluation étaient les frottis vaginaux et la réduction de tétra-
zolium (MARTIN, 1960).

Le but de 1'étude entreprise ici était d’étudier les courbes d’incorporation de
I'hexcestrol ou de 1'cestradiol tritiés dans les tissus-cibles ainsi que dans quelques
régions du cerveau chez la brebis quand les cestrogénes sont injectés par les voies
intramusculaire ou intraveineuse. Les études précédentes (GLASCOCK et HOEKSTRA,
1958, 1959), n'ont donné aucune apparence d’accumulation de I'cestrogéne dans
le cerveau mais il restait la possibilité d’une localisation dans une petite zone
déterminée.

MATERIEL ET METHODES

Les animaux

Seize brebis dgées de deux ans, de race Ile-de-I'rance, étaient ovariectomisées quelques mois
avant le commencement de I'expérience. Leur sensibilité aux cestrogénes 4 la suite de quelques
injections de progestérone (ROBINSON, 1950) était bien établie : une dose d’environ 20 pg d’cestra-
diol ou 50 pg d’hexcestrol a été considérée comme une dose physiologique. Avant I'injection d’cestro-
géne tritié chaque animal recevait 6 injections de progestérone séparées par un intervalle de deux
jours. L’cestrogéne était administré deux jours aprés l'injection finale. Les quatre brebis abattues
13 heures et demie apres 'injection d’cestrogéne étaient en chaleur depuis 1 heure a 1 heure et demie.

1. Hexeestrol tritié.

11 était fourni par le Dr R. F. GLASCOCK sous la forme d’un mélange des acétates des deux iso-
meéres. L’hexcestrol tritié était séparé par la méthode de GLASCOCK et POPE (1960) immédiatement
avant l'utilisation. L’activité spécifique dans notre appareil était 60 uCijug. Chaque brebis regut

50 pg (= 3,0 mCi).

2. — (Estradiol 2,4°H.

Il a été fourni par le Dr J. MINEZ, Il avait une activité spécifique dans notre appareil de 60 uCi/ug.
Chaque brebis recut 20 pg (= 1,2 mCi).

Le plan expérimental

Les facteurs expérimentaux étaient

1° Pintervalle de linjection & l'abattage: o heure 3o minutes,1; heure 30, 4 heures 30 et
13 heures 30:

20 le type d’cestrogéne tritié (hexcestrol, cestradiol)

3° la voie d’injection (intraveineuse, intramusculaire).
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Tissus analysés

Les 16 tissus suivants étalent analysés pour la radioactivité :

1° tissus généraux : sang, muscle ;

20 tissus-cibles : hypophyse, utérus: endométre, utérus : myometre, cervix, vagin ;

39 cerveau : hypothalamus antérieur, hypothalamus postérieur, cortex, septum, tractus olfactif
noyau amygdalien, épithalamus-épiphyse, bulbes olfactifs, hippocampe.

Méthode d’analyse

Tous les tissus pour P'analyse étalent prélevés immeédiatement aprés abattage. Le cerveau
était disséqué 4 I’état frais. Les échantillons de chaque tissu étaient congelés & — 15°C. Apres décon-
gélation, ils étaient coupés en petits morceaux et homogénéisés avec un peu d’eau et 1oo ug
d’hexccestrol non tritié agissant comme entraineur dans la combustion suivante. Apres I’homogénéisa-
tion, ils étaient lyophylisés et conservés dans un dessiccateur. Un fragment de 30 mg était mis dans
une nacelle d’un appareil & combustion (25 mn & 750°C) de J. IIERMANN-MORITZ. L’eau de combustion
était condensée dans un tube U plongeant dans de la neige carbonique. L’eau de condensation était
enlevée du tube avec 34 ml d’alcool et mise dans un flacon de comptage avec 16,5 m! d’une solution
de toluéne contenant 0,48 p. 100 de PPO (diphényl oxazole) et 12 mg p. 100 de POPOP (1,4-bis-
2-5-phényl oxazolyl-benzéne). L’activité était mesurée dans un « carbotrimétre » scintillateur.
L’appareil était étalonné & I'aide d’une série de dilutions des deux oestrogenes tritiés. 11 y avait
une relation linéaire entre le log de 'activité réelle et le log des comptages entre 160 et 40 0oo coups
par minute (soit 0,45 4 105 m Ci par échantillon. Pour moins de 160 ¢/mn il y avait un rapport entre
P'activité et le nombre de coups observé mais la pente était plus faible et les estimations non quanti-
tatives. Le « bruit de fond » (background) était de I'ordre de 10 & 30 ¢c/mn.

Analyse statistique

Les résultats étaient évalués par « analyses de variance » des comptages obtenus sur les échan-
tillons de 30 mg de tissu sec, aprés transformation logarithmique, utilisant le sp.7t plot technique
(SNEDECOR, 1946, p. 309). Trois analyses étaient faites, la premiére sur tous les tissus du cerveau,
la deuxiéme sur tous les tissus-cibles et la troisiéme sur le sang, les muscles et les chiffres moyens des
morceaux de cerveaux et des tissus-cibles.

RESULTATS

I. Généraux

Une premiére observation des chiffres montre qu'il n’y avait pas une grande
différence entre les différentes régions du cerveau et du muscle. Les chiffres pour
le sang et pour les tissus-cibles sont beaucoup plus élevés et il semble que leurs
courbes avec le temps d’abattage soient différentes. Donc, trois analyses statistiques
différentes ont été effectuées.

2. Les régions du cerveau

Letableau 1 présente «’analyse de variance» des comptages des régions du cer-
veau. Les niveaux d’activité sont trés bas dans tous les tissus quel que soit U'inter-
valle de temps aprés l'injection, (moyenne 127 coups/min.: < 0,015 mpCi/mg
tissu sec). Ce niveau est plus élevé chez les animaux traités avec l'’hexcestrol
tritié que chez les animaux traités avecl’cestradiol tritié (160 : g5 coups /min: P < 0,02).
Cela n'est pas surprenant puisque la dose d’hexcestrol injecté était plus forte que
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celle d’cestradiol. Il y a une diminution aprés chaque augmentation de l'intervalle
de I'injection a V'abattage (199:136: 94: 8o coups /min: P = 0,02). Dans le cerveau,
le bulbe olfactif a l'activité la plus élevée et le septum la plus basse (168 : 88
coups /min: P = 0,02). Il n'y a pas une grande différence entre les autres régions,

TABLEAU I

Analyse de variance des complages obtenus a partir de 30 mg (poids sec)
de 10 régions du cerveau aprés transformation logarithmique

! Degré S
o s i egrés omme .
Source de variation . de liberté des carrés Carré moyen F P
Lots principaux

Type d’cestrogene ...... 1 23 948 23 948 31,55% < 0,02
Méthode d’injection . ... 1 1 1 — —
Intervalle a l'abattage .. (3) 19 803

linéaire ............ 1 19230 25,33* == 0,02

quadratique ......... 1 33 — —

cubique ............ 1 540 —_ —
Type x méthode........ 1 23 281 23 281 30,67* << 0,02
Type x intervalle ...... 3 1645 548 — —_—
Méthode x intervalle . ... 3 30423 10 141 13,36* < 0,05
Erreur................ 3 2278 759

Lots subordonnés
Région du cerveau ...... 8 5112 639 3,10* = 0,02
Interactions de 1er ordre. 40 11 996 300 1,46 N.S.
Interactions de 2¢ ordre. 56 16 432 293 1,42 N.S.
Erreur...........ooo. 24 4936 206
Total ................ 143 i 139 855 — —_ —
|

Deux interactions significatives ont été décelées (fig. 1 et 2). Les activités
aprés linjection d’hexcestrol ou d’cestradiol sont exactement les mémes pour les
injections intramusculaires mais aprés linjection intraveineuse les niveaux sont
plus élevés pour 'hexcestrol que pour l'cestradiol (P < 0,02). La deuxiéme interaction
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Fi1G. 1. — Influence du wmode d’'injection sur Uincorporation d’cestradiol

et d’hexeestrol tritiés dans le cerveau de Brebis
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TABLEAU 2

1,5

4,5
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intervalle : injection abattoge (h)

Fi6. 2. — Variations en fonction du temps et du mode d’injection de la radioactivité du cervean
aprés injection d’eestrogéne tritié chez la Brebis

Moyennes des comptages véels donnés par 30 mg (poids sec)
de & tissus-cibles ainsi que Uactivité spécifique

(par mg tissu sec)

Moyenne
Effet principal ‘ Coups/min Activité spécifique
i par échantillon en myuCi par mg
de 30 mg tissu sec
1. T'ype d’estrogéne (n = 72)

Hexcestrol tr, .....ocvviinvvnnn o, 900 0,085
Estradiol tr. ....vveviinviniiin, 463 0,043
P N.S

2. Méthode d’injeciion (n = 72)

Intramusculaire ................. .. . ... 472 0,044
Intraveineuse .. ......oooviiiiiinian ., 891 0,084
P NS

3. Intervatle en h & Uabatiage (n = 36)

L7 I 337 0,032
1 874 0,082
/8 S 928 0,087
13,5 co it n 586 B 0,055

P linéaire N.S.

P quadratique .................0.... N.S.

P cubique ...l N.S.

4, Tissu-cible (n = 16)

Hypophyse .. ..oovevvviiiiie ., 885 0,083
Utérus endométre .............covuen... 1 042 0,098
Utérus myométre ....................... 505 0,047
CervIX .vvirir i iier it i e 595 0,056
Vagin 376 0,035

P < 0,001
Moyenne 681 0,064
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TABLEAU 3

de 4 types de tissus ainsi que Pactivité spécifique

(par mg tissu sec)

Moyenne
Effet principal Coups/min F Activité spécifique
par échantillon en muCi par mg
de 30 g tissu sec
1. Type desirogine (n = 72)

Hexcestrol tr. ................... 634 ‘ 0,059
Estradiol tr. e 204 0,019
P < 0,01

2. Méthode d'injection (n = 79)

Intramusculaire .......................... 267 0,025
Intraveineuse ............................ 571 0,054
P < 0,05

3. Intervalle en h & Pabattage (n = 36)

0,5 o 511 0,048
L5 oo 466 0,044
45 ... .. 450 0,042
135 249 0,023

P linéaire ............. ... .. ..., N.S.

P quadratique N.S.

P cubique . N.S.

& Type de tissu (n = 16)
Sang 735 0,069
Muscle ... i, 131 < 0,015
Cerveau. ................. .. . 127 < 0,015
Tissus-cibles . ................... 681 0,064
p < 0,001
Moyenne 419

n
o [

Log du nombre de coups/mn/30mg

N
w

‘hexoestrol tritié

oestradiol tritié
‘

|

Hypophyse Utérus

Utérus  Cervix

endométre myométre

Vagin

F16. 3. — Influence du type d'wstrogine tritié et du tissu-cible sur la radioactivité de celui-ci
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le trouve entre la méthode d’injection et l'intervalle a 1'abattage (P <o0,05). Aprés
injection intraveineuse le niveau le plus élevé se situe & une demi-heure suivant celle-ci;
il diminue réguliérement a chaque intervalle. Au contraire, aprés 'injection intramus-
culaire, le niveau le plus élevé est une heure et demie. Ensuite, il tombe mais reste plus
élevé qu’apreés traitement intraveineux.

3. Les tissus-cibles

Le tableau 2 présente les moyennes des comptages réels des 5 tissus-cibles. Tous
ces tissus montrent une radioactivité beaucoup plus forte que celle du cerveau. Le
niveau aprés injection d’hexcestrol est deux fois plus élevé que celui obtenu aprés
injection d’cestradiol ; mais la variabilité est si grande que la différence n’est pas
significative (0,2 > P > 0,1). De méme I'activité aprés injection par voie intraveineuse
est presque deux fois plus grande que celle observée aprés injection intramusculaire
(0,2 > P > 0,1). Le maximum d’activité est atteint une heure et demie et 4 heures
et demie aprés U'injection, puis cette activité reste élevée jusqu’a 13 heures et demie
(0,2 > P > 0,1) malgré une légére diminution.

2,8..0060
e
E ]
B 27 o047 2 —
~ =
g 4
~ 2,640,038 *
Py o
8 g
S 2,5}10,030 g
3 E

2440023
4
n
§ 23000
c B
5
© 2,2.Jr_0,0|5
(=
Lo}
~ 214 <005

2 lcogo L

/m /v m 1V
Hexoestrol  trifie Oestradiol tritié
Y16, 4. — Influence du wode d'injection sur Uincorporation dastradiol el hexiwstrol {riliés

dans divers lissus ches la Brebis.

Les tissus les plus actifs sont 'endomeétre et I'hypophyse tandis que le
vagin est le moins actif (P < o0,001). Il y a aussi une interaction entre le type
d’cestrogéne et le tissu (P < 0,05, fig 3). Bien que la dose d’cestradiol injectée ait
été beaucoup plus faible que celle d’hexcestrol, I'activité de I'hypophyse et de I'utérus
endometre est presque la méme. Par contre, les activités de 'utérus myométre, du
cervix, et du vagin sont beaucoup moins fortes qu’aprés l'injection d’cestradiol
qu'aprés celle d’hexcestrol.

4. Comparaison du sang, muscle, cervean ¢b des tissus-cibles

Le tableau 3 présente les moyennes des comptages réels des types de tissus.
L activité aprés injection d'hexcestrol est plus élevée que celle observée aprés injec-
tion d’cestradiol (P < 0,01) et il en est de méme aprés injection intraveineuse par
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rapport 4 l'injection intramusculaire (P < 0,05). Le niveau moyen dans le sang et
dans les tissus-cibles est beaucoup plus fort que dans le muscle et le cerveau (P < 0,001).
Il v a trois interactions trés intéressantes.

3 {0094 ., hexoestrol tritie

3

1 0075

3
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2,710,047
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2,24 0015
2] <0015
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ol L |
Sang Muscle Cerveau Tissus -cibles

¥16. 5. — Radiouctiviié de différents tissus aprés injection d’estradiol
el d’hexawstrol tritiés chesYla_Brebis
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Intervalle : inject.on a abattage (h)
Fic. 6. = Variations en jonction du temps de la radioactivité de divers tissus aprés injection d’ asirogénes trifids
chez la Brebis

L’activité moyenne des tissus aprés injection d’hexcestrol par la voie intravei-
neuse est plus élevée qu’aprés injection intramusculaire. Par contre, l'cestradiol

donne la méme activité par les deux voies (P < 0,05, fig. 4). La deuxiéme inter-
action est entre le type d’cestrogéne et le type de tissu. Le véhicule de transport
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(le sang) et les deux tissus non-réactifs (le muscle, le cerveau) montrent une grande
différence entre leurs activités aprés l'injection d’hexcestrol tritié ou d’cestradiol
tritié. Par contre, I'accumulation chez les tissus-cibles est du méme ordre de gran-
deur (P < o,01, fig. 5). La troisiéme interaction est entre le type de tissu et I'inter-
valle de linjection a I’abattage. Bien que le niveau d’activité dans le sang reste
élevé jusqu’a 13 heures et demie, il diminue beaucoup aprés une demi-heure ; en par-
ticulier entre 4 heures et demie et 13 heures et demie. Le niveau d’activité dans
le cerveau et le muscle diminue d'une facon uniforme de zéro heure et demie a
13 heures et demie. Par contre, celui des tissus-cibles s’éléve jusqu’a 4 heures et demie
et ensuite diminue un peu a 13 heures et demie (P < 0,05, fig. 6).

DISCUSSION

Les courbes d'apparition et de disparition de la radioactivité dans les divers
tissus aprés injection d’hexcestrol tritié ou d’cestradiol tritié sont semblables. En
dépit de la grande différence entre la dose de la radioactivité trouvée dans le sang,
le muscle et le cerveau, l'activité chez les tissus-cibles est presque au méme niveau.
STOXE, BAGGETT et DONELLY (1963) suggérent que quelques récepteurs chez les
tissus-cibles sont « inondés » par les cestrogénes. Dans ce cas, il y aurait un niveau
critique pour lequel la concentration serait au maximum.

Il n’y a aucune évidence que le cerveau, ou quelque région du cerveau, aitla
capacité de retenir l'cestrogéne comme un tissu-cible. C’est peut-étre une question
de niveau d’activité mais il est curieux qu’il existe un délai de 12 heures au moins,
entre l'injection d’cestrogéne et le début de chaleur chez la brebis. De méme, le
niveau d’cestrogéne pour la mise en chaleur est presque le méme que celui pour le
développement d'un frottis vaginal d’cestrus (ROBINSON, 1959). Les niveaux de
radioactivité dans toutes les régions du cerveau sont semblables 4 ceux du muscle.

L’interaction entre le type d’estrogéne et la méthode d’injection est trés inté-
ressante. ROBINSON et BRANDER (1962) ont montré quel’hexcerestrol mettait les brebis
en chaleur avec la méme efficacité, qu’il soit donné par voie intraveineuse ou par
voie intramusculaire. D’autre part, U'cestradiol était beaucoup moins efficace par
voie intraveineuse.

Parmi les tissus-cibles, 'hypophyse et l'utérus endométre étaient les plus
actifs. Aussi, il semble qu’il y ait une différence entre les tissus dans leurs capacités
de retenir P'hexcestrol ou l'cestradiol. Grascock et HOEKSTRA (1959) ont trouvé
que l'utérus (mvomeétre ou endométre) et le vagin étaient les tissus les plus actifs
aprés injection d’hexcestrol tritié. Bien que nos résultats soient semblables, nous
constatons en outre que 'hypophyse a une activité trés élevée. I utérus, le cervix
et le vagin ont une capacité beaucoup plus faible de retenir la radioactivité aprés
injection d’oestradiol tritié qu’aprés injection d’hexcestrol tritié.

I1 semble que les tissus aient une plus grande capacité de rétention de I’hexcestrol
que de l'cestradiol quand 'cestrogéne est donné par la voie intraveineuse. Ceci peut
expliquer la différence rapportée par ROBINSON et BRANDER (1962). Les tissus-cibles,
dans le sens classique (utérus, vagin, cervix, hypophyse) ont une capacité trés forte
de retenir l'cestrogéne cestradiol ou hexcestrol. Le systéme nerveux, par contre,
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n’a pas cette capacité, selon nos méthodes courantes. Donc un niveau élevé dans
le systéme général associé 4 un niveau élevé dans le sang entrainera un niveau plus
élevé pendant plus longtemps dans le cerveau, accompagné d’une plus grande pos-
sibilité d’apparition du comportement de chaleur.

Regu pour publication en février 1965.
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SUMMARY

ACCUMULATION OF TRITIATED (ESTRADIOL AND HEX®ESTROL IN THE BRAIN
AND SOME OTHER TISSUES BY THE EWE

Sixteen ewes were used in a factorial design experiment in which tritiated hexcestrol (50 pg)
or aestradiol (20 pg) was injected either intramuscularly or intravenously. Animals were slaughtered
at 0.5, 1.5, 4.5 or 13.5 hours after injection and the radio-activity determined of blood, muscle,
¢ régions of the brains and 5 reactive tissues (pituitary, uterine endometrium, uterine myometrium,
cervix and vagina). No region of the brain had the capacity to retain astrogen, although there were
significant diffrences (P = o0.02) in the mean radioactivities in different regions. The olfactory
bulbs were the most active and the septum the least. Activity in all regions was low.

Despite a 2.5 fold difference in radioactivity, in favour of hexcestrol, in the doses of the two
oestrogens injected, the level of activity finally attained in some reactive tissues (uterine endome-
trium and pituitary gland) was comparable. In the others (uterine myometrium, cervix and vagina)
the level following hexcestrol was much higher than that following cestradiol.

The persistency in the tissues studied (brain and others) of hexcestrol given intravenously
was much greater than that of cestradiol given intravenously. The persistency of the two hormones
given intramuscularly was comparable.
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